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Level of biomarkers of fibrogenesis and exchange of collagen in the urine of children with various variants of vesicoureteral reflux repair.
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Резюме. Везико-уретеральный рефлюкс (ВУР) приводит к формированию нефросклероза у 48% детей с дисплазией соединительной ткани. Цель. Определить клиническое значение уровней мочевой экскреции TGF-β1 и фракций оксипролина у детей с ВУР. Материалы и методы. Обследовано 69 детей в воздасте от 2 до 16 лет, с различными вариантами коррекции ВУР II-V степени, в периоде клинико-лабораторной ремиссии пиелонефрита. Результаты. Выявлено достоверно значимое повышение показателей экскреции TGF-β1 (р<0,0001), свободного (р<0,0000) и пептид-связанного (р<0,0000) оксипролина в моче всех детей с ВУР не зависимо от метода коррекции по сравнению с соответствующими показателями детей контрольной группы. Выводы. Уровни мочевой экскреции TGF-β и фракций оксипролина могут быть использованы в качестве маркеров развития нефросклероза у детей с ВУР. Ключевые слова: везико-уретеральный рефлюкс, нефросклероз, TGF-β1, оксипролин. 
Abstract. The vesicoureteral reflux (VUR) provokes development of nephrosclerosis in 48% of children with connective tissue dysplasia. The aim: assessment of clinical significance of TGF-β1 and oxyproline fractions urinary excretion in children suffering from VUR. Material and Methods. 69 patients from 2 to 16 years with various variants of VUR (II-V grade) repair in a period of clinical-laboratory remission of pyelonephritis were examined. Results. We have found a significantly higher TGF-β1 (р<0,0001), free oxyproline (р<0,0000) and peptid-binded oxyproline (р<0,0000) urinary excretion in children with VUR regardless of the method of repair in comparison with children of control group. Conclusions. Thus, urinary excretion of TGF-β1 and oxyproline fractions can be used as markers for the development of renal parenchyma scarring in children with VUR. Keywords: vesicoureteral reflux, renal scarring, TGF-β, oxyproline.
Введение: по данным разных авторов недифференцированная дисплазия соединительной ткани наблюдается у 20-70% детей в популяции [1, 2]. Установлено, что все дети с врожденной аномалией органов мочевыводящей системы имеют недифференцированный вариант дисплазии соединительной ткани, которая является основой для их формирования [3,4,5]. У 35% детей с дисплазией соединительной ткани диагностируется везико-уретеральный рефлюкс (ВУР), в то время как у детей без признаков дисплазии соединительной ткани лишь в 9,4% случаев [6]. Как известно, ВУР приводит к необратимому повреждению и рубцеванию почечной паренхимы с последующим развитием хронической почечной недостаточности уже в детском возрасте. По данным Международного комитета по изучению рефлюкса частота развития нефросклероза при ВУР среди детей европейской популяции составляет 48% [7]. В последнее время внимание клиницистов сосредоточено на проблеме поиска ранних маркеров повреждения почек у детей с ВУР [8,9,10,11]. Результаты проведенных клинических исследований свидетельствуют о высокой степени кореляции между соединительнотканной дисплазией и дисбалансом цитокинового профиля, влияющего на возникновение нарушений регуляции метаболизма коллагена [12]. Однако, данные по исследованию маркеров-предикторов фиброгенеза в моче детей с разной степеню ВУР на этапах его консервативного, эндоскопического и оперативного лечения малочисленны и противоречивы [13]. 
Цель исследования: определить клиническое значение уровня мочевой экскреции биологических маркеров фиброгенеза (TGF-β1) и показателей обмена коллагена у детей с хроническим пиелонефритом после консервативной, эндоскопической и оперативной коррекции ВУР для прогнозирования развития нефросклероза.

Материалы и методы: обследовано 69 детей в воздасте от 2 до 16 лет с II-V степенью ВУР после консервативной, эндоскопической и оперативной коррекции в периоде клинико-лабораторной ремисии пиелонефрита (более 3 месяцев после последнего эпизода обострения). Больные были распределены на три группы. В 1-ую группу (n=27) вошли пациенты с пиелонефритом и I-II степеню ВУР после или на этапе консервативного лечения ВУР, во 2-ю группу (n=18) - пациенты с пиелонефритом и III-IV степеню ВУР после эндоскопической коррекции ВУР, в 3-ю группу (n=5) - пациенты с пиелонефритом и V степенью ВУР после оперативного лечения. Контрольную группу составили 16 практически здоровых детей того же возраста без хронической патологи и без явних признаков острых заболеваний на протяжении последних 2 месяцев. Всем детям обследование, верификация диагноза пиелонефрит и его лечение проводились согласно стандартних протоколов. Степень ВУР определяли в зависимости от уровня заброса рентгеноконтрастного вещества из мочевого пузыря по мочеточнику, степени расширения мочеточника и собирательной системы почки. Дополнительно у детей в суточной моче методом иммуноферментного анализа определяли уровень экскреции TGF β1 с помощью наборов Platinum ELISA (Австрия), в соответствии с инструкциями производителя. Уровни свободного и пептид-связанного оксипролина в утренней моче исследовали по методу П.Н. Шараева (1996). Статистический анализ проводили с использованием StatSoft STATISTICA Version7 (Tulsa,OK). Для выборок с распределением, не подчиняющимся закону Гауса, определяли медиану (Ме) и межквартильный размах (Lq - нижний квартиль; Uq - верхний квартиль). Для сравнения двух выборок использовали непараметрический U-критерий Манна-Уитни (MW). Разницу между показателями, которые сравнивали, считали статистически значимыми при р<0,05. При сравнении показателей групп с единым контролем статистически значимой разницу считали с учотом поправки Бонфирони при рʹ= р/n-1, где n - количество групп. Запланированное клиническое исследование было одобрено комитетом по медицинской этике Харьковского национального медицинского университета и проводилось в соответствии с руководящими принципами Хельсинской дикларации. Все участники и/или их родители дали письменное информированное согласие на участие.
Результаты и обсуждение: анализ полученных результатов выявил статистически достоверное повышение показателей экскреции TGF-β1 в моче всех больных с ВУР в сравнении с соответствующими показателями детей контрольной группы (рк-1=0,000028, рк-2=0,00069 и рк-3=0,0168), не зависимо от степени рефлюкса и выбранного метода коррекции ВУР, что отражает роль профиброгенного медиатора TGF-β1 в развитии склеротического процесса в тубулоинтерстициальной ткани почек при различных методах коррекции ВУР (табл.1). Однако достоверно статистически значимых межгрупповых различий показателей мочевой экскреции TGF-β1 у пациентов исследуемых групп виявлено не было (р1-2=0,094, р1-3=0,1573 и р2-3=0,0168). Установлено, что процессы склерозирования почечной паренхимы заключаются в развитии фиброза с образованием рубца, а коллаген является основным компонентом экстрацеллюлярного матрикса соединительной ткани. При хроническом воспалении в тубулоинтерстициальной ткани почек у больных с ВУР под воздействием воспалительных и фиброзирующих цитокинов происходит стимуляция синтеза коллагена с постепенным склерозированием паренхимы почек. Маркером усиленного синтеза коллагена служит повышение свободной и пептид - связанной фракции оксипролина в моче [14]. В проведенном исследовании у всех детей с ВУР на разных этапах консервативного лечения, после проведенной эндоскопической или оперативной коррекции ВУР, показатели мочевой экскреции свободного (рк-1=0,000000, рк-2=0,000002 и рк-3=0,000950) и пептид-связанного (рк-1=0,000000, рк-2=0,000006 и рк-3=0,004966) оксипролина были достоверно выше в сравнении с показателями детей контрольной группы (Табл.1). Однако достоверно статистически значимых различий показателей экскреции свободного и пептидо-связанного оксипролина в моче детей исследуемых групп виявлено не было (р1-2=0,3191, р1-3=0,4517 и р2-3=0,2635) и (р1-2=0,2761, р1-3=0,8558 и р2-3=0,7093) соответственно. Зафиксированное повышение уровней мочевой экскреции фракций оксипролина у детей с ВУР, вероятно свидетельствует о нарушении метаболизма соединительной ткани с формированием фиброза в паренхиме почек. После проведения множественного сравнения показателей биологических маркеров фиброгенеза установлено, что критерий Краскла-Уоллиса (Н) был статистически высоко значимый, как при исследовании показателей экскреции с мочой TGF-β1 (Н = 21,39 р<0,0001), так и показателей мочевой экскреции свободного (Н = 35,68 р<0,0000) и пептидо-связанного оксипролина (Н = 32,12 р<0,0000). Это дает основание утверждать, что статистические характеристики соответствующих показателей разных групп значимо отличаються между собой, а уровень лабораторных показателей, которые исследовались, зависят только от наличия ВУР и не зависят от выбранного метода его коррекции.
Установлена положительная корреляционная связь между уровнями TGF-β1 и исследуемых фракций оксипролина (r = + 0,44, р = 0, 00027), что подтверждает однонаправленность изменений показателей изучаемых при формировании нефросклероза у детей с ВУР.
Таблица 1.
Статистические характеристики показателей мочевой экскреции TGF-β1, свободного, пептидо- и белковосвязанного оксипролина у детей с ВУР,
Me ( Lq;Uq).
	Показатель мочевой экскреции
	Дети с ВУР
	Группа     контроля
(n=16)

	
	1-ая группа

(n=27)
	2-я группа
(n=18)
	3-я группа
(n=5)
	

	TGF-β1,

пг/мл
	78,15ᵏ

(36,73; 157,70)
	68,80ᵏ

(27,10; 87,50)
	30,75ᵏ

(29,10; 40,50)
	14,00

(3,10; 29,15)

	оксипролин пептидно-связанный,

мкг/мл
	6,03ᵏ

(5,03; 6,89)
	5,66ᵏ

(4,72; 6,41)
	6,77ᵏ

(4,11; 7,01)
	3,01

(2,88; 3,13)

	оксипролин белково-связанный,

мкг/мл
	0,18ᵏ

(1,14; 0,09)
	0,24ᵏ

(0,16; 0,11)
	0,17ᵏ

(0,14; 0,12)
	0,34

(0,27; 0,23)

	оксипролин свободный,

мкг/мл
	1,61ᵏ

(1,39; 1,74)
	1,54ᵏ

(1,29; 1,66)
	1,55ᵏ

(1,51; 1,79)
	1,10

(1,02; 1,15)


Примечание:
n- количество пациентов соответствующей группы, которым было проведено определение данного показателя; Ме - медиана, Lq - нижний квартиль, Uq – верхний квартиль. ᵏ - вероятное отличие от показателей группы контроля.

Выводы: повышение уровня мочевой экскреции TGF-β1 и фракций окспролина у детей с ВУР и хроническим пиелонефритом в стадии клинико-лабораторной ремиссии отражает развитие ремоделирования паренхимы почек, которое продолжается не зависимо от варианта коррекции ВУР, что позволяет объединить этих пациентов в группу риска развития нефросклероза. Таким образом, уровни экскреции с мочой биологических маркеров фиброгенеза и обмена коллагена могут бать использованы в качестве маркеров развития рубцевания почечной паренхимы у детей с ВУР. Это поможет своевременно предупредить развитие и корректировать нарушение функционального состояния почек, оценить эффективность проведенной терапии ВУР, определить тактику дальнейшего лечения и диспансерного наблюдения за больными с нарушением уродинамики и развитием рефлюкс-нефропатии.
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