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Резюме
цель исследования — изучить изменения уровня экспрессии матричной рибонуклеиновой кисло

ты (мРНК) двух основных субстратов протеинкиназы-С — MARCKS (myristoylated alanine-rich C-kinase 
substrate) и NAP-22 (neuronal axonal membrane protein) у крыс со спонтанной гипертензией (крысы линии 
SHR) и их нормотензивного контроля (крысы линии WKY) в корковом, мозговом слоях и сегменте по
чек и выявить возможные межлинейные разлтия между этими показателями. Материалы и методы. 
В работе использовали самцов крыс линий SHR и WKY (в качестве нормотензивного контроля). Уро
вень мРНК MARCKS и NAP-22 определяли методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. 
Результаты. Уровень экспрессии мРНК белка MARCKS у крыс линии SHR в корковом слое был выше 
по сравнению с мозговым в 1,5 раза (р = 0,0001), а в мозговом слое был ниже по сравнению с уровнем 
в сегменте (р = 0,002). При этом обнаружились различия между корковым слоем и сегментом (р = 0,001). 
У крыс линии WKY в корковом слое уровень экспрессии мРНК белка MARCKS был выше по сравне
нию с мозговым (р = 0,0005). Между корковым слоем и сегментом отлтия отсутствовали (р = 0,011), 
как и между мозговым слоем и сегментом (р = 0,716). Уровень экспрессии мРНК белка NAP-22 у крыс 
линии SHR в корковом слое был выше по сравнению с мозговым в 2 раза (р = 0,001), а в мозговом слое 
был ниже по сравнению с уровнем в сегменте (0,005). При этом разлтий между корковым слоем и сег
ментом не обнаружено (р = 0,011). У крыс линии WKY в корковом слое уровень экспрессии мРНК белка 
NAP-22 был также выше по сравнению с мозговым, но в 1,5 раза (р = 0,001), а в мозговом слое был ниже 
по сравнению с уровнем в сегменте (р = 0,002). Различий между корковым слоем и сегментом также 
не обнаружено (р = 0,011). При этом мы не выявили межлинейных различий у исследуемых животных, 
как в уровнях экспрессии мРНК белка MARCKS в корковом (р = 0,872), в мозговом (р = 0,024) слоях 
и в сегменте почек (р = 0,520), так и в уровнях экспрессии мРНК белка NAP-22 в корковом (р = 0,028), 
в мозговом (р = 0,028) слоях и в сегменте почек (р = 0,978). Выводы. Как у крыс линии SHR, так и у крыс 
линии WKY уровень экспрессии мРНК белков MARCKS и NAP-22 в корковом и мозговом слоях почек 
отличается, при этом у крыс линии WKY эти различия менее выражены. В то же время межлинейных 
различий в уровнях экспрессии мРНК белков NAP-22 и MARCKS у крыс линий SHR и WKY в корковом 
и мозговом слоях и сегменте почек обнаружить не удалось.
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Abstract
objective. To study the changes in mRNA expression level of two main protein kinase C substrates — 

MARCKS and NAP-22 — in rats with spontaneous hypertension (SHR rats) and in normotensive control rats 
(WKY rats) in renal cortex, renal medulla and total kidney. We also aimed at the identification of possible interstrain 
differences between the mRNA expression levels. Design and methods. We assessed the level of MARCKS 
and NAP-22 mRNA by real-time polymerase chain reaction in male SHR and WKY (as a normotensive control) 
rats. Results. In SHR rats, MARCKS mRNA expression level in renal cortex was 1,5 times higher than in renal 
medulla (p = 0,0001) and also higher than in total kidney (p = 0,001), in renal medulla it was lower than in total 
kidney (p = 0,002). In WKY rats, MARCKS mRNA expression level in renal cortex was higher than in renal 
medulla (p = 0,0005). There was no differences neither between renal cortex and total kidney (p = 0,011), nor 
between renal medulla and total kidney (p = 0,716). In SHR rats, NAP-22 mRNA expression level in renal 
cortex was twofold higher than in renal medulla (p = 0,001), in renal medulla it was lower than in total kidney 
(p = 0,005), the differences between renal cortex and total kidney were less significant (p = 0,011). In WKY rats, 
NAP-22 mRNA expression level in renal cortex was 1,5 times higher than in renal medulla (p = 0,001), while in 
renal medulla it was lower than in total kidney (p = 0,002). There was no significant difference in NAP-22 
mRNA expression level between renal medulla and total kidney (p = 0,011). There were no significant interstrain 
differences in the animal groups either in the levels of MARCKS mRNA expression in renal cortex (p = 0,872), 
in renal medulla (p = 0,024) or in total kidney (p = 0,520). Neither there were differences in the levels of NAP-22 
mRNA expression in cortex (p = 0,028), in medulla (p = 0,028) and in total kidney (p = 0,978). conclusions. In 
both SHR and WKY rat strains, the level of MARCKS and NAP-22 mRNA expression in cortical and medullary 
kidney layers is different, in WKY rats these differences are less pronounced. At the same time, interstrain 
differences in NAP-22 and MARCKS mRNA expression levels in cortical, medullary layers and in total kidney 
of SHR and WKY rats were not found.
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Функции белков MARCKS и NAP-22 в клетке 
несколько отличаются, хотя оба они связаны с цито
скелетом [9] и процессами экзоцитоза в подоцитах 
[6]. В этих условиях важно выяснить, возникают ли 
при артериальной гипертензии какие-либо измене
ния в экспрессии мРНК этих белков. Так как име
ются данные о том, что в гломерулярном аппарате 
почек и в дистальных трубочках крыс SHR имеются 
различия между функционированием транспортных 
систем, связанных именно с состоянием цитоскеле
та [10], то существуют предпосылки для послойно
го изучения особенности экспрессии мРНК белков 
MARCKS и NAP-22 в корковом и мозговом слоях 
почек [9].

Методика
В исследовании использовались образцы по

чечной ткани 10 взрослых самцов крыс линии SHR 
и 10 взрослых самцов крыс линии WKY массой
280,7 ± 9,5 г, в возрасте приблизительно 90 дней.

Все животные содержались в клетках со сво
бодным доступом к корму и воде в условиях 
12-часового светового дня. Уровень артериального 
давления экспериментальных животных соответ
ствовал характерному для данной линии.

Животные были декапитированы под легким 
эфирным наркозом с последующим забором ткани 
почек. Все исследования были проведены в соот
ветствии с Международными стандартами по ра
боте с лабораторными животными и с разрешения 
комиссии по биоэтике ФГБУН «Институт физио
логии им. И. п. Павлова» РАН.

Из образцов почечной ткани (корковый, мозго
вой слои и общий сегмент ткани почек) крыс обе
их линий была выделена общая РНК с помощью 
набора Quick-RNA™ MiniPrepKit (ZymoResearch, 
США) согласно протоколу исследования. Син-

Введение
Ранее нами у крыс со спонтанной гипертензи

ей (линии SHR) в различных органах и тканях бы
ли обнаружены существенные отличия в экспрес
сии матричной рибонуклеиновой кислоты (мРНК) 
белков — основных субстратов протеинкиназы-С 
(ПКС) и их содержании в цитозоле по сравнению 
с нормотензивными крысами линии WKY [1, 2]. 
К ним относятся белки NAP-22 (neuronal axonal 
membrane protein 22), MARCKS (myristoylated 
alanine-rich C-kinase substrate) и GAP-43 (growth 
associated protein 43). Такие изменения могут быть 
связаны с генетически детерминированными на
рушениями метаболизма кальция в клетке, кото
рые приводят к повышению несвязанного кальция 
в цитозоле у крыс со спонтанной гипертензией [3], 
в результате чего может изменяться функциониро
вание кальций-зависимых ферментов и каскадов 
передачи внутриклеточного сигнала, в частности 
активность ряда форм ПКС.

Различные нагрузки, влияющие на патогенез 
артериальной гипертензии у крыс линии SHR, та
кие как дефицит экзогенного кальция и повышен
ное потребление NaCl, сильнее всего действуют 
на почки [4].

Так как за пределами центральной нервной си
стемы из основных субстратов ПКС обнаружены 
лишь MARCKS и NAP-22 [5, 6], то представлялось 
важным при спонтанной гипертензии у крыс иссле
довать в почках особенности экспрессии именно 
этих двух мРНК белков. Это подтверждалось тем, 
что ранее были обнаружены существенные межли
нейные разлтия у крыс линий SHR и WKY в ответе 
на повышенное потребление NaCl в центральной 
нервной системе и почках [8]. При этом вставал во
прос, имеются ли исходные межлинейные разлтия 
в этих показателях до воздействия нагрузок.

Таблиц؛،،
ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ ТРАНСКРШТОВ ГЕНОВ MARCKS, NAP-22 И Р-АКТЖ А

Ген Праймеры 
и зонды Последовательность ( 3 ؤ ')

MARCKS

MarcksRAT_F58 TCGCTGCGGTCTTGGAGAACT

MarcksRATR58 ACACCAACCCAAGGCTCTTTGTT

MarcksRAT_PR66 (BHQ-2)

NAP-22
rNAP-22-F2 AACTCCAAGATGGGAGGCAAG
rNAP-22-^ CAGCCTTCTTGTCTTTGTCCTT

rNAP-22 probe ROX (ROX)CTACAATGTGAACGACGAGAAGGCCA (BHQ-2)

в-актин
Rat-ACTBu AGCCATGTACGTAGCCATCCA
Rat-ACTTl TCTCCGGAGTCCATCACAATG

Rat-ACTB_Pr_u-2 (FAM)TGTCCCTGTATGCCTCTGGTCGTACCAC RTQt)
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Рисунок 2. Уровень экспрессии мРНК NAP-22 
в клетках мозгового и корквого слоев, сегмента 

ткани почек крыс линии SHR и WKY

Примечание: □ — значимые р азлти я  между корковым 
слоем и сегментом; A — значимые р азлти я  между мозговым 
слоем и сегментом; * — значимые р азлти я  между корковым 
и мозговым слоями. Данные представлены в виде среднж  
и ошибок среднего в относительных единицах.

Для статистической обработки использовалось про
граммное обеспечение LibreOffice Calc 5.4.7.2.

Результаты
Мы провели оцежу уровня содержания мРНК 

белков MARCKS и NAP-22 в образце, отражающем 
уровень экспрессии этих мРНК, в клетках корково
го, мозгового слоев почечной ткани и целого сегмен
та ткаж почек у крыс линий SHR и ^^Y .

На рисунке 1 у крыс линии SHR в корковом 
слое уровень экспрессии мРНК белка MARCKS 
был выше по сравнено с мозговым в 1,5 раза (р = 
0,0001), а в мозговом слое был ниже по сравнению 
с уровнем в сегменте (р = 0,001). При этом обна
ружились различия между корковым слоем и сег
ментом (р = 0,002). У крыс линии WKY в корковом 
слое уровень экспрессии мРНК белка MARCKS 
был выше по сравнено с мозговым (р = 0,0005). 
Отличия между корковым слоем и сегментом отсут
ствовали (р = 0,011), как и между мозговым слоем 
и сегментом (р = 0,7).

На рисунке 2 у крыс линии SHR в корковом слое 
уровень экспрессии мРНК белка NAP-22 был выше 
по сравнению с мозговым в 2 раза (р =0,001), а в моз
говом слое был ниже по сравнению с уровнем в сег
менте (0,005). При этом различий между корковым 
слоем и сегментом не обнаружено (р = 0,011). У крыс 
линии WKY в корковом слое уровень экспрессии 
мРНК белка NAP-22 был также выше по сравнению 
с мозговым, но в 1,5 раза (р = 0,001), а в мозговом 
слое был ниже по сравнению с уровнем в сегменте 
(р = 0,002). Различий между корковым слоем и сег
ментом также не было обнаружено (р = 0,011).

Рисунок 1. Уровень экспрессии мРНК MARCKS 
в клетках мозгового, коркового слоев и сегмента 

ткани почек крыс линии WKY и SHR

слоем и сегментом; * — значимые различия между корковым 
и мозговым слоями. Данные представлены в виде среднж  
и ошибок среднего в относительных единицах. 

тез комплементарной ДНК осуществляли обрат
ной транскрипцией с помощью набора реагентов 
«ОТ-1» («Синтол», Россия). Уровни экспрессии 
MARCKS и NAP-22 определяли методом по
лимеразной цепной реакции (ПЦР) в реальном 
времеж с использованием специфшлескж прай
меров (табл.) и набора реагентов для проведения 
ПЦР-РВ («Синтол», Россия) на амплификаторе 
АНК-32 (ФГБУН «Институт аналитшлеского при
боростроения» РАН, Россия). Праймеры и зонды 
для детекции MARCKS и NAP-22 были синтези
рованы компанией «Бигль» (Россия). В качестве 
референса для нормировки результатов амплифи
кации использовали ген Р-ак™а, праймеры и зонд 
к не٩  были синтезированы компанией «Синтол» 
(Россия). Условия проведежя ПЦР: 1-я стадия — 
95 °C, 300 с (1 цикл); 2-я стадия — 60 °C, 40 с; 
95 °C, 15 с (50 циклов). Определение значения 
порогового цикла реакции Ct (threshold cycle) осу
ществляли пороговым методом (как точки пересе
чения графика накопления ДНК и пороговой ли
нии). Количественное выражение результатов про
водилось с помощью расчета разницы экспрессии 
исследуемого гена относительно нормировочного 
гена по формуле 2-AACT [11]. Праймеры и зонды для 
детекции транскриптов генов MARCKS, NAP-22 
и в-актина приведены в таблице.

Различия уровней экспрессии мРНК белков 
NAP-22 и MARCKS анализировали с помощью 
t-критерия Стьюдента с уровнем значимости мень
ше 0,005 (округление производилось до 3-го знака 
после запятой). Результаты измерений представ- 
лежл как среднее ± стандартная ошибка среднего.

24(4) / 2018438



Оригинальная статья / Original article

белок WTl и NAP-22 могут выступать в качестве 
регулятора транскрипции некоторых генов [16].

Вышеперечисленное указывает на важную роль 
белков MARCKS и NAP-22 в клетке, особенно при 
различных патологических процессах. Поэтому 
представлял интерес вопрос об их возможной роли 
в тканях почек при спонтанной гипертензии, то есть 
в условиях генеттески детерминированных нару
шений обмена кальция в клетках. Однако в почках 
мы не смогли обнаружить значимых межлиней
ных различий в уровне экспрессии мРНК белка 
MARCKS между крысами линии SHR и их нормо- 
тензивным контролем. В мозговом и корковом сло
ях почек между крысами линий SHR и WKY раз
личия в уровне экспрессии мРНК MARCKS также 
отсутствовали, хотя наблюдались различия в его 
уровнях между разными слоями. Видимо, имею
щиеся клеточные нарушения у крыс линии SHR, 
приводящие к развитию спонтанной гипертензии, 
мало изменяют уровень активности ПКС в почках, 
о чем свидетельствует отсутствие значимых изме
нений уровня экспрессии мРНК ее преобладающих 
субстратов. Наблюдалось также некоторое, хотя 
и незначимое увелтение уровня экспрессии мРНК 
NAP-22 у крыс линии SHR в корковом и мозговом 
слоях почки. Это может быть связано с особой ро
лью NAP-22 при развитии апоптоза в почках, ло
кализованного в тубулярных клетках, и согласуется 
с данными о повышении общей экспрессии мРНК 
NAP-22 в почках при некоторых патологических 
состояниях [17], что может быть следствием того, 
что крысы линии S ^  являюся экспериментальной 
моделью эссенциальной гипертензии, а не симпто
матической — почечной.

Выводы
У крыс линии SHR по-разному экспрессиру

ется мРНК белков NAP-22 и MARCKS в корковом 
и мозговом слоях почек.

У крыс линии WKY наблюдаются такие же за
кономерности, но менее выраженные.

Межлинейных разлотий в уровнях экспрессии 
мРНК белков NAP-22 и MARCKS у крыс линий 
SHR и WKY в корковом и мозговом слоях и сег
менте почек обнаружить не удалось. 
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различий в распределении исследуемых показате
лей у крыс линий SHR и WKY.

Из полученных результатов видно, что у крыс 
обеих линий общий уровень экспрессии мРНК бел
ка MARCKS не разлтается, но имеет место разница 
в уровнях экспрессии между слоями почек. У крыс 
линии WKY эта тенденция распределения мРНК 
сохраняется, но выражена она слабее.

Сравнение данных, полученных при послойном 
анализе образцов почечной ткани с данными, полу
ченными для целого сегмента, показало, что мРНК 
исследуемых белков распределена по-разному в раз
ных слоях почек, что невозможно выявить при ис
следовании целого сегмента.

Обсуждение
Анализ полученных результатов требует рас

смотрения функций белков — основных субстратов 
ПКС в клетке.

Несмотря на то, что оба исследуемых белка ак
тивно взаимодействуют с мембраной, регулируя 
сходные процессы, их роль во внутриклеточных 
процессах в тканях почек несколько различается. 
Оба белка (MARCKS и NAP-22), ассоциирован
ные с мембраной, взаимодействуют с актиновым 
цитоскелетом, способствуя росту периферических 
актиновых структур. Согласно современным пред
ставлениям, экспрессия мРНК исследуемых белков 
связана с процессами морфогенеза и клеточной под
вижности, эти белки накапливаются в мембранных 
«рафтах» (участки плазматотеской мембраны, обо
гащенные гликосфинголипидами и холестерином), 
где они взаимодействуют с PIP2 (фосфатидилино- 
зитолбифосфатом) [12].

MARCKS обеспечивает поддержание формы 
и подвижность клеток, участвует в процессах се
креции, трансмембранном транспорте, регуляции 
клеточного цикла [13], он связан с патогенезом 
карциномы почечных клеток и других заболеваний, 
связанных с путем передачи внутриклеточного сиг
нала с участием фосфоинозитид-3-киназы и белком 
AKT семейства протеинкиназы B, а также может 
способствовать росту опухоли, усиливая процессы 
пролиферации, а не блокируя апоптоз [14]. NAP-22 
обеспечивает рост нейритов и навигацию конусов 
роста при формировании нейрональных сетей, уча
ствует в процессах реорганизации синаптических 
контактов и нейрорегенерации [13] и, кроме того, 
участвует в процессах апоптоза, выходя при этом 
из ядра в цитоплазму клеток [15]. NAP-22 влияет 
на связывание белка WT1 (Wilms’ tumor-1 protein) 
с белком, ограничивающим процесс митоза на ста
дии формирования веретена деления. В комплексе
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