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I Streszczenie

Wprowadzenie i cel pracy: Metaloproteinazy (MMP), ich tkankowe inhibitory (TIMP), molekuty adhezyjne i biatka szoku
cieplnego (hsp) moga odgrywac zasadnicza role w procesie wtéknienia srodmigzszu nerek, ale dane dotyczace takich
zaleznosci w przewlektej chorobie nerek (PChN) sg skape. Celem pracy byta ocena stezen Hsp90a, sE-selektyny, MMP-2,
TIMP-1 i TIMP-2 u dzieci z PChN w okresie predializacyjnym oraz potencjalnych zwigzkéw pomiedzy tymi parametrami.

Materiat i metody: Badaniami objeto 39 dzieci z przewlekta choroba nerek w stadium 3-4. (PChN 1) i 26 pacjentow
w stadium 5. leczonych zachowawczo (PChN Il). Grupe kontrolng stanowito 30 dzieci z pierwotnym moczeniem nocnym
i prawidtowg funkcja nerek. U wszystkich badanych oznaczono surowicze stezenia Hsp90a., sE-selektyny, MMP-2, TIMP-1
i TIMP-2 z zastosowaniem metody ELISA.

Wyniki: Mediany stezen Hsp90a, sE-selektyny, MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 byty znamiennie podwyzszone w obu grupach
chorych w stosunku do grupy kontrolnej. Wartosci rosty wraz z progresjg PChN w przypadku sE-selektyny i MMP-2, pod-
czas gdy TIMP-1 i TIMP-2 pozostaty bez zmian, a stezenia Hsp90a. ulegty obnizeniu. Wykazano szereg korelacji pomiedzy
badanymi parametrami.

Whioski: Podwyzszone stezenia Hsp90a, sE-selektyny, MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 u dzieci z PChN przemawiajg za wzmozo-
nym uszkodzeniem komorek oraz nasileniem proceséw zapalnych i proteolitycznych, odpowiedzialnych za postepujace
widknienie migzszu nerek. Réznice w zachowaniu poszczegdlnych parametréw podczas progresji niewydolnosci nerek

wskazuja na dywersyfikacje zaangazowania poszczegdlnych sktadowych w zaleznosci od stadium PChN.

I Stowa kluczowe
Hsp90a, sE-selektyna, MMP-2, TIMP-1, TIMP-2

WSTEP

Obraz histopatologiczny zaawansowanych stadiow przewlekfej
choroby nerek jest niezalezny od pierwotnej przyczyny PChN
i obejmuje szkliwienie klebuszkéw nerkowych, zanik cewek
nerkowych oraz widknienie srodmigzszu. Niekwestionowang
role w tym procesie petni kumulacja macierzy zewnatrzko-
morkowej, bedaca wynikiem braku réwnowagi miedzy jej
produkeja a degradacja. Za powyzsze zaburzenia odpowia-
daja m.in. liczne proteazy, w tym metaloproteinazy macierzy
zewnatrzkomoérkowej (MMP) i ich inhibitory (TIMP) [1, 2].

Mechanizmem o zasadniczym znaczeniu dla powyzszych
procesdw jest przewlekly stan zapalny, generujacy wiok-
nienie, jako odpowiedZ na uszkodzenie komdrek w obrebie
miazszu nerkowego [3]. Aktywacji ulegaja monocyty, a wsku-
tek wzmozonej ekspresji molekul adhezyjnych wzrasta ich
mobilno$¢ i zdolnos¢ przylegania do srédblonkéw naczyn
[4]. Pobudzenie endothelium, ktérego wyznacznikiem jest
m.in. aktywno$¢ E-selektyny, utatwia diapedez¢ monocytéw
i ich kumulacje w miejscu zapalenia. Tam, pod wpltywem
substancji uwalnianych z uszkodzonych komorek, podlegaja
one rdznicowaniu in situ w makrofagi, ktore promuja dalszy
postep destrukcji tkanek [5].

Kumulacja makrofagéw i wzrost aktywnosci uwalnianych
przez nie enzymoéw proteolitycznych stymuluja w pierwszej
fazie eliminacje uszkodzonych komérek, zapobiegajac nad-
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miernemu rozrostowi skladnikéw macierzy zewnatrzko-
morkowej [6]. Jednak, gdy dojdzie do zaburzenia réwnowagi
pomiedzy substancjami uszkadzajacymi a naprawczymi na
niekorzy$¢ tych ostatnich, rozpoczyna sie nieodwracalny
proces, ktdrego efektem jest zwioknienie migzszu i niewy-
dolnos¢ nerek.

Niekorzystny przebieg powyzszych proceséw sktania do
poszukiwan substancji mogacych zahamowa¢ progresje
wioknienia. Wstepne wyniki badan in vitro i eksperymentow
na zwierzetach wskazuja na mozliwo$¢ spowolnienia tego
procesu. Udowodniono to hamujac dzialanie wybranych
metaloproteinaz (MMP-2) i bialek szoku cieplnego (Hsp90)
[7, 8]. Brak jest jednak doniesier na temat roli tych czynnikéw
w procesie wioknienia srédmigzszu nerek u chorych z PChN,
zaréwno u dorostych, jak i u dzieci.

CEL PRACY

Celem pracy byla ocena surowiczych stezen Hsp90a, sE-se-
lektyny, MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 u dzieci z przewlekly
chorobg nerek w okresie predializacyjnym oraz ich wzajem-
nych korelacji i potencjalnego udzialu w procesie wldknienia
w przebiegu PChN.

MATERIAL | METODY

Badaniami objeto 95 pacjentdw. Ich charakterystyke przed-
stawiono w Tabeli 1.
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Tabela 1. Charakterystyka pacjentéw

Mediany (dolny — gérny kwartyl) analizowanych parametréw

Parametr

Gr. kontrolna PChN 1 PChNII
(n=30) (n=39) (n=26)
wiek [lata] 10.0 (5.5-15.5) 9.0 (4.5-14.5) 10.5(2.0-16.5)
pleé 16 dziewczat 18 dziewczat 10 dziewczat
14 chtopcéw 21 chtopcow 16 chtopcow
eGFR [ml/min]  101.0(97.0-110.0) 36.2 (24.3-41.3) 13.0(10.6-14.8)

Pierwsza grupe (PChN I) stanowito 39 dzieci z przewlekia
chorobg nerek w stadium 3-4. Wérdd przyczyn PChN wy-
rézniono: nefropatie refluksowg (16), przewlekle klebuszkowe
zapalenie nerek (12), przewlekle odmiedniczkowe zapalenie
nerek (5), torbielowatos$¢ nerek (4), zesp6t hemolityczno-
-mocznicowy (1) i wrodzony zesp6l nerczycowy (1).

Druga grupa (PChN II) obejmowata 26 pacjentéw z PChN
w stadium 5. Pierwotnymi przyczynami PChN bylty: nefro-
patia refluksowa (13), przewlekle kiebuszkowe zapalenie
nerek (9), pecherz neurogenny (3) i zesp6t hemolityczno-
-mocznicowy (1).

Grupe kontrolng stanowito 30 dzieci diagnozowanych
z powodu pierwotnego moczenia nocnego, z prawidlowa
funkcjg nerek. U zadnego z pacjentéw nie stwierdzono cech
infekeji, Zadne dziecko nie otrzymywato antybiotykéw ani
lekéw immunosupresyjnych.

Krew pobierano na czczo przy wykonywaniu rutyno-
wych badan kontrolnych. Po wykrzepnieciu w temperaturze
pokojowej (przez co najmniej 30 minut) wirowano mate-
riat (1000g przez 10 minut), a uzyskang surowice przecho-
wywano w temp. -20°C. Stezenia Hsp90a., sE-selektyny,
MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 zostaly oznaczone testem ELI-
SA przy uzyciu komercyjnych zestawéw (R&D Systems,
Stressgen). Wielko$¢ filtracji klebuszkowej (GFR - glome-
rular filtration rate) wyliczono wg zmodyfikowanego wzoru
Schwartza [9].

Analiza statystyczna

Dane dotyczace poszczegélnych parametréw podano w po-
staci mediany, dolnego i gérnego kwartyla. Analize staty-
styczng wykonano przy uzyciu testow nieparametrycznych
(Kruskalla-Wallisa, U Manna-Whitney’a) z wykorzystaniem
pakietu Statistica 10.0 (StatSoft). W badaniach korelacyjnych
wykorzystano wspolczynnik korelacji Pearsona. Za warto$¢
istotng statystycznie przyjeto p < 0,05.
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WYNIKI

Mediany stezen Hsp90a, sE-selektyny, MMP-2, TIMP-1
i TIMP-2 u pacjentéw z PChN w obu grupach byly istot-
nie wyzsze od obserwowanych w grupie dzieci zdrowych
(Ryc. 1-5). Wartosci sE-selektyny i MMP-2 u chorych
ze schytkowa niewydolno$cig nerek byly znaczaco wyz-
sze niz u pacjentéw z zaawansowang niewydolnoscig ne-
rek (Ryc. 2-3), stezenia TIMP-1 i TIMP-2 nie zmienily sie¢
(ryc.4-5). Wartosci Hsp90a. ulegly istotnemu obnizeniu wraz
z progresja PChN, chociaz pozostaty wyzsze od stwierdza-
nych w grupie kontrolnej (Ryc. 1).
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Rycina 2. Stezenia E-selektyny w surowicach pacjentéw z PChN i w grupie kon-
trolnej
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Rycina 3. Stezenia MMP-2 w surowicach pacjentéw z PChN i w grupie kontrolnej
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Rycina 1. Stezenia Hsp90 w surowicach pacjentéw z PChN i w grupie kontrolnej

Rycina 4. Stezenia TIMP-1 w surowicach pacjentéw z PChN i w grupie kontrolnej
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Rycina 5. Stezenia TIMP-2 w surowicach pacjentéw z PChN i w grupie kontrolnej

Wykazano istotne statystycznie korelacje pomiedzy
Hsp90a., sE-selektyna a badanymi metaloproteinazami
oraz GFR (tab. 2).

Tabela 2. Wspotczynniki korelacji r Pearsona miedzy badanymi parame-
trami u chorych z PChN na poziomie istotnosci < 0.05

Badane parametry ~ Hsp90aw sur  sE-selektyna  GFR (glomerular filtration rate)
r=-073 r=0.40
Hsp90a w sur. . p < 0.000001 p <0.001
sE-selektyna w sur r=-073 r=-037
4 " p<0.000001 - p <0.001
r=-048 r=0.50 r=-052
MMP-2 w sur. p<00001  p<0.0001 p < 0.0001
r=0.42 r=-0.43 r=0.09
TIMP-T wsur. p < 0.007 p < 0.001 p=058
r=0.54 r=-042 r=0.07
TIMP-2 wsur. p<00001  p<0001 p=067
OMOWIENIE

Przeprowadzone badania wykazaly zmiennos$¢ stezen
Hsp90a., sE-selektyny, MMP-2, TIMP-1 i TIMP-2 u dzieci
w réznych stadiach przewleklej choroby nerek oraz istnienie
korelacji pomiedzy badanymi parametrami, wskazujacych
na role tych parametréw w procesie wiéknienia.

W grupie dzieci z PChN stezenia MMP-2 byly znacza-
co wyzsze niz w grupie kontrolnej, rosty wraz z progresja
niewydolnosci nerek i korelowaty ujemnie z GFR. Wyniki
te s3 zgodne z wczesniejszymi obserwacjami dotyczacymi
podwyzszonych stezen enzymu u chorych z PChN [10].
W badaniach na zwierzetach udowodniono profibrotyczne
dziatanie MMP-2 [2]. Wzrost stezenn mogtby wiec by¢ wy-
znacznikiem nasilajacego sie wldknienia w zaawansowanych
stadiach PChN. Jednak zastanawiajace jest utrzymywanie
sie wysokich wartosci MMP-2 nawet w schytkowej niewy-
dolnosci nerek, kiedy proces widknienia jest juz praktycz-
nie zakonczony. Wyttumaczeniem takiego stanu rzeczy
moze by¢ zaleznos¢ efektu dzialania MMP-2 od stopnia
zaawansowania zmian w nerce. W badaniach na zwierze-
tach wykazano, ze zahamowanie aktywnoséci enzymu na
etapie wczesnych zmian fibrotycznych w przeszczepionej
nerce skutkowalo ich wycofaniem, ale interwencja w poz-
nym okresie powodowata paradoksalne nasilenie wiéknienia
[11]. Jest to prawdopodobnie uwarunkowane bezposrednim

wplywem, jaki MMP-2 wywiera na makrofagi, zwi¢ckszajac
ich infiltracje w $rodmiazszu nerkowym [12]. Poczatkowo
zapobiega ona wldknieniu, poniewaz elementy macierzy
podlegaja fagocytozie, ale w miare nasilania kumulacji pro-
duktéw przemiany fibrynogenu ten mechanizm obronny
staje sie nieskuteczny. Nalezy jednak podkresli¢, ze wszystkie
modele zwierzece uwzgledniajg progresje widknienia w per-
spektywie dniitygodni, wiec poréwnanie wczesnej i péznej
fazy w tych eksperymentach z wieloletnig progresja PChN
nie daje jednoznacznej odpowiedzi na pytanie o role MMP-2
w tak dlugim przedziale czasowym.

Odmiennie zachowywaly si¢ inhibitory metaloproteinaz,
TIMP-1 i TIMP-2, ktérych stezenia byly w obu grupach
PChN podwyzszone w stosunku do grupy kontrolnej, ale nie
wykazywaly réznic pomiedzy zaawansowana i schytkowa
niewydolnos$cia nerek. Udowodniono, ze TIMP-1 i TIMP-
2 sprzyjaja wléknieniu [1], co sugerowaloby sprzeczno$¢
dziatan, bo enzym i jego inhibitor wywieraltyby taki sam,
profibrotyczny, wptyw na §rédmiazsz nerek. Jednak, podob-
nie jak w przypadku MMP-2, aktywnos¢ inhibitoréw wydaje
sie pozostawaé w $cistym zwigzku z progresja niewydol-
nosci nerek. Stezenia TIMP-1 w przebiegu PChN zaczynaja
narasta¢ dopiero w jej zaawansowanych stadiach, sa wiec
prawdopodobnie odpowiedzig na wzmozong aktywnos¢
metaloproteinaz [10]. W przypadku progresji wldknienia,
osiggniecie przez TIMP-11TIMP-2 fazy plateau w schytkowej
niewydolno$ci nerek oznaczaloby dostosowanie do mniejszej
efektywnosci MMP-2 — wzrost ostabiatby dodatkowo wptyw,
i tak juz nieskutecznej, MMP-2.

Stezenia sE-selektyny u dzieci z PChN wzrastaty propor-
cjonalnie do pogarszajacej si¢ wydolnosci nerek i korelowaty
ujemnie z GFR, analogicznie do MMP-2. Ta zbiezno$¢ moze
wynikac z faktu, ze sE-selektyna jest wyznacznikiem pobu-
dzenia $rédblonka i jego zwiekszonej przepuszczalnoéci dla
monocytoéw, podlegajacych diapedezie, migracji w kierunku
ognisk zapalnych i przemianie w makrofagi. Zwigkszone ste-
zenia moglyby wiec by¢ wskaznikiem nasilonej aktywnosci
komorek zapalnych, a tym samym mechanizméw obronnych
zapobiegajacych widknieniu. Te teorie potwierdzatoby istnie-
nie dodatniej korelacji migdzy MMP-2 a sE-selektyng. Jednak
wobec braku innych doniesien na temat roli tej czasteczki
adhezyjnej w procesie wtoknienia, konieczna jest weryfika-
cja tej hipotezy na podstawie badan przeprowadzonych na
wiekszej grupie pacjentéw. Nie mozna réwniez wykluczy¢
znaczacego udzialu kumulacji czasteczki, na ktory wskazuje
ujemna korelacja z GFR.

Jedynym wyjatkiem posréd badanych parametréw okazato
sie Hsp90a., ktorego stezenia, chociaz wyzsze w populacji
PChN niz w grupie kontrolnej, malaly wraz z progresja
choroby. Biatka szoku cieplnego stanowig wazny element
nieswoistej odpowiedzi immunologicznej [13]. Sa uwalniane
pod wplywem stresu z uszkodzonych komoérek do przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, gdzie wiazg sie ze swoistymi recep-
torami na powierzchni komérek prezentujacych antygen
(antigen presenting cells — APC). Stymuluja te komoérki do
produkeji cytokin i nasilajg ekspresje czasteczek adhezyjnych
(m.in. E-selektyny) na komoérkach $rodbtonka [14]. Hsp na-
leza takze do kategorii wzorcow molekularnych zwigzanych
z uszkodzeniem (DAMP - damage-associated molecular
pattern) i moga pelni¢ role sygnatéw ostrzegawczych (ang.
danger signals), informujacych o dokonanym uszkodzeniu
tkanek [15]. Dlatego wydaja sie idealnymi kandydatami do
oceny stopnia nasilenia uszkodzenia komdrek, do ktérego



44

Medycyna Ogdlna i Nauki o Zdrowiu, 2013, Tom 19, Nr 1

Kinga Musiat, Danuta Zwolinska. Wskazniki wtéknienia nerek u leczonych zachowawczo dzieci z przewlekta chorobg nerek

dochodzi podczas widknienia tkanek. Niedawno odkryto
w badaniach in vitro, ze hamowanie aktywnosci Hsp90a
zmniejsza nasilenie wiéknienia w przebiegu PChN [8]. To
potencjalnie profibrotyczne dziatanie Hsp90a znalazlo od-
zwierciedlenie w prezentowanych wynikach. Jednoczesnie
obnizenie stezen Hsp90a w schytkowej niewydolnosci nerek
potwierdzaloby mniejsze nasilenie stanu zapalnego i uszko-
dzenia komoérek na rzecz nieodwracalnej kumulacji macierzy
zewnatrzkomdrkowej. Dodatkowym argumentem przema-
wiajacym za przydatnoscig Hsp90a jako markera aktywnosci
procesu widknienia jest obecno$¢ istotnych statystycznie
korelacji z sE-selektyng i MMP-2.

WNIOSKI

Podwyzszone stezenia Hsp90a, sE-selektyny, MMP-2,
TIMP-1 i TIMP-2 u dzieci z przewlekla chorobg nerek sg
wyrazem wzmozonego uszkodzenia komorek oraz nasilenia
procesow zapalnych i proteolitycznych, odpowiedzialnych za
postepujace wioknienie w obrebie migzszu nerek.

Réznice w zachowaniu poszczegdlnych parametréw pod-
czas progresji niewydolnosci nerek wskazuja na dywersyfika-
cje zaangazowania poszczegolnych sktadowych w zaleznosci
od stadium PChN.

Obecnosé¢ korelacji pomigdzy badanymi markerami §wiad-
czy o ztozonoéci procesu widknienia i mnogosci czynnikéow,

majacych wplyw na jego przebieg.
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Indicators of renal fibrosis in children receiving
conservative treatment for chronic kidney disease

I Abstract

Background and Objective. Matrix metalloproteinases (MMPs), their tissue inhibitors (TIMPs), adhesion molecules and
heat shock proteins (hsp) may play an essential role in the process of renal fibrosis, but the data concerning such influence
in the patients with chronic kidney disease (CKD) on conservative treatment are scarce. The objective of the study was to
assess the concentrations of Hsp90a., sE-selectin, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 in the predialysis CKD children and potential
relations between these parameters.

Material and methods. 65 children were enrolled in the study and divided into those with CKD stage 3-4 (CKD I) and CKD
stage 5 (CKD Il). 30 age-matched subjects with primary nocturnal enuresis and normal kidney function served as controls.
The serum concentrations of Hsp90a., sE-selectin, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 were assessed by ELISA.

Results. The median values of Hsp90a, sE-selectin, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 were significantly elevated in CKD patients vs.
controls. The concentrations kept growing together with the progressing renal failure in the case of sE-selectin and MMP-2,
remained unchanged in the case og TIMP-1 and TIMP-2, whereas diminished in the case of Hsp90a. Several correlations
between examined parameters were noticed.

Conclusions. The increased concentrations of Hsp90a, sE-selectin, MMP-2, TIMP-1 and TIMP-2 indicate the enhanced cell
damage, aggravation of inflammatory and proteolytic processes, responsible for progression of interstitial renal fibrosis in
CKD children. Differences in behaviour of selected parameters in the course of renal failure progression suggest the diversity
of their engagement in various stages of CKD.
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