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Streszczenie

Wprowadzenie. Chemokiny mogg odgrywac istotng role w patogenezie przewlektych ktebuszkowych zapalen ne-
rek (k.z.n.).

Cel pracy. Ocena stgzenia MCP-1 i RANTES w surowicy i w moczu dzieci z przewlektymi k.z.n. w odniesieniu
do klinicznego przebiegu choroby i rozpoznania histopatologicznego oraz préba oceny przydatnosci badanych
wskaznikéw w prognozowaniu progresji k.z.n.

Material i metody. Badaniami obj¢to 72 dzieci chorych na przewlekte k.z.n. w wieku 2—18 oraz 20 dzieci zdro-
wych odpowiednio dobranych pod wzgledem pici i wieku, stanowigcych grupe kontrolng. U 44 pacjentéw wyko-
nano biopsj¢ nerki. Stezenia badanych chemokin w surowicy krwi i moczu oznaczono metodg immunoenzyma-
tyczng (ELISA).

Wyniki. Stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze stgzenia MCP-1 i RANTES w moczu oraz wyzsze stezenie
RANTES w surowicy u dzieci chorych w poréwnaniu ze zdrowymi. Najwicksze stezenie RANTES w moczu wy-
stepowato u chorych z ogniskowym szkliwiejacym k.z.n. Wykazano dodatnig korelacj¢ miedzy RANTES i MCP-1
w moczu a biatkomoczem.

Whioski. Zwigkszone wydalanie z moczem chemokin MCP-1 i RANTES u chorych na przewlekte k.z.n. wskazu-
je na ich udzial w patomechanizmie choroby. Moze to mie¢ zwigzek ze zwigkszong rekrutacjg i aktywacjg leuko-
cytéw w procesie zapalnym w tkance cewkowo-Srédmigzszowej. Stezenia MCP-1 i RANTES w moczu mogg byé
przydatne do oceny progresji choroby (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 75-80).

Stowa kluczowe: chemokiny, MCP-1, RANTES, dzieci, przewlekle klebuszkowe zapalenie nerek.
Abstract

Background. Chemokines may play a major role in the pathogenesis of chronic glomerulonephritis (CHGN).
Objectives. The aim of the study was the evaluation of serum and urine MCP-1 and RANTES concentrations in
children with CHGN in the aspect of clinical course of disease and histopathological diagnosis; the evaluation of
usefulness of the examined parameters in prognosis of the CHGN progression.

Material and Methods. Into the study we included 72 children with CHGN aged 2 to 18 and 20 healthy age- and
sex-matched controls. Renal biopsy had been performed in 44 cases. The concentration of the chemokines was
evaluated in serum and urine with immunoenzymatic method (ELISA).

Results. A significantly higher urine MCP-1 and RANTES and higher serum RANTES in children with CHGN
comparing with the controls were noted. The highest urine RANTES concentrations were present in patients with
focal segmental CHGN. There was a positive correlation between urine RANTES, urine MCP-1 and proteinuria.
Conclusion. Increased urine MCP-1 and RANTES concentrations in patients with CHGN indicate their role in the
pathomechanism of the disease. This may suggest increased recruitment and activation of leucocytes in the inflam-
matory process in tubulointerstitial tissue. Urinary RANTES and MCP-1 may be useful in the evaluation of the dis-
ease progression (Adv Clin Exp Med 2005, 14, 1, 75-80).
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W patogenezie przewlektych ktgbuszkowych
zapalen nerek (k.z.n.) istotng rol¢ odgrywajg che-
mokiny — nadrodzina bialek o malej masie cza-
steczkowej (8—10 kD), o wlasciwosciach chemo-
taktycznych, decydujacych o rekrutacji i aktywa-
cji leukocytéw [1-3]. Do grupy chemokin C-C
nalezy MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1),
oddziatlujacy giéwnie na jednojadrzaste fagocyty
oraz RANTES (regulated upon activation in nor-
mal T cells expressed and secreted), wptywajacy
na limfocyty T [4, 5]. W nerkach sg one wytwa-
rzane przez wiele komoérek, gtéwnie nabtonka ce-
wek nerkowych oraz przez naptywajace monocy-
ty 1 makrofagi [6, 7]. MCP-1 indukuje aktywacje
i migracj¢e monocytéw/makrofagéw, granulocy-
téow zasadochtonnych, limfocytéw CD4 i1 ko-
morek NK. W nastepstwie ich aktywacji dochodzi
do wytwarzania cytokin, czynnikéw wzrostu, pro-
teaz 1 eikozanoidéw [2, 4, 8, 9]. W komorkach na-
btonka cewek nerkowych MCP-1 pobudza ponad-
to transkrypcje czynnika jagdrowego KB (NF-kB)
oraz aktywujacg proteing 1 (AP-1 — activating
protein-1), tj. czynniki transkrypcyjne, prowa-
dzgce m.in. do zwigkszenia wydzielania IL-6
i molekuty adhezyjnej ICAM-1 [3, 10]. MCP-1
przez zewnatrzkomoérkowsq kinazg (extracellular
signal-regulated kinase) indukuje proliferacje
komérek migsni gtadkich naczyn, przyczyniaja-
cych si¢ do progresji uszkodzenia nerek [7, 11].
RANTES silnie pobudza eozynofile i bazofile do
uwalniania mediatoréw zapalenia, wpltywa na
limfocyty T, zwiekszajac ekspresj¢ receptorow
dla IL-2 oraz stymulujgc je do syntezy cytokin
[2, 4, 12].

Uwalniane cytokiny i czynniki wzrostu nasila-
ja proliferacj¢ komoérek kigbuszka oraz wytwarza-
nie macierzy zewnatrzkomoérkowej z jednoczes-
nym uposledzeniem jej degradacji. Wskutek ich
dziatania dochodzi do zmian zapalnych cewkowo-
-$rédmigzszowych i wzrostu syntezy kolagenu, co
prowadzi do postepujacego widknienia nerek
[13-16].

W badaniach klinicznych dorostych pacjen-
tow z przewlektymi k.z.n., podobnie jak na eks-
perymentalnych modelach zwierzgcych, wykaza-
no istotny wzrost stezenia w moczu MCP-1
i RANTES, korelujacy z uszkodzeniem nerek
[17, 18]. Nie ma doniesieri analizujgcych udziat
omawianych chemokin w przewleklych k.z.n.
u dzieci.

Celem pracy byta ocena stgzenia MCP-1
1 RANTES w surowicy i moczu dzieci z przewlek-
tymi k.z.n. w odniesieniu do klinicznego przebie-
gu choroby i rozpoznania histopatologicznego
oraz préba oceny przydatnosci badanych wskazni-
kéw w prognozowaniu progresji k.z.n.

Material i metody

Badaniami obj¢to 72 dzieci chorych na prze-
wlekte k.z.n. (grupa I), w tym 34 dziewczynki i 38
chlopcéw w wieku 2—18 lat (Srednia 12 + 4 lata)
oraz 20 dzieci zdrowych (grupa II) odpowiednio
dobranych pod wzgledem pici i wieku, stanowig-
cych grupe kontrolng. Czas trwania choroby wy-
nosit od 6 miesiecy do 15 lat, Srednio 4 + 3,8 lat.
U 44 dzieci wykonano biopsje nerki, stwierdzajac
w badaniu histopatologicznym zmiany typowe
dla: submikroskopowego k.z.n. (16 oséb), ogni-
skowego szkliwiejacego (7 0sdb), rozplemowego
mezangialnego (11 oséb), mezangio-kapilarnego
(7 chorych), u 3 pacjentéw natomiast rozpoznano
nefropati¢ IgA. U pozostatych 28 dzieci na podsta-
wie klinicznego przebiegu choroby rozpoznano
idiopatyczne kigbuszkowe zapalenie nerek, opie-
rajac si¢ na obowigzujacych kryteriach. U wszyst-
kich badanych oznaczono stgzenie MCP-1
1 RANTES w surowicy i w moczu. U dzieci cho-
rych na k.z.n. badano ponadto: stezenie kreatyni-
ny, biatka catkowitego, albumin, cholestreolu
w surowicy, klirens kreatyniny endogennej, od-
czyn Biernackiego, miano dopelniacza, st¢zenie
biatka w porcji moczu po nocy w przeliczeniu na
kreatyning w moczu, erytrocyturi¢, a w zbidrce
dobowej moczu oznaczono biatkomocz. Uwzgle-
dniono wystgpowanie nadcisnienia tg¢tniczego,
stosowane dotychczas leczenie (steroidy, inne leki
immunosupresyjne: chlorambucyl, cyklofosfamid,
cyklosporyng A). U chorych na k.z.n. badania zo-
staty wykonane na poczatku hospitalizacji z powo-
du zaostrzenia procesu chorobowego.

Krew do oznaczen pobierano rano przez na-
ktucie zyty tokciowej podczas standardowo wyko-
nywanych badan diagnostycznych. Stezenie MCP-1
i RANTES w moczu oceniano w prébkach pobra-
nych po nocy. Oznaczenia wykonano metodg im-
munoenzymatyczng (ELISA) uzywajac standardo-
wych zestawéw firmy R&D Systems (USA). War-
tosci wyrazono: w surowicy MCP-1 w pg/ml,
RANTES w ng/ml, natomiast w moczu w przeli-
czeniu na kreatyning, odpowiednio w pg/mg krea-
tyniny i w ng/mg kreatyniny. Pozostale oznaczenia
w surowicy krwi i w moczu wykonano standardo-
wymi metodami laboratoryjnymi. Klirens kreaty-
niny endogennej wyliczono na podstawie ozna-
czen stezen kreatyniny w surowicy i zbidérce dobo-
wej moczu.

Wyniki podano w postaci Sredniej i odchylenia
standardowego (SD). W analizie statystycznej wy-
korzystano test #-Studenta, analiz¢ wariancji, test
poréwnan wielokrotnych Tukeya. Przeprowadzo-
no roéwniez analize¢ korelacji testem Pearsona. Za
warto$¢ istotng statystycznie przyjeto p < 0,05.
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Wyniki

Wyniki wybranych badafi laboratoryjnych
u chorych na przewlekle k.z.n. przedstawiono
w tabeli 1. Stezenie kreatyniny w surowicy bylo
prawidiowe. U 37 0s6b (51%) stwierdzono erytro-
cyturi¢, przy czym mierng (do 15 erytrocytéw
w polu widzenia) u 25, masywng (erytrocyty zale-
gajace pole widzenia) u 12 chorych. U 19 dzieci
(26%) stwierdzono nadcis$nienie tgtnicze. Miano

Tabela 1. Wyniki wybranych badain laboratoryjnych dzie-
ci chorych na przewlekte k.z.n.

Table 1. Results of selected laboratory tests in children
with chronic glomerulonephritis

Analizowany parametr Wartos¢ srednia

(Analysed parameter) + SD, zakres
(Mean + SD,
range)

Klirens kreatyniny endogennej 103.4 + 28,33

(Endogenous creatinine clearance) 47-188

ml/min/1,73 m?

Biatko catkowite w surowicy 61,8 +10,7

(Serum total protein) 37,0-80,0

g/l

Albuminy w surowicy 345+9,5

(Serum albumine) 16,2-52,0

g/dl

Cholesterol w surowicy 6,53 +3,0

(Serum cholesterol) 3,2-23,5

mmol/l

Biatko w moczu dobowym 2,49 + 4,02

(24-hour urinary protein) 0-31,5

g/l

Biatko w moczu/kreatynina w moczu 12,76 £ 19,79

(Urinary protein/urinary creatinine) 0-87,1

g/g

dopetniacza oznaczono u 43 chorych: Srednie ste-
zenie wynosito 58,23 + 12,1 IU/ml (zakres:
15-80 IU/ml). Obnizone stezenie dopeiniacza
< 60 IU/ml obserwowano u 22 dzieci. Odczyn
Biernackiego podwyzszony od 20/godzing do
50/godzing odnotowano u 29 pacjentéw, > 50/go-
dzing u 22. Leczenie immunosupresyjne zastoso-
wano u 55 chorych, przy czym u 30 jedynie stero-
idami, u 25 steroidami i innymi lekami immunosu-
presyjnymi (chlorambucyl, cyklofosfamid, cyklo-
sporyna A). Stezenia badanych chemokin w suro-
wicy i moczu przedstawiono w tabeli 2.
Stwierdzono istotnie statystycznie wyzsze ste-
zenia MCP-1 1 RANTES w moczu dzieci chorych
w poréwnaniu ze zdrowymi. Réwniez stezenie
RANTES w surowicy byto istotnie wyzsze w gru-
pie dzieci chorych na przewlekle k.z.n., natomiast
stezenie MCP-1 w surowicy nie réznito si¢ w ba-
danych grupach. Nie wykazano korelacji st¢zenia
badanych chemokin w surowicy ze stg¢zeniami
w moczu. Wykazano natomiast zwigzek stezenia
MCP-1 w moczu z biatkomoczem zaréwno dobo-
wym (r = 0,58, p < 0,05), jak i biatlkomoczem
w porcji moczu (r = 0,62, p < 0,05). Podobnie ste-
zenie RANTES w moczu dodatnio korelowato
z bialkomoczem dobowym (r = 0,68, p < 0,05),
a takze z biatkomoczem w przeliczeniu na kreaty-
ning (r = 0,52, p < 0,05). Wykazano ponadto ujem-
ng zaleznos¢ RANTES w moczu z mianem dopet-
niacza (t = —3,26, p < 0,03). Analizujac zwigzek
stezenia w moczu badanych chemokin z rodzajem
zmian histopatologicznych w bioptatach nerek,
wykazano istotnie wyzsze stezenie RANTES
w moczu dzieci z ogniskowym szkliwiejacym
k.zn. w pordwnaniu z pozostalymi typami
(F = 3,8, p < 0,03). Wartosci stezen RANTES
w moczu zaleznie od typu k.z.n. przedstawiono

Tabela 2. Stezenia MCP-1 i RANTES w surowicy i moczu (srednia + SD, zakres)

Table 2. MCP-1 and RANTES concentrations in serum and urine (mean + SD, range)

Grupa [ Grupa II Istotnos¢ réznic
(Group I) (Group II) (Significance
n=72 n =20 of difference)
MCP-1 w surowicy 216,60 = 49,53 | 219,90 = 62 ns.
(Serum MCP-1) 112,00-392,00 | 115,00-400,00
pg/ml
MCP-1 w moczu — pg/mg kreatyniny 798,25 +£263,45 | 142,84 + 29,68 |p < 0,0001
(Urinary MCP-1 — pg/mg creatinine) 386,80-1825,00 | 95,69-216,13
RANTES w surowicy 38,36 + 6,73 33,72 £2,96 p < 0,001
(Serum RANTES) 21,80-58,20 27,10-38,50
ng/ml
RANTES w moczu — ng/mg kreatyniny | 16,39 + 6,27 9,89 £0,62 |p<0,0001
(Urinary RANTES — ng/mg creatinine) 6,60-38,00 8,79-11,15

Grupa I — chorzy na przewlekte k.z.n., grupa II — kontrolna, ns. — r6znice nieistotne statystycznie.

Group I — patients with chronic glomerulonephritis, group II — control group, ns. — no significant.
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Tabela 3. Stgzenia RANTES w moczu zaleznie od typu
k.z.n.

Table 3. Urinary RANTES concentrations according to
type of glomerulonephritis

Typ k.z.n. RANTES w mo-

(Type of GN) czu — ng/mg krea-
tyniny
Srednia = SD
(Urinary RANTES
— ng/mg creatinine)
mean + SD

Submikroskopowe k.z.n. 16,19 + 5,4

(Minimal change disease)

Ogniskowe segmentalne szkli- 25,04 + 5,04*

wiejace k.z.n.

(Focal segmental glomerulo-

sclerosis)

Rozplemowe mezangialne k.z.n. 14,59 + 4,62

(Mesangioproliferative GN)

Mezangio-kapilarne k.z.n. 15,95 + 3,28

(Mesangiocapillary GN)

Nefropatia [gA 12,72 + 3.5

(IgA nephropathy)

*p <0,03.

w tabeli 3. Nie odnotowano istotnych zaleznosci
stezenia badanych chemokin w ptynach ustrojo-
wych z nastgpujacymi wskaznikami: kreatynina,
cholesterolem, stezeniem biatka catkowitego i albu-
min w surowicy, klirensem kreatyniny endogenne;j,
erytrocyturig, wysokoscig OB, wartosciami cisSnie-
nia tetniczego krwi, a takze czasem trwania choro-
by i rodzajem stosowanego leczenia.

Omowienie

Wyniki przeprowadzonych badan wskazujg na
istotnie zwigkszone wydalanie MCP-1 i RANTES
z moczem dzieci chorych na przewlekte k.z.n.
w poréwnaniu ze zdrowymi, co przemawia za
udzialem tych chemokin w patomechanizmie cho-
roby. Obserwacje te potwierdzajg badania innych
autoréw, w ktérych dodatkowo wykazano zwigk-
szong ekspresje tkankowg mRNA dla MCP-1
i RANTES [17, 19, 20]. W eksperymentalnym mo-
delu kiebuszkowego zapalenia nerek z pétksiezyca-
mi Lloyd et al. [19] stwierdzili wzrost limfocytéw
T i makrofagéw wewnatrz ktebuszkéw oraz w tkan-
ce srodmigzszowej w krétkim okresie po indukcji
k.z.n., ktéremu towarzyszylo wzmozenie ekspresji
mRNA dla MCP-1 i RANTES. Zablokowanie dzia-
fania powyzszych chemokin doprowadzito do istot-
nego zmniejszenia liczby naciekajacych limfocy-
tow 1 obnizenia biatkomoczu. Wykazano ponadto,

ze neutralizacja MCP-1 hamuje tworzenie p6tksig-
zycow i ztogéw kolagenu typu 1 w kiebuszkach, co
jest kolejnym dowodem na udziat tych chemokin
w rozwoju przewlektego k.z.n.

Badania wiasne wykazaly brak korelacji mie-
dzy stezeniami MCP-1 i RANTES w moczu a ich
stezeniami w surowicy, co jest zgodne ze spostrze-
zeniami innych autoréw i sugeruje nerkowe po-
chodzenie tych chemokin [8, 20, 21]. Uzyskane
dane wskazuja, ze zwigkszone wydalanie chemo-
kin z moczem moze by¢ nastgpstwem wzrostu
miejscowego wytwarzania w nerkach. Komorki
nabtonka cewek nerkowych sg uwazane za gléw-
ne 7zrédto MCP-1 i RANTES, co dodatkowo pod-
kresla udziat tych chemokin w progresji uszkodze-
nia nerek [2, 10, 22]. Istnieje bowiem scista kore-
lacja miedzy zmianami cewkowo-srodmigzszowy-
mi a postgpem niewydolnosci nerek [5, 16]. Boh-
le et al. wykazali, ze wielkos¢ naciekéw Srédmigz-
szowych, stopien atrofii cewek i widknienia sréd-
migzszowego sg istotnie zwigzane z zaburzeniem
funkcji nerek [14]. Za udzialem MCP-1 w proce-
sach widknienia srédmiazszowego przemawia
takze obserwacja Wolfa et al. [23], wskazujgca na
istnienie powigzan migdzy ekspresja nerkowg
MCP-1 a TGF-f3, cytokiny uwazanej za gtéwnego
regulatora syntezy kolagenu.

Z danych literaturowych wynika, ze stgzenie
w moczu MCP-1 i RANTES moze zaleze¢ od ty-
pu histopatologicznego k.z.n. Rovin et al. [20]
stwierdzili, ze pacjenci z zaawansowanymi zmia-
nami w kiebuszkach (szkliwienie, martwica, we-
wnatrzwlosniczkowa proliferacja) mieli znaczgco
wyzsze stezenia MCP-1 w moczu w poréwnaniu
z chorymi, u ktérych zmiany wykazywaty mniej-
szy stopiefi nasilenia. Yokoyama et al. [17] wyka-
zali, ze podwyzszone st¢zenie MCP-1 w moczu
u pacjentéw z nefropatig IgA korelowato dodatnio
z nerkowymi czynnikami progresji uszkodzenia,
takimi jak: mezangialna proliferacja, nacieki srod-
migzszowo-komérkowe z CD68+ makrofagdw.
Badania histochemiczne wykazaly natomiast nasi-
long ekspresje MCP-1 w komoérkach nabtonka ce-
wek nerkowych i komérkach naciekajgcych tkan-
ke Sr6édmiazszowg. Podobnych zaleznosci nie ob-
serwowali inni autorzy [18, 24]. W badaniach wias-
nych odnotowano jedynie istotnie statystycznie
wyzsze stezenie RANTES w moczu chorych
z ogniskowym szkliwiejacym k.z.n. w poréwnaniu
z innymi typami histopatologicznymi k.z.n. By¢
moze RANTES jest chemoking bardziej zwigzang
ze zmianami degeneracyjnymi anizeli MCP-1,
ktérego wzrost obserwuje si¢ gtdwnie w przewle-
ktym rozplemowym k.z.n. [18]. Na stezenie che-
mokin w ptynach ustrojowych moga mie¢ wptyw
dodatkowe, niebadane przez autoréw pracy czyn-
niki. Jednym z nich jest polimorfizm G/A w 5.
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bocznym regionie genu MCP, modulujacy ekspre-
sj¢ MCP-1 [25]. W badaniach nad toczniem ukta-
dowym wykazano wigksze wydalanie z moczem
tej chemokiny u pacjentéw homozygotycznych
AA w poréwnaniu z innymi genotypami [25].
Z pracy Kriigera et al. [26] wynika, ze genotyp
MCP-1-2518 (G/G) charakteryzuje si¢ zwigkszo-
nym wydzielaniem MCP-1 przez komoérki jedno-
jadrzaste, co moze powodowac skrécenie czasu
przezycia przeszczepu nerki w poréwnaniu z hete-
rozygotami (A/G) lub homozygotami (A/A).

W badaniach wtasnych wykazano dodatnig
korelacje stezenia MCP-1 i RANTES w moczu
z wielkoscig biatkomoczu. Podobne obserwacje
poczynili inni autorzy [15]. Ekspozycja cewek
nerkowych na biatka, przedostajgce si¢ w przebie-
gu przewlektych k.z.n. w zwigkszonej ilosci do
Swiatla cewek, powoduje m.in. zmiang ich fenoty-
pu oraz zwigkszong ekspresje chemokin, zalezng
od aktywacji NF-KB, na podstawnej czesci btony
komoérkowej [15, 27]. Biatkomocz odzwierciedla
aktywnos¢ procesu chorobowego i jest wskazni-
kiem jego cigzkosci [16]. Wykazana korelacja su-

PiSmiennictwo

geruje, ze stezenia MCP-1 i RANTES w moczu
mogg by¢ przydatne do oceny zaawansowania
procesu chorobowego i prognozowania jego dal-
szego przebiegu.

W niniejszej pracy nie wykazano zaleznosci
stezenia MCP-1 1 RANTRS w moczu z innymi kli-
nicznymi czynnikami ryzyka progresji uszkodze-
nia nerek. Nadcisnienie tetnicze odnotowano jedy-
nie u 26% chorych. Rola hipercholesterolemii po-
zostaje dyskusyjna. Ujemna korelacja miedzy
mianem dopelniacza w surowicy a RANTES
w moczu wskazuje na zaangazowanie uktadu do-
pelniacza w analizowanych procesach zapalnych
[4, 15, 28].

Podsumowujac, zwigkszone wydalanie z mo-
czem chemokin MCP-1 i RANTES u chorych na
przewlekte k.z.n. wskazuje na ich udziat w pato-
mechanizmie choroby. Moze to mie¢ zwigzek ze
zwigkszong rekrutacjg 1 aktywacja leukocytéw
w procesie zapalnym w tkance cewkowo-sréd-
migzszowej. Stezenia MCP-1 1 RANTES w moczu
mogg by¢ przydatne do oceny progresji choroby.
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