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Захворювання органів сечовидільної системи являють собою актуальну проблему сучасної педіатрії. За останні 5 років частота захворювань сечовидільної системи збільшилась в 2 рази. Розповсюдженість їх в Харківській області за останні роки зберігається на стабільно високому рівні - майже 87 на 1000 дитячого населення, що значно перевищує загальноукраїнський  показник. Паралельно з цим і зростає кількість дітей хворих на  хронічну ниркову недостатність [1]. 

Виходом хронічного захворювання нирок (ХЗН) є хронічна ниркова недостатність (ХНН), що відноситься до найбільш тяжких патологічних станів,  оскільки потребує проведення дуже дороговартісних методів активної замісної терапії. Тому, вдосконалення профілактичних і лікувальних заходів, спрямованих на попередження виникнення та прогресування ниркової недостатності - одна з найважливіших проблем клінічної нефрології. До факторів ризику розвитку та прогресування ХЗН відносять метаболічні порушення у вигляді сольових включень, в основі яких лежить порушення окислювально-відновлювальних процесів, обміну речовин та дисфункція внутрішньоклітинних ферментативних систем [ 2, 3]. 

Довготривала салурія викликає відкладення кристалів в нирковій тканині з подальшим розвитком інтерстиціального нефриту, або розвитком дизметаболічної нефропатії та сечокам’яної хвороби в подальшому зі вторинним ускладненням у вигляді пієлонефриту та порушення уродинаміки [4, 5].  


Для раннього виявлення порушення структурно-функціональних елементів нефрона, оцінки ступеню його порушення та уточненням локалізації патологічного процесу в сучасній медицині використовуються різноманітні біохімічні методи. Визначення ферментів у плазмі крові набуло досить широкого практичного застосування при аутоіммунних захворюваннях нирок – гломерулонефритах, а також у деяких розділах медицини (гастроентерологія, кардіологія, пульмонологія), де доведена типоспецифічність виявлених ферментативних порушень при окремих нозологічних формах [6, 7]. При наявності  патологічного процесу в нирках відбувається пошкодження канальців та клубочків нирок, порушення цілісності клітинної мембрани  і підвищення її  проникненності з подальшим руйнуванням самої клітини та виходом ферментів із клітин в сечу. Визначення рівню ферментів у сечі дає змогу не тільки діагностувати наявність патологічного процесу в нирках, а і визначити топіку ураження нефрона [7, 8, 9]. Ферменти, які потрапили до сечі, мають різну внутрішньоклітинну локалізацію в канальцях, а саме, мембранну, цитоплазматичну, мітохондріальну. Тому за їх рівнем можливо визначити не тільки топіку, але і глибину тубулярного пошкодження [10, 11].  Діагностичними орієнтирами ниркової мітохондріальної дисфункції насамперед виступає порушення діяльності проксимальних та дистальних звитих канальців, що безумовно важливо для ранньої діагностики функціональних розладів при дизметаболічних нефропатіях [2]. 

Недостатня кількість наукової інформації щодо ферментативного складу сечі при хронічних захворюваннях нирок в педіатричній практиці стала передумовою до виконання цього дослідження.  


Мета оцінити стан внутрішньоклітинних ферментативних систем  у дітей при хронічному захворюванні нирок та наявності сольових включень в нирках у дітей.


Матеріали та методи:  Обстежено 25 дітей віком від 8 до 17 років з ХЗН І-стадії.  В залежності від нозологічної форми, що лежить в основі ХЗН, були створені групи: І група (n=12) - діти з вторинним обструктивним хронічним пієлонефритом в стадії ремісії, ІІ група (n=13) - діти з дизметаболічною нефропатією (ДМН) ускладненою ініціальною фазою сечокам’яної хвороби. ІІІ групу порівняння склали 8 практично здорових дітей  віком від 9 до 13 років без ознак ураження нирок. Всі діти обстежені згідно протоколів діагностики та лікування дітей за спеціальністю «Дитяча нефрологія» [12]. Крім загальноприйнятих клініко-лабораторних досліджень додатково визначали рівень малонового діальдегіду (МДА) та  антитіл до фосфоліпідів (АтФл) в сироватці крові кінетичним-спектрофотометричним методом з використанням реагентів DAC-SpectroMed S.R.L. МД-2025 (Молдова). В добовій сечі визначали рівень лужної фосфатази (ЛФ) та кислої фосфатази (КФ) біохімічними-кінетичними методами з використанням реагентів фірми «Ольвекс Диагностикум» (Росія).
Статистичний аналіз даних проводили за допомогою статистичного пакета програми «Statistica 7.0». Перевірка розподілу на відповідність закону Гаусса виконувалася за допомогою одного з критеріїв: Шапіро-Вілка або χ2 Пірсона. В залежності від обраної статистичної моделі, застосовували як параметричні, так і непараметричні методи для перевірки висунутих в роботі гіпотез. В якості характеристики групи для ознак з нормальним розподілом визначали середнє арифметичне значення (М), його статистичну похибку (m). Для вибірок з  розподілом відмінним від нормального визначали медіану (Me) і  інтерквартальний  розмах (Lq – нижній квартіль; Uq – верхній квартіль). Для порівняння двох середніх арифметичних використовували  двобічний критерій Ст’юдента (t), для порівняння дисперсій – критерій Фішера (F), для порівняння двох виборок - непараметричний U-критерій Манна-Уітні (MW). Оцінку зв’язку між рядами показників визначали за допомогою методів рангової кореляції Спірмана (R). Результати вважалися статистично значущими при  p < 0,05. Робота була виконана згідно з етичними принципами медичного дослідження, що проводиться  на людях, які були прийняті Хельсінською декларацією.
Результати та їх обговорення  
Вікова характеристика обстежених хворих та їх розподіл за статтю представлено в таблиці 1. 











     Таблиця 1

Вікова характеристика і розподіл за статтю обстежуваних пацієнтів
	Група обстежених
	Вік, роки

(М±m)
	Стать  абс. (%)

	
	
	Чоловіча
	p
	Жіноча
	p

	І група

(n=12)
	12,57±0,99
	5 (41,67)
	P1-2>0,05;
P1-3>0,05;

P2-3>0,05;


	7 (58,33)
	P1-2>0,05;

P1-3>0,05;

P2-3>0,05;



	ІІ група

(n=13)
	12,64±0,75
	6 (46,15)
	
	7 (53,84)
	

	ІІІ група
(n=8)
	11,17±0,54
	3 (37,5)
	
	5 (62,5)
	


Різниці за віковими показниками а ні за середніми арифметичними     (t1-2=0,05, p>0,05; t1-3=1,18, p>0,05; t2-3=1,33, p>0,05), а ні за дисперсіями           ( F1=1,11, p>0,05; F2=3,54, p>0,05; F3=3,94, p>0,05) не встановлено. Також не було знайдено групових відмінностей за статтю (див.табл.1). Середня тривалість захворювання нирок у дітей І групи складала 3,86±1,10 роки, у дітей ІІ групи 2,91±0,87 роки, що також не відрізняло обрані групи ні за середніми арифметичними (t=0,68, p>0,05), а ні за дисперсіями (F=1,022, p>0,05). Таким чином, обрані групи відносилися до однорідних. 
Результати отриманих додаткових лабораторних досліджень з визначенням медіани та інтерквартального розмаху наведені в таблиці 2.  




Таблиця 2
Статистичні характеристики активності внутрішньоклітинних ферментів в сироватці крові та сечі у обстежених дітей
	Показники 
	І група (n=12)


	ІІ група (n=13)


	ІІІ група контролю
(n=8)
	p

	
	Me
	Lq
	Uq
	Me 
	Lq
	Uq
	Me
	Lq
	Uq
	

	Сироватка крові

	МДА мкмоль/л
	1,23
	1,02 
	1,43
	1,02
	0,71
	1,33
	3,55
	2,70
	4,20
	р1-3<0,05
р2-3<0,05

р1-2>0,05

	АтФл k=0,25
	0,32
	0,30
	0,46
	0,37
	0,19
	0,98
	0,14
	0,10
	0,20
	р1-3<0,05

р2-3<0,05

р1-2<0,05*

	Сеча

	КФ  МЕ/л
	1,072
	0,503
	1,230
	0,725
	0,640
	0,978
	1,266
	0,909
	1,767
	р1-3>0,05

р2-3>0,05

р1-2>0,05

	ЛФ  ЕД/л
	2,320
	1,868
	2,568
	3,597
	1,425
	7,120
	4,230
	3,319
	9,370
	р1-3>0,05

р2-3>0,05

р1-2>0,05


Примітка: Me – медіана; Lq – нижній квартіль; Uq – верхній квартіль;
p – рівень статистичної значущості;  n – кількість спостережень;  

* -  за критерієм  Вальда-Вольфовица

В результаті проведеного дослідження в обох групах хворих  встановлений однонаправлений характер змін, а саме статистично значуще підвищення АтФл (р<0,05) та зниження МДА (р<0,05). Вочевидь, це є проявом ураження як базальної мембрани, так і матриксу плазматичних мембран щіточної кайми епітеліальних канальцієвих клітин, і свідчить про найменшу ступінь пошкодження канальцієвого апарату нирок. Порівнюючи рівні АтФл між групами, зафіксовано вірогідне більше підвищення у дітей ІІ групи. Помірне збільшення у дітей з хронічним пієлонефритом є підтвердженням довготривалої ремісії запального процесу та проведення своєчасного адекватного лікування. Більш вірогідне збільшення цього показника у дітей з ДМН віддзеркалює латентний, але більш суттєвий вплив сольових включень на перебіг захворювання нирок.  Тому отримані результати у вигляді наявності патологічної ферментурії в сечі у дітей з ХЗН нами було розцінено як прояв значних уражень саме канальційового апарату нирок. Статистично значуще зниження рівня МДА у сироватці крові, імовірно, віддзеркалює активацію компенсаторних можливостей антиоксидантних систем, спрямованих на збереження структурної цілостності клітин, що співпадає з данними літератури [14, 15]. 

 
При визначенні в сечі КФ, як маркера стану мітохондріальної активності, ії рівень достовірно не відрізнявся (р>0,05) від результатів, отриманих в контрольній групі. На наш погляд, це є свідченням відсутності глибоких незворотніх змін в нирках з ураженням внутрішньоклітинних структур.  Рівень ЛФ, що відноситься до маркерів ураження матриксу плазматичних мембран щіточної кайми канальцієвого епітелію, також не був збільшеним, і не мав достовірної різниці (р>0,05) в порівнянні з контрольною групою, що узгоджується з данними літератури [16].
Додатково проведений аналіз кореляційних  зв'язків встановив позитивний кореляційний зв’язок між КФ та ЛФ (R = +0,43; р<0,05), та негативний - між АтФл та МДА (R = -0,45; р<0,05), що свідчить про наявність тенденції до пошкодження цілостності клітинної мембрани з паралельним  включенням компенсаторних можливостей спрямованих на збереження структурної цілостності клітин. 

Проведений внутрішньогруповий аналіз зафіксував наявність у дітей І групи позитивного кореляційного зв’язку між КФ та ЛФ (R = +0,75; р<0,05). У пацієнтів ІІ групи виявлено позитивний кореляційний зв'язок між АтФл та ЛФ (R = +0,6; р<0,024).

Враховуючи позитивний статистично значущій кореляційний зв'язок між рівнем АтФл та ЛФ серед обстежених дітей, та його патогенетичну обґрунтованість, нами було визначено рівняння регресії, що дасть змогу прогнозувати рівень ЛФ, як показника ступеню ураження канальців, за допомогою наявного рівня АтФл.    

У=1,87+(3,9*х)
де:    у = рівень ЛФ;   х = рівень АтФл.  


Використовуючи наведене рівняння, нами був розрахований імовірний рівень АтФл (х≥0,6), за умови наявності якого буде визначатися рівень ЛФ більше за норму (у≥4,2 ОД/л). Це дозволить констатувати порушення мембранної цілісності клітин щіточної кайомки дистальних ниркових канальців на основі більш доступних лабораторних тестів, що використовуються в клінічній практиці.

Висновки  


1. Хронічне захворювання нирок у дітей з хронічним пієлонефритом  та сольовими включеннями перебігає на тлі дисбалансу внутрішньоклітинних ферментів (антитіл до фосфоліпідів, малонового діальдегіду, лужної фосфатази, кислої фосфатази). 

2. Підвищений рівень антитіл до фосфоліпідів в сироватці крові в комплексі з підвищеним рівнем лужної фосфатази в сечі хворих на хронічне захворювання нирок свідчить про пошкодження канальцієвого апарату нирок, та є проявом ураження як базальної мембрани, так і матриксу плазматичних мембран саме проксимальних звитих канальців нирок. 


3. За рівнем антитіл до фосфоліпідів можна емпірично розрахувати рівень лужної фосфатази та прогнозувати початок ураження не тільки мембрани канальцієвого епітелію нирок, а й більш глибинних внутрішньо ниркових структур.


4. Зниження рівню малонового діальдегіду у сироватці крові у дітей з хронічним захворюванням нирок є наслідком активації компенсаторних можливостей антиоксидантних систем, спрямованих на збереження структурної цілісності клітини, у відповідь на підвищення рівня антитіл до фосфоліпідів. 


Перспективи подальших досліджень. Подальше дослідження  активності внутрішньоклітинних ниркових ферментів різного походження при прогресуванні ХЗН та на фоні  лікування допоможе спрямувати наступне вивчення по відношенню до нових підходів до діагностики та лікування різних стадій хронічного захворювання нирок та методів профілактики розвитку ХНН. 
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СТАН ВНУТРІШНЬОКЛІТИННИХ ФЕРМЕНТАТИВНИХ СИСТЕМ У ДІТЕЙ З ХРОНІЧНИМ ЗАХВОРЮВАННЯ НИРОК. 

Г.С.Сенаторова¹, І.С.Дриль¹, Н.І.Макєєва¹, Т.Ф.Колібаєва²

Харківський національний медичний університет¹
Обласна дитяча клінічна лікарня м. Харків²
Резюме. Проведена оцінка стану внутрішньоклітинних ферментативних систем  при хронічному захворюванні нирок у дітей. Досліджено рівень ферментів з різною внутрішньоклітинною локалізацією: малоновий діальдегід та антитіла до фосфоліпідів в сироватці крові, лужна фосфатаза, кисла фосфатаза в добовій сечі. Виявлений дисбаланс внутрішньоклітинних ферментів свідчить про пошкодження канальцієвого апарату нирок, та є проявом ураження як базальної мембрани, так і матриксу плазматичних мембран  проксимальних звитих канальців нирок. Запропоновано використовувати рівень внутрішньоклітнних ниркових ферментів для діагностики ранніх порушень функціонування нирок.   

Ключові слова: діти, хронічне захворювання нирок, малоновий діальдегід, антитіла до фосфоліпідів, лужна фосфатаза, кисла фосфатаза 
Состоянине внутриклеточных ферментативных систем у детей с хроническим заболеванием почек

А.С.Сенаторова¹, И.С.Дриль¹, Н.И.Макеева¹, Т.Ф.Колибаева²

Харьковский национальний медицинский университет¹
Обласная детская клиническая больница г. Харьков²
Резюме. Проведена оценка состояния внутриклеточных ферментативных систем при хрониском заболевании почек у детей. Изучен уровень ферментов с различной внутриклеточной локализацией: малоновый диальдегид та антитела к фосфолипидам в сироватке крови, щелочная фосфатаза, кислая фосфатаза в суточной моче. Выявлен дисбаланс внутриклеточных ферментов свидетельствуют о повреждении канальциевого апарата почек, и является  проявленим поражения как базальной мембраны, так і матрикса плазматических мембран проксимальных извитых канальцев почек. Предложено использовать уровень внутриклкточных почечных ферментов для диагностики ранних нарушений функционирования почек.   

Ключевые слова: дети, хроническое заболевание почек, малоновий диальдегид, антитела к фосфолипидам, щелочная фосфатаза, кислая фосфатаза.
State intracellular enzymatic systems in children with chronic kidney disease.
G.S.Senatorova¹, I.S.Dryl¹, N.I.Makeieiva¹, T.F.Kolybaieva² 

Kharkiv National Medical University ¹ 
Regional Children’s Clinical Hospital, Kharkiv ² 
Summary. The assessment of intracellular enzyme systems in children with chronic kidney disease is carried out. The level of enzymes with different  sybcelullar location  (malonic dialdehid and antibodies to phospholipids in serum, alkaline phosphatase, acid phosphatase in daily urine) is investigated. The intracellular enzyme dysbalance is determined. It reflects tubular apparatus kidney damage and destruction of basal membranes of proximal renal tubules. It was proposed to use the level intracellular enzyme for diagnostics of early kidney functional disorders.   

Keywords: children, chronic kidney disease, malonic dialdehid, antibodies to phospholipids, alkaline phosphatase, acid phosphatase







