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Введение. Представлены результаты анализа содержания маркеров апоптоза в сыворотке крови и моче 
у пациентов детского возраста с хроническими заболеваниями почек. Обсуждаются перспективы использо-
вания гранзима Б и аннексина V в комплексной диагностике хронических нефропатий и оценке их прогресси-
рования.

Цель. Проанализировать возможность использования в комплексной диагностике хронических заболева-
ний почек определения гранзима Б и аннексина V в сыворотке крови и моче у пациентов детского возраста.

Материал и методы. Обследованы 100 детей с хроническими гломерулопатиями. В группу сравнения во-
шли пациенты с хроническими негломерулярными нефропатиями. Количественное определение уровня марке-
ров апоптоза производили методом иммуноферментного анализа.

Результаты. Концентрация гранзима Б в сыворотке крови значимо различалась между всеми исследуемы-
ми группами (N=159, р<0,001), равно как и в моче (N=158, р<0,001). При сравнении содержания аннексина V 
в сыворотке крови (N=136, р<0,23) и моче (N=138, р<0,20) у пациентов всех групп статистически значимых 
различий не получено. Корреляционных связей между концентрацией аннексина V в сыворотке крови и моче с 
характеристиками почечных функций (уровень креатинина сыворотки крови, мочевины сыворотки, СКФ) и 
активности патологического процесса (СРБ, СОЭ, суточная протеинурия) не обнаружено.

Выводы. Определение уровня гранзима Б в сыворотке крови и моче может быть использовано в диагно-
стике хронических заболеваний почек у детей, в том числе для дифференциальной диагностики гломеруляр-
ных и негломерулярных хронических заболеваниях почек, а также гломерулопатий между собой. Использова-
ние аннексина V, раннего маркера апоптоза, в качестве инструмента диагностики хронических заболеваний 
почек и мониторинга их прогрессирования на данном этапе исследования не представляется возможным.

Ключевые слова: хронические заболевания почек, апоптоз, гранзим Б, аннексин-V, нефропатии.
Для цитирования: Кондратенко, О. А. Клиническое значение определения маркеров апоптоза в сыворотке крови и 

моче детей с хроническими заболеваниями почек / О. А. Кондратенко, И. А. Козыро // Журнал Гродненского государствен-
ного медицинского университета. 2024. Т. 22, № 6. С. 538-543. https://doi.org/10.25298/2221-8785-2024-22-6-538-543.

Введение
Хронические заболевания почек широко рас-

пространены во всем мире, встречаются более 
чем у 10% людей, и их число продолжает расти. 
Ограниченные возможности традиционных мар-
керов почечной дисфункции, таких как сыворо-
точный креатинин, хорошо продемонстрирова-
ны в литературе [1]. Дополнение клинической 
оценки новыми биомаркерами, в частности, 
гранзим Б (GzmB) и аннексин-V (AnnV), может 
улучшить диагностику хронических заболеваний 
почек и мониторинг их течения.

Апоптоз – обусловленный генетически ме-
ханизм разрушения клеток, когда происходит 
фрагментация клеточных структур на отдельные 
апоптотические тельца и дальнейшее поглоще-
ние этих телец макрофагами – жизненно важный 
компонент нормального обмена клеток. Однако 
неадекватный апоптоз (либо слишком слабый, 
либо чрезмерный) – один из механизмов многих 
заболеваний [2,3]. Изменение количества клеток, 
возникающее в результате дисбаланса между ги-
белью паренхиматозных клеток и их пролифера-
цией, способствует развитию заболеваний почек. 
Острое повреждение почек (ОПП) возникает в 
результате быстрой и внезапной потери эпите-
лиальных почечных клеток. При хронической 
болезни почек (ХБП) происходит постепенная, 

прогрессирующая потеря подоцитов и эпители-
альных клеток канальцев. Гибель эндотелиоци-
тов вызывает гломерулосклероз и атрофию ка-
нальцев, а избыток лейкоцитов и миофибробла-
стов провоцирует интерстициальное воспаление 
и фиброз. Апоптоз стал центральным событием в 
патогенезе разных нефропатий [4].

Для исследования апоптоза доступно доста-
точно большое число биомаркеров, поскольку 
множество белков участвует в сигнальном каскаде 
программированной гибели клеток. Раннюю фазу 
апоптоза можно обнаружить с помощью AnnV, 
выявляемого при потере целостности клеточной 
стенки [5]. AnnV принадлежит к семейству цито-
плазматических кальций-связывающих белков, 
обнаруженных в клетках дистальных канальцев и 
эпителиоцитах клубочков. Изучение содержания 
AnnV может помочь понять многие патологиче-
ские процессы в почках. Так, повышенные уров-
ни AnnV обнаружены как при острых, так и при 
хронических заболеваниях почек [6].

Непосредственный участник апоптоза – гран-
зимы – сериновые протеазы, разрезающие вну-
триклеточные белки-субстраты. Идентифициро-
ваны 12 гранзимов, из них пять (A, B, H, K и M) 
найдены у человека [7]. GzmB – фермент, про-
дуцируемый естественными киллерами и CD8+ 
клетками, депонируется во внутриклеточных 
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гранулах. GzmB обладает четко выраженной 
внутриклеточной активностью; после секреции 
гранул GzmB интернализуется в клетки-мишени 
с помощью порообразующего белка перфорина, 
где инициирует апоптоз посредством каспазо-за-
висимых и независимых механизмов. [8]. Уро-
вень GzmB повышается в сыворотке крови при 
системной красной волчанке и коррелирует с по-
казателями плохого прогноза при волчаночном 
нефрите, что позволяет предположить участие 
GzmB в патогенезе поражения почек и указы-
вает на возможность использования в качестве 
биомаркера и/или терапевтической мишени [9].

Цель работы – проанализировать возмож-
ность использования в комплексной диагности-
ке хронических заболеваний почек определения 
гранзима Б и аннексина V в сыворотке крови и 
моче у пациентов детского возраста.

Материал и методы
В исследование включены 100 пациентов пе-

диатрического отделения № 1 (для нефрологи-
ческих пациентов) Белорусского Центра детской 
нефрологии и заместительной почечной терапии. 
Медиана возраста (Ме) составила 7 (9-16) лет. Па-
циенты разделены на группы: с первичными им-
муноопосредованными гломерулопатиями (ГП) 
(группа № 1, n=30), с вторичными иммуноопосре-
дованными ГП (№ 2, n=39), с неиммунными ГП 
(№ 4, n=31), у всех диагноз верифицирован мор-
фологически. В группу сравнения вошли пациен-
ты с негломерулярными хроническими заболева-
ниями почек (№ 3, n=30). Группу контроля (№ 5) 
составили 28 пациентов педиатрического отде-
ления № 2 (для кардиологических пациентов УЗ 
«2-я ДГКБ») без признаков поражения почек и на-
личия аутоиммунного процесса. Количественное 
определение уровня гранзима Б в сыворотке крови 
и моче производили методом иммуноферментно-
го анализа (ИФА) с использованием тест-систем 
Granzyme B (E-EL-H1617, Elabscience), Granzyme 
B (78Е96FF66B, Cloud-Clone), Human GzmB Elisa 
Kit (EH0157, Fine Test). Определение концентра-
ции аннексина V производили методом ИФА с 
использованием тест-систем Human ANXA5 Elisa 
Kit (E-EL-H0422,  Elabscience), Human ANXA5 
Elisa Kit (EH0423, Fine Test), Human Annexin 5 
ELISA Kit (E1107Hu, BT LAB). Учет реакции на 
фотометре универсальном Ф 300 ТП (ОАО Ви-
тязь Беларусь), спектрометре Magellan V 7.1, дли-
на волны измерения 450 нм. C учетом того, что 
концентрации исследуемых молекул в биологи-
ческих средах были исключительно малые, а чув-
ствительность использованных наборов разных 
производителей была разной, оценка произво-
дилась в баллах, исходя из нормирования преде-
лов измерений на 10. Статистическая обработка 
проводилась с применением стандартного пакета 
Statistica 10.0, программы Microsoft Exel, данные 
представляли в виде Ме (25-75%), где Ме – меди-
ана, (25-75% – межквартильный размах).

Результаты и обсуждение
 Полученные нами уровни содержания GzmB 

и AnnV в сыворотке крови и моче у пациентов 

исследуемых групп, групп сравнения, контроля 
представлены в таблице 1.

Исследуемая 
группа

Гранзим Б, 
Ме (25-75%)

Аннексин V, 
Ме (25-75%)

сыворотка  
крови моча сыворотка 

крови моча

Первичные 
иммуноопосре- 
дованные ГП 

1,10
(0,63-2,23)

(n=30)

1,02
(0,51-2,03)

(n=30)

0,70
(0,24-1,50)

(n=30)

1,36
(0,34-2,42)

(n=30)

Вторичные 
иммуноопо- 
средованные  
ГП

1,25
(0,31-2,50)

(n=39)

0,63
(0,29-1,25)

(n=39)

0,92
(0,65-1,33)

(n=30)

0,68
(0,13-1,36)

(n=30)

Неиммуноопо- 
средованные 
 ГП 

0,31
(0-1,07)
(n=31)

1,48
(0-1,03)
(n=31)

0,51
(0,24-0,88)

(n=26)

1,06
(0,23-2,72)

(n=27)

Негломеру- 
лярные  
заболевания 

0,81
(0,16-1,25)

(n=31)

0,72
(0,49-1,13)

(n=30)

0,63
(0,34-1,24)

(n=25)

0,91
(0,04-3,46)

(n=26)

Группа  
контроля 

0
(0-0)

(n=28)

0
(0-0)

(n=28)

0,52
(0-1,44)
(n=25)

0,68
(0-1,84)
(n=25)

Таблица 1. – Содержание гранзима Б и аннекси-
на-V в сыворотке крови и моче  у обследованных
Table 1. – The content of granzyme B and annexin-V in 
the blood serum and urine of the examined

Концентрация GzmB в сыворотке крови у па-
циентов показала статистически значимые раз-
личия среди всех исследуемых групп (N=159, 
р<0,001). В моче уровень GzmB также значи-
мо различался у пациентов всех групп (N=158, 
р<0,001), рисунок 1.

Рисунок 1. – Концентрация гранзима Б в сыворотке 
крови и моче у обследованных 

Figure 1. – Granzyme B concentration in blood serum and urine  
of the examined patients
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Нами проведено сравнение содержания 
GzmB в сыворотке крови и моче у пациентов 
исследуемых групп между собой по критерию 
Манна-Уитни (табл. 2).

На основании полученных результатов сде-
лан вывод о том, что определение содержания 
GzmB в сыворотке крови и моче у пациентов 
можно применять в комплексной диагностике 
хронических заболеваний почек, а также исполь-
зовать для дифференциального разграничения 
иммуноопосредованных от неиммуноопосредо-
ванных ГП и от негломерулярных хронических 
нефропатий. 

Мы провели корреляционный анализ связи 
содержания GzmB в сыворотке крови и моче у 
пациентов исследуемых групп с показателями, 
характеризующими почечную функцию (уро-
вень креатинина сыворотки крови, мочевины 
сыворотки крови, скорость клубочковой филь-
трации (СКФ)), активность патологического 
процесса (С-реактивный белок (СРБ), скорость 
оседания эритроцитов (СОЭ), суточная протеи-
нурия). Полученные результаты представлены в 
таблице 3.

Выявлена прямая корреляционная связь 
между содержанием GzmB в сыворотке крови 
и уровнем СРБ, а также обратная связь с кон-
центрацией мочевины. Уровень исследуемого 
маркера в моче также показал корреляционную 

Таблица 2. – Сравнение содержания гранзима Б 
в сыворотке крови у обследованных
Table 2. – Comparison of granzyme B content in 
the blood serum of the examined patients

Биологи- 
ческая 
среда

Уровень статистической значимости различий, р

Группы
1 

группа
2 

группа
3 

группа
4 

группа

Сыворотка 
крови

2 группа 0,90

3 группа 0,014 0,019

4 группа <0,001 <0,001 0,12

5 группа <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Моча

2 группа 0,058

3 группа 0,080 0,76

4 группа 0,009 0,17 0,10

5 группа <0,001 <0,001 <0,001 <0,001

Рисунок 2. – Рассеяние уровня мочевины относительно 
гранзима Б в сыворотке крови и моче 

Figure 2. – Dispersion of urea levels relative to granzyme B in blood 
serum and urine

Визуальный анализ показывает, что при со-
держании GzmB в сыворотке крови меньше 2,6 

концентрация мочевины превы-
шает 6,4 ммоль/л, при уровне 
GzmB меньше 2,2 в моче зна-
чение мочевины превышает 6,0 
ммоль/л. 

Категоризация показате-
лей не привела к обнаружению 
статистически значимых свя-
зей, однако в ряде случаев до-
стигнутый уровень значимости 
оказался р<0,1, что позволяет 
говорить о тенденции GzmB  
к корреляции с основными мар-
керами почечного повреждения.  

Оригинальные исследования

Коэффициент Спирмана, ρ

Креатинин Мочевина СРБ СОЭ СКФ
Суточная 

протеинурия

Гранзим Б, 
сыворотка 
крови

0,0282 -0,2489 0,3173 0,0313 0,0052 0,0764

Гранзим Б, 
моча

0,3523 0,1335 0,0871 0,0138 -0,2776 0,1599

Таблица 3. – Корреляционный анализ связи гранзима Б, марке-
ров активности заболевания и почечной функции
Table 3. – Correlation analysis of the relationship of granzyme B, markers of 
disease activity and renal function

связь с показателями, отражающими почечную 
функцию – уровень креатинина сыворотки и 
СКФ. Из полученных данных следует, что моно-
тонной регрессионной зависимости между уров-
нем GzmB в исследуемых биологических средах 
и маркерами активности патологического про-
цесса, а также показателями, характеризующи-
ми функциональное состояние почек, нет. По-
этому для исследования характера возможной 
связи произведен визуальный анализ рассеяния 
показателей креатинина, мочевины, СРБ, СКФ, 
СОЭ, суточной протеинурии в зависимости от 
уровня GzmB в сыворотке крови и моче. Рассмо-
трим на примере связи концентрации мочевины 
в сыворотке крови и GzmB в обоех исследуемых 
средах (рис. 2).
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На основании полученных данных сделан вывод 
о том, что оценка содержания GzmB в сыворот-
ке крови и моче у пациентов с хроническими 
заболеваниями почек может быть применима 
в мультивариантных моделях мониторинга ак-
тивности патологического процесса, а также его 
прогрессирования.

Анализируя содержание GzmB в сыворотке 
крови, мы определили фактор риска хрониче-
ских заболеваний почек. Так, при уровне био-
маркера >0 отношение шансов (ОШ): 58,8 (95% 
ДИ 18,5-200). ROC-анализ показал диагности-
ческую точность 88,3% (95% ДИ 80,2-96,3%), 
чувствительность 85,7%, специфичность 90,8% 
(рис. 3).

Рисунок 3. – Определение риска возникновения заболева-
ния по содержанию гранзима Б в сыворотке крови 

Figure 3. – Determination of the risk of disease by the content of 
granzyme B in blood serum

Рисунок 4. – Определение риска возникновения заболева-
ния по содержанию гранзима Б в моче 

Figure 4. – Determination of the risk of disease by the content of 
granzyme B in urine

При уровне GzmB >0 в моче отношение шан-
сов 90,2 (95% ДИ 23,4-347), диагностическая 
точность 90,4% (95% ДИ 83,2-97,6%), чувстви-
тельность 89,3%, специфичность 91,5% (рис. 4).

При сравнении содержания AnnV в сыворот-
ке крови (N=136, р<0,23) и моче (N=138, р<0,20) 
у пациентов всех групп статистически значимых 
различий не получено. Корреляционных связей 
между концентрацией исследуемого маркера с 
характеристиками почечной функции (уровень 
креатинина сыворотки крови, мочевины сы-
воротки, СКФ) и активности патологического 

процесса (СРБ, СОЭ, суточная протеинурия) не 
обнаружено.

Заключение
Апоптоз играет значительную роль в раз-

витии разных форм хронических заболеваний 
почек. Связь маркера митохондриального пути 
апоптоза – гранзима Б и основных показателей, 
характеризующих почечные функции, свиде-
тельствует о вовлеченности программирован-
ной клеточной гибели в процесс нефросклероза. 
Определение уровня гранзима Б в сыворотке 
крови и моче может быть использовано в ди-
агностике хронических заболеваний почек у 
детей, в том числе для дифференциальной ди-
агностики гломерулярных и негломерулярных 
хронических заболеваний почек, а также гло-
мерулопатий между собой. Оценка содержания 
гранзима Б в сыворотке крови и моче у пациен-
тов с хроническими заболеваниями почек может 
быть применима в мультивариантных моделях 
мониторинга активности патологического про-
цесса, а также его прогрессирования.

Использование аннексина V, раннего маркера 
апоптоза, в качестве инструмента диагностики 
хронических заболеваний почек и мониторинга 
их прогрессирования на данном этапе исследо-
вания не представляется возможным. 
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Background. The results of the analysis of the content of apoptosis markers in the blood serum and urine of pediatric 
patients with chronic kidney diseases are presented. The prospects of using granzyme B and annexin V in the complex 
diagnosis of chronic nephropathies and assessment of their progression are discussed.

Objective. To analyze the prospects of determining granzyme B and annexin V levels in blood serum and urine of 
pediatric patients for the complex diagnosis of chronic kidney diseases.

Material and methods. We examined 100 children with chronic glomerulopathies. The comparison group included 
patients with chronic non-glomerular nephropathies. Quantitative determination of the level of apoptosis markers was 
performed by enzyme immunoassay.

Results. The concentration of granzyme B in blood serum (N=159, p<0.001) as well as in urine (N=158, p<0.001) 
significantly differed between all the studied groups. Comparison of the content of annexin V in serum (N=136, p<0.23) 
and urine (N=138, p<0.20) of patients from all groups showed no statistically significant differences. There were no 
correlations between the concentration of annexin V in blood serum and urine and the characteristics of renal functions 
(serum creatinine, serum urea, GFR) and the activity of the pathological process (CRP, ESR, daily proteinuria).
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Оригинальные исследования

Conclusions. Determining of granzyme B levels in blood serum and urine can be used in the diagnosis of chronic 
kidney diseases in children, including the differential diagnosis of glomerular and non-glomerular chronic kidney 
diseases, as well as glomerulopathies among themselves. The use of annexin V, an early marker of apoptosis, as a 
tool for diagnosing chronic kidney diseases and monitoring their progression is not possible at this stage of the study.
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