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АНОТАЦІЯ
Городецька А.І. Патоморфологічна характеристика імунокомплексних захворювань нирок при ко-інфекції ВІЛ\вірусного гепатиту С. - Кваліфікаційна наукова праця на правах рукопису.

Дисертація на здобуття наукового ступеня кандидата медичних наук за спеціальністю 14.03.02 «Патологічна анатомія». – Національний університет охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика, МОЗ України, Київ, 2023. – Харківський національний медичний університет МОЗ України, Харків, 2023.

Дисертація присвячена виявленню патоморфологічних критеріїв ураження гломерулярного та тубуло-інтерстиціального компонентів нирок при імунокомплексних захворювання нирок у пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\вірусний гепатит С.

Дисертаційне дослідження полягало у внутрішньогруповому та міжгруповому аналізі клінічних (генедерні, вікові, імунологічні та нозологічні дані) та патоморфологічних(гістологічні, гістохімічні та імуногістохімічні дані) характеристик обраних груп. 

Було виявлено, що при розподілі за віковим показником серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С, що не отримують антиретровірусну терапію (40,9±7,07 років), пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С, що отримують антиретровірусну терапію  та пацієнтів з ВІЛ, що отримують антиретровірусну терапію (середній вік - 37,9±6,2 років) різниця відсутня (р>0,05). Пацієнти з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепатит С незалежно від прийому терапії на відміну від пацієнтів з ВІЛ, що приймають терапію, були переважно чоловічої статі. Аналіз клінічних характеристик показав, що у пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ вірусний гепатит С, що не отримували терапії, та з моноінфекцією ВІЛ, що отримували терапію, переважала IV клінічна стадія ВІЛ-інфекції. Водночас дослідження розподілу рівня CD4 в периферичній крові продемонструвало переважання інтервального показника рівня CD4 50-300 клітин/мкл серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ вірусний гепатит С, що приймали терапію (9 випадків (45%)),  та пацієнтів з ВІЛ-інфекцією, що отримували терапію (6 випадків (40%)). 
При опрацюванні клінічних діагнозів встановлено, що у більшості випадків (50-66,7%) була відсутня інформація щодо ураження нирок у будь-якій рубриці діагнозу, зокрема в жодному випадку при встановленому діагнозі «Хронічний вірусний гепатит С у поєднанні з цирозом печінки».

Дослідженя морфологічних особливостей починалось з гломерулярного апарату нирок і було виявлено переважання наступних зміни серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\вірусний гепатит С, які приймали та не приймали антиретровірусну терапію, порівняно з пацієнтами з ВІЛ-інфекцією: сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони (пацієнти з конфекцією, що не приймали терапію, – 17 випадків (85,0%); пацієнти з конфекцією, що приймали терапію – 18 випадків (90%); пацієнти з моноінфекцією – 5 випадків (33,3%); χ2 0,00087; p<0,05); потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії") (пацієнти з конфекцією, що не приймали терапію, – 16 випадків (80,0%); пацієнти з конфекцією, що приймали терапію, – 18 випадків (90%); пацієнти з моноінфекцією – 7 випадків (46,6%); χ2 0,00823; p<0,05). Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель у пацієнтів з конфекцією, що не приймали терапію, було менш вираженим порівняно з іншими пацієнтами (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 11 випадків (55%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 17 випадків (85%); пацієнти з моноінфекцією – 12 випадків (80%); χ2 0,04809; p<0,05). У пацієнтів з ко-інфекцією, що отримували терапію, порівняно з пацієнтами з ко-інфекцією, що не отримували терапію, превалювали наступні характеристики: дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 1 випадок (5%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 9 випадків (45%); χ2 0,00440; p<0,05), нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочків (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 7 випадків (35,0%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 16 випадків (80%); χ2 0,00530; p<0,05), нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію – 11 випадків (55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 17 випадків (85%); χ2 0,04809; p<0,05).

Оцінка тубуло-інтерстиціального компоненту нирок не продемонструвала значимих відмінностей між частотою виявлення інтерстиціальних вогнищевих лімфогістіоцитарних інфільтратів (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 10 (50%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 7(46,6%), p>0,05), інтерстиціального фіброзу строми (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 13(65%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 9(60,0%), p=0,747), дегенеративних змін з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 7(35%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 2(13,3), p>0,05)  у пацієнтів з конфекцією незалежно від специфічної терапії та моноінфекцією. Водночас, частота виявлення кістозноподібної дилатації канальцевої системи не відрізнялася у пацієнтів з моноінфекцією (2(13,3%) порівняно з ко-інфекцією (пацієнти з ко-інфекуцією, що не приймали терапію - 7(35,0), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 1(5,0%), проте у останніх зазначена ознака зустрічалася частіше у випадках відсутності призначення специфічної терапії(р=0,04360).
Одним з завдань роботи було визначення ролі кожного окремого віруса у формуванні морфологічного субстрату при ко-інфекції ВІЛ/вірусний гепатит С. так було з’ясовано, що дія вірусного гепатиту С, як головного альтеративного фактору, проявлялася в ураженні мезангіума та базальних мембран капілярів (найнижчі показники у групі з моноінфекцією, p<0,05), а інші визначені морфологічні критерії є результатом дії ВІЛ або взаємопотенціюючої дії обох вірусів.



Під час аналізу клініко-морфологічних корреляцій виявлено зворотню клініко-патоморфологічну залежність компонентів морфологічного спектру імунокомплексного ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С від рівня CD4 у периферичній крові. При рівні CD4 < 300 клітин\мкл кількість виявлених морфологічних критеріїв зростала більше 6 (р=0,008). Морфологічний спектр залежав від рівня імуносупресії: при зростанні рівня CD4 від низьких цифр (<50 клітин\мкл) до помірних (< 300 клітин\мкл) спектр розширювався переважно за рахунок імуноопосередкованих активних\продуктивних змін. При глибокій та помірній імуносупресії розвивалися такі морфологічні критерії – колабування/спадіння капілярних петель, сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони, потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії"), склероз капілярних петель.



Отримані результати з використанням покритерійного опису при патогістологічному дослідженні нефробіоптатів нирок пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\вірусний гепатит С свідчать про доцільність його застосування для виявлення субнозологічних, доклінічних змін ниркових компонентів та прогнозування розвитку хронічної хвороби нирок. Ідентифікація імунокомплексної природи ураження нирок повинна передбачати включення патології нирок, як компоненту основного захворювання: ВІЛ-інфекції, ко-інфекції ВІЛ\ Вірусний гепатит С у відповідній рубриці, як вірус-асоційованого імунокомплексного ураження при формулюванні клінічного\патологоанатомічного діагнозів, патологогістологічного заключення.
Ключові слова: ВІЛ–інфекція; Вірусний гепатит С; хронічна  хвороба  нирок;  CD4+; ВІЛ–асоційована нефропатія; імунокомплексне ураження нирок, морфогенез.
ABSTRACT

Gorodetska A.I. Pathomorphological characteristics of immune-complex diseases of the kidneys in co-infection with HIV/viral hepatitis C. - Qualifying scientific work as a manuscript.

Doctoral (candidate of medical sciences) dissertation in the specialty 14.03.02 Pathological Anatomy (22 – Healthcare). –Shupyk National Healthcare University of Ukraine, Ministry of Health of Ukraine, Kyiv, 2023. – Kharkiv National Medical University, Ministry of Health of Ukraine, Kharkiv, 2023.

The dissertation is devoted to the identification of pathomorphological criteria for damage to the glomerular and tubulo-interstitial components of the kidneys in immune-complex kidney diseases in patients with HIV/hepatitis C co-infection.


The dissertation research consisted of intragroup and intergroup analysis of clinical (genetic, age-related, immunological and nosological data) and pathomorphological (histological, histochemical and immunohistochemical data) characteristics of the selected groups.

It was found that when dividing by age among patients with co-infection with HIV/hepatitis C who do not receive antiretroviral therapy (40.9±7.07 years), patients with co-infection with HIV/hepatitis C who receive antiretroviral therapy and HIV patients receiving antiretroviral therapy (average age - 37.9±6.2 years), there is no difference (p>0.05). Patients with co-infection with HIV/hepatitis C regardless of receiving therapy, in contrast to patients with HIV receiving therapy, were predominantly male. Analysis of clinical characteristics showed that patients with co-infection with HIV/Hepatitis C virus, who did not receive therapy, and with HIV mono-infection, who received therapy, predominated in the IV clinical stage of HIV infection. At the same time, the study of the distribution of the CD4 level in peripheral blood demonstrated the predominance of the interval indicator of the CD4 level of 50-300 cells/μl among patients with co-infection with HIV / viral hepatitis C who received therapy (9 cases (45%)) and patients with HIV infection, who received therapy (6 cases (40%)).
Processing of clinical diagnoses found, that in most cases (50-66.7%) there was no information about kidney damage in any rubric of the diagnosis, in particular, anyone case with the established diagnosis "Chronic viral hepatitis C in combination with liver cirrhosis".

The study of morphological features began with the glomerular component of the kidneys and revealed a predominance of the following changes among patients with HIV/hepatitis C co-infection who received and did not receive antiretroviral therapy compared to patients with HIV infection: segmental and/or diffuse mesangial proliferation with expansion of the mesangial zone (patients with confection who did not receive therapy – 17 cases (85.0%); patients with confection who received therapy – 18 cases (90%); patients with monoinfection – 5 cases (33.3%) ; χ2 0.00087; p<0.05); thickening of capillary walls (basal membranes, which were often pseudo-split with the formation of double-contour basement membranes - the "tram track" phenomenon) (patients with confection who did not receive therapy - 16 cases (80.0%); patients with confection who received therapy , – 18 cases (90%); patients with monoinfection – 7 cases (46.6%); χ2 0.00823; p<0.05). Irregular thickening, focal splitting of capillary loops in patients with infection who did not receive therapy was less pronounced compared to other patients (patients with co-infection who did not receive therapy - 11 cases (55%); patients with co-infection, receiving therapy - 17 cases (85%); patients with monoinfection - 12 cases (80%); χ2 0.04809; p<0.05). In patients with co-infection who received therapy, compared to patients with co-infection who did not receive therapy, the following characteristics prevailed: degeneration (vacuolization) of the cytoplasm of podocytes (patients with co-infection who did not receive therapy - 1 case ( 5%); patients with co-infection receiving therapy - 9 cases (45%); χ2 0.00440; p<0.05), uneven swelling and focal proliferation of glomerular endothelial cells (patients with co-infection, who did not receive therapy - 7 cases (35.0%); patients with co-infection who received therapy - 16 cases (80%); χ2 0.00530; p<0.05), uneven thickening, focal splitting capillary loops (patients with co-infection who did not receive therapy - 11 cases (55.0%), patients with co-infection who received therapy - 17 cases (85%); χ2 0.04809; p<0, 05).

Evaluation of the tubulointerstitial component of the kidneys did not show significant differences between the frequency of detection of interstitial focal lymphohistiocytic infiltrates (patients with co-infection who did not receive therapy - 11 (55.0%), patients with co-infection who received therapy - 10 (50). %), patients with mono-infection who received therapy - 7(46.6%), p>0.05), interstitial stromal fibrosis (patients with co-infection who did not receive therapy - 11(55.0%), patients with co-infection receiving therapy - 13 (65%), patients with mono-infection receiving therapy - 9 (60.0%), p=0.747), degenerative changes with foci of tubular epithelial atrophy with thickening and splitting of the tubular basement membrane . (patients with co-infection who did not take therapy - 11 (55.0%), patients with co-infection who took therapy - 7 (35%), patients with monoia who took therapy - 2 (13.3) , p>0.05) in the case of using the confection regardless of specific therapy and monotherapy. At the same time, the frequency of detection of cystic dilatation of the tubular system did not differ in monoinfection (2 (13.3%)) depending on co-infection (patients with co-infection who did not receive therapy - 7 (35.0), patients with co-infection , who received therapy - 1 (5.0%), however, the last mentioned sign occurred more often in the case of specific therapy (р=0.04360).

One of the tasks of the work was to determine the role of each individual virus in the formation of the morphological substrate in HIV/viral hepatitis C co-infection. It was established that the effect of viral hepatitis C, as the main alterative factor, manifested itself in damage to the mesangium and basal membranes of capillaries (the lowest indicators in the group with mono-infection , p<0.05), and other defined morphological criteria are the result of HIV action or mutually potentiating action. both viruses.

During the analysis of clinical and morphological correlations, an inverse clinical and pathomorphological dependence of the components of the morphological spectrum of immune complex kidney damage in patients with HIV/hepatitis C co-infection on the level of CD4 in peripheral blood was revealed. At a CD4 level < 300 cells/μl, the number of detected morphological criteria increased by more than 6 (p=0.008). The morphologic spectrum depended on the level of immunosuppression: as CD4 levels increased from low (<50 cells/μL) to moderate (<300 cells/μL), the spectrum expanded mainly due to immune-mediated active/productive changes. With deep and moderate immunosuppression, the following morphological criteria develop - collapse/decline of capillary loops, segmental and/or diffuse mesangial proliferation with expansion of the mesangial zone, thickening of capillary walls (basement membranes, which often underwent pseudo-cleavage with the formation of double-contour basement membranes - the "tram track" phenomenon ), sclerosis of capillary loops.

The results obtained with the using the criterial-based  description in the pathohistological study of nephrobiopsies of kidneys from patients with co-infection with HIV/Hepatitis C indicate the feasibility of its use for detecting subnosological, preclinical changes in renal components and predicting the development of chronic kidney disease. Identifications of the immune-complex nature of kidney damage should allow for inclusion of kidney pathology as a component of the main disease: HIV infection, co-infection of HIV\Virus hepatitis C in the appropriate section, as a virus-associated immune-complex lesion when formulating clinical\patho-anatomical diagnoses, patho-histological conclusions.

Key words: HIV infection; Viral hepatitis C; chronic kidney disease; CD4+; HIV-associated nephropathy; immune complex kidney damage, morphogenesis.
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ВСТУП

Актуальність теми

Інфекція, спричинена вірусом імунодефіциту людини (ВІЛ-інфекція), є однією з найбільших загальносвітових проблем, яка переважно вражає активну частку соціуму – людей молодого віку. Поширеність ВІЛ-інфекції в Україні становить 283,6 на 100 000 населення, а популяція людей, що живуть з ВІЛ-інфекцією та досягли кінцевої стадії – синдрому набутого імунодефіциту (СНІД), – понад 24 тисячі з показником 52,9 на 100 000 населення. Завдяки активним зусиллям учених країн світу вдалося досягти суттєвого подовження життя пацієнтів шляхом призначення антиретровірусної терапії (АРТ) [10].
Протягом останніх років спостерігається зростання кількості ВІЛ-інфікованих пацієнтів з розвитком патології нирок. Етіологічними чинниками останньої є безпосереднє ушкодження ВІЛ подоцитів, епітеліоцитів канальців нирок, старіння популяції ВІЛ-інфікованих пацієнтів, побічні дії АРТ, а також різноманітні ко-інфекції [11].
Відомо, що будь-яка патологія, що супроводжує ВІЛ-інфекцію, змінює епідеміологічні та клінічні особливості кожної хвороби. Так, ко-інфекція з вірусом гепатиту С (ВГС) проявляє себе по-іншому і вимагає інших підходів до скринінгу, діагностики та тактики ведення хворих. Неконтрольована ВІЛ-інфекція прискорює прогрес ВГС-індукованого склерозу печінки, тому ко-інфекція ВІЛ/ВГС є окремим станом (ВГС-інфекцію можна розглядати як опортуністичну), що відрізняється від ВІЛ-інфекції або інфекції ВГС [12, 13]. 

З початком ери АРТ епідеміологія, патогенез та морфологія ураження нирок серед ВІЛ-інфікованих пацієнтів зазнала значних змін. Частота ВІЛ-асоційованої нефропатії (ВІЛ-АН) знизилася, проте зросло число захворювань нирок, непов’язаних з безпосередньою дією ВІЛ, зокрема число захворювань при ко-інфекціях [14-16].


Морфологічний субстрат ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС представлений, як правило, різноманітними формами імунокомплексних гломерулонефритів (ІКГН) [17-20].

На сьогодні доведено, що ко-інфекція ВІЛ/ВГС асоційована з підвищеним ризиком розвитку хронічної хвороби нирок (ХХН). У сучасній літературі наразі не існує однозначної точки зору щодо провідної ролі альтеративного фактору розвитку ХХН при ко-інфекції ВІЛ/ВГС. Також відсутні дані щодо механізмів розвитку ураження нирок при одночасній дії вірусів, відношення їх один до одного у патогенезі ХХН та морфологічної картини патології нирок серед пацієнтів, що приймають АРТ [20, 21]. 
Вирішення цього питання є вкрай актуальним та може бути прогностично перспективним для забезпечення належної якості життя пацієнтам з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС завдяки можливості прогнозування подальшого перебігу захворювань нирок та відповідного вибору оптимальної лікувальної тактики.

Зв’язок роботи з науковими програмами, планами, темами

Дисертаційна робота виконана в ініціативному порядку (№ держреєстрації 0118U004799) та відповідно до плану наукового дослідження Національного університету охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика є фрагментом науково-дослідної роботи кафедри патологічної анатомії та судової медицини на тему: «Наукове обґрунтування сучасної патоморфологічної діагностики та встановлення клініко-морфологічних відповідностей при різних захворюваннях» (номер державної реєстрації 0116u007906, 2016-2020 рр.). У рамках даної теми автором було проведено визначення морфологічних характеристик гломерулярного та тубуло-інтерстиціального компонентів нирок у хворих з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС.

Мета та завдання дослідження

Мета роботи: удосконалення морфологічної діагностики імунокомплексних захворювань нирок у хворих на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС шляхом дослідження морфогенезу та формування патоморфологічних критеріїв.
Для досягнення мети були поставлені наступні завдання:

1. Вивчити гендерно-вікову, клінічну характеристику пацієнтів з ураженням нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС, які приймали та не приймали АРТ, та з моноінфекцією ВІЛ, які приймали АРТ, а також оцінити ідентифікацію імунокомплексних захворювань нирок у зазначених пацієнтів.
2. Встановити особливості змін гломерулярного апарату нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС серед пацієнтів, що приймали і не приймали АРТ, та порівняти отримані дані з патоморфологічними змінами у хворих на ВІЛ-інфекцію, які приймали АРТ.
3. Визначити особливості змін тубуло-інтерстиціального компоненту нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС серед пацієнтів, що приймали і не приймали АРТ, та порівняти отримані дані з патоморфологічними змінами у хворих на ВІЛ-інфекцію, які приймали АРТ.

4. Встановити критерії, що характеризують головний альтеративний фактор при ко-інфекції ВІЛ/ВГС.
5. Виявити клініко-патоморфологічні паралелі імунокомплексного ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС в залежності від ступеня імуносупресії (рiвня CD4 у периферичній крові).

Об’єкт дослідження – захворювання нирок серед ВІЛ-інфікованих пацієнтів та пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС.

Предмет дослідження: гістологічні, гістохімічні, імуногістохімічні характеристики імунокомплексного ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС.

Методи дослідження: клінічний, гістологічний, гістохімічний, імуногістохімічний та статистичний.

Наукова новизна одержаних результатів

Доповнені та уточнені існуючі уявлення щодо гендерно-вікової та клінічної характеристики пацієнтів з ВІЛ-інфекцією, що приймають АРТ, ко-інфекцією ВІЛ/ВГС, що приймають і не приймають АРТ. 

Визначені особливості змін гломерулярного апарату та тубуло-інтерстиціального компоненту нирок у хворих на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС, що приймають і не приймають АРТ.

Визначено головний альтеративний фактор у розвитку змін морфо-функціонального стану нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС.

Встановлена клініко-патоморфологічна залежність компонентів морфологічного спектру імунокомплексного ураження нирок у пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС від рівня CD4 у периферичній крові.

Одержані дані, що збільшують існуючі уявлення щодо морфологічних особливостей нирок у пацієнтів з ВІЛ-інфекцією, що приймають АРТ.

Практична значимість роботи

Одержані автором дані підкреслюють необхідність посилення у пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС моніторингу маркерів ниркового ушкодження та вчасного проведення нефробіопсії, оскільки зазначена категорія хворих відноситься до групи високого ризику розвитку ХХН.

Обґрунтовано доцільність використання при імуногістохімічному дослідженні не лише сталої панелі маркерів (IgA, IgM, IgG, Сq1, С3), а також проводити фенотипування клітин за маркерами CD (CD4, CD8, CD20, CD68) для вирішення питання щодо визначення імунокомплексного ґенезу ураження нирок, відповідної лікувальної тактики та оцінки прогностичних перспектив.
Виділені патоморфологічні критерії діагностики імунокомплексних захворювань нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС та застосування покритерійного опису гломерулярного та тубуло-інтерстиціального компонентів нирок допоможуть у практичній роботі патоморфологів та лікарів різних спеціальностей для виявлення субнозологічних, доклінічних змін ниркових компонентів та прогнозування розвитку ХХН.

Встановлена автором зворотня клініко-патоморфологічна залежність компонентів морфологічного спектру імунокомплексного ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС від рівня CD4 у периферичній крові розкриває роль імуносупресії та дозволяє прогнозувати морфологічні зміни у нирках серед пацієнтів цієї когорти.

Доповнено алгоритм формулювання клінічного та патологоанатомічного діагнозів на підставі наявного морфологічного субстрату при імунокомплексному ураженні нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС. 

Результати дослідження впроваджені в практичну діяльність патологоанатомічного відділення Комунального некомерційного підприємства «Київська міська клінічна лікарня № 4», патологоанатомічного відділення Комунального некомерційного підприємства «Київська міська клінічна лікарня № 5», відділення гістологічних досліджень Комунального некомерційного підприємства «Хмельницький обласний патологоанатомічний центр». Також результати дисертаційного дослідження впроваджені у навчальний процес кафедри патологічної анатомії та судової медицини Національного університету охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика, кафедри патологічної анатомії і судової медицини Львівського національного медичного університету імені Данила Галицького, кафедри патологічної анатомії Івано-Франківського національного медичного університету, кафедри патологічної анатомії і судової медицини Запорізького державного медичного університету.


Особистий внесок здобувача

Дисертаційна робота є самостійною науковою працею автора. Спільно з науковим керівником був визначений напрям наукового дослідження, сформульована мета та завдання. Автором самостійно був проведений аналіз форм первинної облікової документації – медичних карт стаціонарних та амбулаторних хворих з ВІЛ-інфекцією та ко-інфекцією ВІЛ\ВГС. Також автором було самостійно проведено гістологічне, гістохімічне, імуногістохімічне дослідження аутопсійного та біопсійного матеріалу. Автором самостійно була проведена статистична обробка одержаних цифрових даних, аналіз і узагальнення результатів, на підставі яких сформульовано висновки та практичні рекомендації. У даному дослідженні не були використані ідеї або розробки, які належать співавторам публікацій. Співавтори опублікованих робіт надавали автору даного дисертаційного дослідження консультативну допомогу з деяких методичних та теоретичних питань.

Апробація результатів дисертації

Матеріали дисертації та її фрагменти були представлені й обговорені на науково-практичній конференції з міжнародною участю «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи», присвяченій 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова (Харків, 24 грудня 2016 р.), науково-практичній конференції «Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії» (Київ, 26-27 квітня 2017 р.), Х Конгресі патологів України «Перспективи розвитку сучасної патології» (Яремче, 27-28 вересня 2018 р.), семінарі «Порядок організації епідеміологічного нагляду за ВІЛ-інфекцією/СНІДом та шляхи поліпшення нагляду за смертністю, пов’язаною з ВІЛ» (Київ, 4 жовтня 2019 р.), Всеукраїнській науково-практичній конференції молодих вчених «Інтеграція здобутків молодих учених-медиків та фармацевтів в міжнародний науковий простір: сьогодення та перспективи» (Київ, 16-17 травня 2019 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю, приуроченій 75-річчю з дня заснування Вищого державного навчального закладу України “Буковинський державний медичний університет” «Актуальні проблеми морфології в теоретичній та практичній медицині» (Чернівці, 24-25 жовтня 2019 р.), Всеукраїнській науково-практичній конференції «Young science 2.0» (Київ, 19 лютого 2020 р.), тренінгу з проведення дослідження для покращення нагляду за смертністю у зв’язку з ВІЛ-інфекцією для регіональних фахівців (Київ, 02-03 листопада 2020 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Young science 2.0» (Київ, 20 листопада 2020 р.), міжнародній науково-практичній онлайн-конференції «Наукові дослідження патологоанатомів України: досягнення та перспективи розвитку» (Київ, 22-23 квітня 2021 р.), науково-практичній конференції з міжнародною участю «Young science 3.0» (Київ, 26 березень 2021 р.).

Публікації

Матеріали дисертаційної роботи опубліковані у 9 наукових працях, зокрема, у 3 статтях, з яких 2 надруковані в наукових фахових виданнях України та 1 стаття в закордонному науковому періодичному виданні (Польща), що індексується міжнародною наукометричною базою SCOPUS, і в 6 тезах Всеукраїнських науково-практичних конференцій.

Об’єм і структура дисертації 
Дисертаційна робота викладена на 192 сторінках комп’ютерного набору. Вона складається з анотацій українською та англійською мовами, вступу, огляду літератури, що складається з трьох підрозділів, опису матеріалів та методів дослідження, одного розділу результатів власних досліджень, що складається з чотирьох підрозділів, розділу обговорення та узагальнення отриманих результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку використаних джерел, додатків. Матеріали дисертаційної роботи проілюстровані 14 таблицями та 72 рисунками (з них 54 мікрофотографій), що займають 16 повних сторінок. Перелік використаних літературних джерел містить 171 найменувань вітчизняних та зарубіжних авторів (обсягом 21 сторінка), із яких кирилицею – 30, латиницею – 141.

РОЗДІЛ 1

ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

1.1 Епідеміологічні особливості ко-інфекції ВІЛ\ВГС та її роль у структурі хронічної хвороби нирок в еру антиретровірусної терапії
Згідно даних Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ), Об’єднаної програми Організації Об’єднаних Націй по ВІЛ/СНІД з початку епідемії в світі інфікувались ВІЛ 76,1 млн людей, близько 35 млн померли від захворювань, пов'язаних з ВІЛ, та ще близько 37 мільйонів людей станом на початок 2020 року живуть з ВІЛ.

Україна сьогодні посідає одне з перших місць серед країн європейського регіону за кількістю ВІЛ-позитивних осіб. На початок 2018 р. в країні проживало 244000 ВІЛ-позитивних людей. Кожен сотий громадянин України у віці від 15 до 49 років інфікований ВІЛ, що є одним із найвищих показників серед країн регіону. За даними Європейського центру з контролю та профілактики захворюваності та Європейського регіонального бюро ВООЗ регіон Східної Європи та Центральної Азії, до якого територіально належить Україна, єдиний у світі, де продовжує зростати кількість нових випадків ВІЛ-інфекції та смертей від СНІД. Епідемія ВІЛ-інфекції в Україні на сучасному етапі характеризується переважним ураженням осіб працездатного віку зі зростанням частки вікової групи старше 50 років серед нових випадків захворювання. ВІЛ-інфекція поширюється переважно статевим шляхом [22].

Протягом 2018 р. в Україні щодня реєстрували 50 випадків захворювання на ВІЛ-інфекцію, 24 – захворювання на СНІД і 10 випадків смертей від хвороб, обумовлених СНІДом. Згідно з офіційними статистичними даними за період з 1987 по 2019 рр. у країні офіційно зареєстровано 341084 випадки ВІЛ-інфекції серед громадян України, зокрема 114487 випадків захворювання на СНІД і 49751 випадків смертей від захворювань, обумовлених СНІДом. Станом на 01.04.2019 р. у закладах охорони здоров’я під медичним наглядом перебувало 142076 ВІЛ-інфікованих громадян України (показник 336,5 на 100000 населення), зокрема 46987 хворих з діагнозом СНІД (111,3) [23]. Згідно сучасних епідеміологічних даних кількість випадків ВІЛ-інфекції, що вперше реєструються, скорочується, її поширеність зберігає тенденцію до зростання, що обумовлено подовженням виживаності людей, які живуть з ВІЛ, внаслідок АРТ, створюючи нові епідеміологічні умови серед людей, які старіють з ВІЛ [24].
Смертність серед людей, що живуть з ВІЛ, вища, ніж у загальній популяції, зокрема і у випадках ранньої діагностики ВІЛ-інфекції. Проте структура даної смертності, особливо у осіб, які не є споживачами ін’єкційних наркотичних речовин та мають високий рівень CD4 і отримують АРТ, подібна до загальнопопуляційних показників. Такі дані підкреслюють важливість ранньої діагностики ВІЛ-інфекції та невідкладного початку специфічного лікування [25]. Водночас зі збільшенням тривалості життя причини захворюваності та смертності здебільшого пов’язані з ко-інфекціями та хворобами не СНІД-асоційованими або віковими [26].

Вірусні гепатити через широку розповсюдженість, особливості шляхів передачі, труднощі діагностування, розвиток серйозних ускладнень, обмежений доступ до лікування, а також низький рівень усвідомленої поінформованості загального населення та медичних працівників є значним тягарем для системи охорони здоров’я. Згідно з даними ВООЗ у 2015 році 11,34 млн осіб померло від вірусного гепатиту, що є більшим, ніж кількість померлих від туберкульозу та ВІЛ/СНІДу [27, 28]. За оцінками національних експертів в Україні 5% (2107660) осіб інфіковані гепатитом С, з яких у 3,6% (1517515) осіб ВГС. Водночас під медичним наглядом станом на початок 2019 року перебуває тільки 5,4% (82 654) осіб відносно оціночної кількості осіб [29, 30].

Однією з найрозповсюдженіших та найважчих є ко-інфекція ВІЛ/ВГС. Вона становить близько 30% (5 мільйонів осіб) серед усіх ВІЛ-інфікованих пацієнтів і пов’язана з багатьма позапечінковими, не СНІД-асоційованими наявними захворюваннями у даної когорти пацієнтів [4, 21, 30, 33].
Одночасний розвиток у хворого ВІЛ та ВГС негативно впливає на перебіг ВГС. Так, серед осіб з розвиненим імунодефіцитом (рівень CD4<200 кл\мм3) спостерігають значно прискорену прогресію до цирозу печінки та гепатоцелюлярної карциноми порівняно з моноінфекцією ВГС. Достеменно невідомо чи ВГС прискорює прогресію ВІЛ-інфекції, проте за даними окремих досліджень відновлення рівня CD4 серед ко-інфікованих пацієнтів відбувається значно гірше порівняно з загальною популяцією з моноінфекцією ВІЛ [31, 32].
При застосуванні АРТ прогресування до СНІДу менш розповсюджене, проте роль у захворюваності та смертності відіграють ускладнення, які не пов’язані з розвитком СНІДу, в тому числі розвиток різних форм ниркової патології [34]. Спектр захворювань нирок, пов’язаних з ВІЛ, також змінився з широким використанням АРТ з середини 1990 років. Декілька досліджень демонструють, що у багатьох пацієнтів, яким було проведено біопсію нирки, діагностовано захворювання нирок, яке не є ВІЛ-асоційованою нефропатією (ВІЛ-АН) [6, 127]. Ризик розвитку гострої та ХХН у ВІЛ-інфікованих залишається вищим, ніж серед загальної популяції, проте із застосуванням АРТ рідше розвивається ВІЛ-АН. Натомість частіше діагностується ВІЛ-ІК, що представляє собою різнорідну групу захворювань нирок [128]. 

Розвиток ХХН є значним ускладненням для ВІЛ-інфікованих, ризик появи якого значно підвищується через часту присутність таких факторів, як расова приналежність до чорношкірої популяції, діабет, гіпертонія та ко-інфекція з ВГС [20, 21, 34, 35]. Дані минулих досліджень демонструють, що велика частина ВІЛ-інфікованих пацієнтів з гломерулярними захворюваннями мають ко-інфекцію ВІЛ\ВГС, і зазначають, що, ймовірно, вірусний гепатит є провідним фактором у зареєстрованих випадках кріоглобулінемічного мембранопроліферативного гломерулонефриту у ВІЛ-інфікованих. Проте його роль у розвитку інших типів гломерулопатій є невизначеною [37]. 

За результатами окремих досліджень ризик розвитку ХХН у пацієнтів з ко-інфекцією є більш ніж удвічі вищий порівняно з пацієнтами з моноінфекцією ВІЛ. На сьогодні невідома приналежність безпосередньої ролі у такому патогенезі – пов’язаний він з прямим ефектом реплікації вірусу ВГС чи іншими супутніми факторами ризику, як споживання ін’єкційних наркотичних речовин тощо [21, 37]. 
У сучасну епоху широкого використання АРТ ВІЛ-інфекція залишається причиною значного зниження виживаності на діалізі людей неєвропеоїдної раси, тоді як ко-інфекція ВІЛ/ВГС є причиною погіршення виживаності людей незалежно від їх расової чи етнічної приналежності [136].


Окремим аспектом для даної патології в епоху АРТ є питання трансплантації та алотрансплантації серед даної когорти пацієнтів. Деякі вчені в своїх дослідженнях показали, що ВІЛ-інфекція не вплинула негативно на виживаність реципієнта чи алотрансплантата та була пов’язана з кращими результатами порівняно з ВГС-інфекцією та коінфекцією ВІЛ/ВГС [125]. 

Отже, ко-інфекція ВІЛ\ВГС є значним медико-соціальним та економічним тягарем, що негативно впливає на якість життя хворих. У структурі захворюваності та смертності від соматичних патологій у ВІЛ-інфікованих пацієнтів вірус-індукована ХХН займає одне з перших місць, хоча багата питань стосовно її морфогенезу залишаються відкритими. Це обумовлює необхідність проведення подальших комплексних досліджень з визначенням діагностичних та лікувальних заходів для даної категорії хворих.

1.2 Патогенетичні варіанти та морфологічний спектр вірус-асоційованого ураження нирок при ВІЛ-інфекції, вірусному гепатиті С, ко-інфекції ВІЛ/ВГС

Перші повідомлення про ураження нирок серед пацієнтів з ВІЛ\СНІДом почали з’являтися з 1980 рр. [126]. Гістологічні дослідження біопсійного та некропсійного матеріалу описували вогнищевий та сегментарний гломерулосклероз з внутрішньоклубочковим відкладенням IgM та C3, гіперплазію мезангіального матриксу та клітини з депозитами IgG та C3, що було розцінено як легкий імунокомплексний гломерулонефрит та тяжкий інтерстиціальний нефрит, які пов’язані зі СНІДом та клінічно проявлялися наростанням уремії та швидкою прогресією до термінальної стадії ХХН [38].

Сьогодні ж прийнято виділяти дві найбільш розповсюджені групи ураження нирок, пов’язані з ВІЛ, – колаптоїдна гломерулопатія та сукупність гломерулонефритів, що мають зв'язок з циркуляцією певних класів імуноглобулінів, які об’єднують під загальною назвою ВІЛ-ІК. 
ВІЛ-асоційована нефропатія була першим захворюванням нирок, яке описали у ВІЛ-інфікованих, проте серед когорти пацієнтів, які отримують АРТ, дана патологія зустрічається рідко. ВІЛ-АН класично асоціюється зі швидким прогресуванням до термінальної стадії захворювання нирок, виникає на пізніх стадіях ВІЛ-інфекції та спостерігається переважно серед осіб африканської популяції, що становить до 90% пов’язаних з ВІЛ-АН випадків ХХН [35, 39]. 
ВІЛ-АН здебільшого виявляється серед людей, яким уперше було діагностовано ВІЛ на пізній стадії, і може мати вигляд дебюту гострої ниркової недостатності або прогресуючої ХХН [40]. ВІЛ-АН має відомий морфологічний субстрат – колаптоїдну форму фокально-сегментарного гломерулосклерозу (ФСГС) у поєднанні з кістозною дилятацією канальців. Колапс клубочка супроводжується різкою гіпертрофією та гіперплазією верхніх епітеліальних клітин клубочка (вісцеральний шар подоцитів), які мають схильність до заповнення простору капсули Боумена [41, 56]. 
При електронній мікроскопії в колапсованому клубочку виявляють зморщення базальної мембрани з гіпертрофією вісцеральних подоцитів. Щодо ніжкових відростків (foot process), то їх зникнення виявляють як при колапсі, так і при інших формах гломерулопатій [24]. 

Відомо, що зрілі подоцити припиняють ріст через експресію циклінзалежної кінази. При патологічних станах у подоцитах може відбуватися мітоз, але без поділу клітин. Проте такі стани, як колаптоїдні гломерулопатії, які включають ВІЛ-АН, є винятком, оскільки подоцити зазнають дисрегуляції власного фенотипу та проліферують [42]. 


При імуногістохімічному дослідженні (ІГХД) та флуоресцентній мікроскопії виявляють на тлі дегенеративних та гіпертрофічних змін вісцеральних епітеліальних клітин мезангіальні депозити комплементу (C3, C1q), IgM й інколи IgG, але не IgA. Також виявляють тубулоретикулярні включення в гломерулярних та перитубулярних ендотеліальних клітинах [21, 39, 56]. 

Згідно з теоріями патогенезу, розвиток ВІЛ-АН полягає у локальній контамінації ВІЛ у епітеліальних клітинах канальців та клубочків, але системна персистенція вірусу та системна імунна дисфункція також відіграють певну роль [43, 44, 45]. 

Гістопатологічний спектр ВІЛ-АН призводить до змін фенотипу в подоцитах із втратою маркерів дозрівання (синаптоподін, подокаліксин) і посиленням маркерів проліферації (Ki-67) шляхом трансляції дев’ятигенного генома ВІЛ. Основними генами ВІЛ, відповідальними за ці зміни, є Tat (трансактиватор транскрипції), NEF (негативний фактор) і Vpr (вірусний білок r) [60]. 

Одне важливе питання, на яке ще немає відповіді, – це шлях прямого проникнення ВІЛ у подоцити, мезангіум і тубулярні клітини, оскільки в них відсутні рецептори CD4 і рецептори хемокінів, які використовуються ВІЛ для проникнення в тропну тканину. Використання ліпідних рафтів для вільно циркулюючих білків Tat і Vpr або зв’язування цілого віріону ВІЛ з DEC-205 (рецептор дендритних клітин) або нонінтегрином, специфічним для дендритних клітин, що захоплює ICAM-3, може забезпечити пряме інфікування тканини [62].

Потужна расова залежність між підвищеним ризиком ідіопатичного ФСГС, ВІЛ-АН та ХХН у фінальній стадії пов’язана з поліморфізмом у генах APOL1, який кодує аполіпопротеїн-1, та локусом 22q13 хромосоми, що також асоційований зі схильністю до трипаносомозу у африканської популяції [16, 46, 47]. Хоча початкові дослідження включали ген міозину важкого ланцюга 9 (Myosin Heavy Chain 9,MYH9). Останні аналізи локалізували найсильнішу асоціацію в сусідньому гені – APOL1 [48].

Jeffrey B. Kopp та співавтори виділяють два шляхи механізму реалізації даної залежності. По-перше, білки варіанту APOL1 та допоміжні білки ВІЛ, причетні до ВІЛ-АН, можуть бути спрямовані на ті самі або споріднені внутрішньоклітинні шляхи в подоцитах. По-друге, ознаки неконтрольованої ВІЛ-інфекції, включаючи збільшення циркулюючих факторів, таких як інтерферон, можуть стимулювати транскрипцію гена APOL1 або діяти на подоцити іншим чином [49]. 


В будь-якому випадку наявність алелей APOL-1 передбачає більш швидке прогресування ХХН незалежно від основної гістопатології нирок [41].

Колумбійська класифікація ФСГС визначає п’ять типів уражень клубочків: колаптоїдний (COLL), клітинний (CELL), перихілярний (PH), ураження верхівки клубочка (GTL) та неспецифічний (NOS) варіанти. Колаптоїдний та недеструктивний варіанти ФСГС описані при ВІЛ-АН [50].
Гіперпластичне ушкодження клубочків визначають як загальний патогенетичний компонент у розвитку ВІЛ-асоційованих захворювань нирок, хоча джерело проліферативної епітеліальної активності незрозуміле. Імунна активація, як системна, так і безпосередньо в структурах нирки, різко змінюється при зараженні ВІЛ-1 і може відігравати роль у прискоренні та загостренні ВІЛ-асоційованих захворювань нирок [51].
Дві форми захворювання нирок серед ВІЛ-інфікованих мають спільну патоморфологічну знахідку – гіперплазію клубочків різного ґенезу. Окремі автори центральне місце у патогенезі цієї патології відводять ушкодженню подоцитів (подоцитопатія). Проте на сьогодні не встановленим залишається предиктор проліферації епітеліальних клітин клубочків. Існують гіпотези про зв’язок даного ушкодження з прямим інфікуванням епітеліальних клітин, зокрема для типу ВІЛ-1, проте механізм проникнення вірусу до цього нелімфоїдного компартменту нез’ясований. На прикладі моделей трансгенних гризунів були виявлені вірусні білки, відповідальні за індукцію ниркової недостатності, але відновити всі аспекти імунної активації процесу не вдалося [50, 51].
Хоча в клінічних умовах важко визначити, чи є ураження гломерулярних структур невід'ємною частиною розвитку вірусної інфекції. Існують клінічні та експериментальні дані, що підтверджують взаємозв'язок специфічних ВІЛ-асоційованих циркулюючих імунореактантів, включаючи ідіопатичні антитіла та антитіла, спрямовані проти білків gp120, gp41 та p24 з розвитком гломерулонефриту [52]. При спробах оцінки ролі прямої вірусної дії на нирковий епітелій в патогенезі ВІЛ-АН та ВІЛ-ІК з використанням ДНК проби на вірусну нуклеїнову кислоту та мічених імунопероксидазою антитіл до основного білка р24 було виявлено нуклеїнову кислоту у клубочковому та тубулярному епітелії при підтверджених випадках ВІЛ-АН. На відміну від ВІЛ-інфікованих пацієнтів з ВІЛ-ІК, де ураження клітин спостерігалося у значно меншому ступені [53]. 
Морфогенез тубуло-інтерстиціальних уражень серед ВІЛ-інфікованої когорти може включати в себе декілька варіантів: тубуло-інтерстиціальне ураження, зумовлене ВІЛ-АН, опортуністичні інфекції, токсична дія лікарських засобів (гострий некротичний нефроз) та імунокомплексне ураження. Виділяють дві форми, пов’язані з атиповою імунною відповіддю, – синдром дифузного інфільтративного лімфоцитозу (diffuse infiltrative lymphocytosis syndrome, DILS) та синдром запальної імунної реконституції (immune reconstitution inflammatory syndrome, IRIS). Перший є наслідком гіперімунної реакції на антигени до ВІЛ, а другий – результат відповіді на персистенцію інфекційних агентів у нирковій паренхімі, викликаний відновленням імунної системи після ініціації прийому АРТ [54]. 


Морфологічний паттерн ураження тубуло-інтерстиціальних структур при ВІЛ-АН включає вогнищеве збільшення канальців (мікрокісти), що містять у просвіті склоподібні протеїнові маси; атрофію канальців, інтерстиціальний фіброз та запально-клітинні інфільтрати [24]. Тубулярні «мікрокісти» – це розширені канальці (принаймні в 3 рази більші за норму), які містять склоподібні білкові зліпки, та вкриті сплощеним епітелієм. Тубулярні мікрокісти легко відрізнити від тубулярної «тиреоїдизації» на основі їх більшого діаметру, неправильного розміру та відсутності атрофії канальців або колоїдних зліпків. Мікрокісти можуть охоплювати всі сегменти канальців, а інтерстиціальний набряк у гострій фазі супроводжується фіброзом і атрофією канальців. Також при залученні тубулярного компоненту було виявлено експресію внутрішньоклітинного вірусного транскрипту [56].

Фактори та показники, за наявності яких можна передбачити розвиток ВІЛ-АН, включають в себе такі генетичні, клінічні та лабораторні характеристики як генетичний поліморфізм APOL-1, високе вірусне навантаження, низький рівень в крові СD4, протеїнурію нефротичного діапазону та підвищену ехогенність нирок. Проте для остаточної верифікації етіології ХХН та встановлення правильного діагнозу «золотим стандартом» діагностики залишається біопсія нирки з наступним морфологічним дослідженням [55].

ВІЛ-ІК включає в себе групу пов’язаних з циркулюючими імуноглобулінами або імунними комплексами (ЦІК) гломерулонефритів, таких як IgA-нефропатія, постінфекційний гломерулонефрит, мезангіопроліферативний гломерулонефрит, вовчаковоподібний гломерулонефрит (lupus-like nephritis), мембранопроліферативний гломерулонефрит, кріоглобулінемічний гломерулонефрит та інші [10, 11, 92].

Гістологічна верифікація ВІЛ-ІК полягає в виявленні клубочкових імунних депозитів під час ІГХД та\або електронної мікроскопії ниркових біоптатів. Доведена патогенна роль реплікації ВІЛ у розвитку ВІЛ-ІК, яка може бути скорельована своєчасним призначенням АРТ, проте патогенез окремих форм ВІЛ-ІК, як, наприклад, IgA-нефропатії, залишається спірним. За даними одних досліджень IgA-нефропатія при ВІЛ-інфекції перебігає латентно з мінімальним сечовим синдромом у вигляді мікрогематурії, а гістологічна картина ниркового біоптату представлена мезангіопроліферативним нефритом з депозитами, що містять IgA, IgM і С3 компонент комплементу. Інші дані свідчать про те, що IgA-нефропатію слід розглядати як окрему сутність і не включати в спектр ВІЛ-ІК [65, 66].

Стосовно С3 компоненту комплементу цікавим є наступний механізм: активація системи комплементу призводить до відкладення фрагментів С3 на поверхні вірусу, але, на відміну від інших патогенів, більшість ВІЛ не лізується або дуже погано лізується комплексами мембранної атаки. Щоб пережити опосередкований комплементом лізис, ВІЛ не тільки розробив механізми резистентності, але й використовує опсонізацію за допомогою фрагментів комплементу для власної вигоди. Опсонізовані віріони взаємодіють з клітинами, що експресують рецептор комплементу, які або згодом заражаються з високою ефективністю, або утримують вірусні частинки на своїй поверхні, що сприяє передачі вірусу іншим пермісивним клітинам [80].
Співіснування з іншими патогенами, такими як ВГС, може впливати на патогенез ВІЛ-ІК. Імуноопосередковані механізми можуть також лежати в основі запальної клітинної інфільтрації, спричиняючи тубуло-інтерстиціальні захворювання нирок, такі як дифузний інфільтративний лімфоцитоз [50]. 
Виявлення депозитів IgM, IgG, IgA та фракцій комплементу С3, С1q в різних гломерулярних, тубулярних, інтерстиціальних та судинних структурах з однаковим розподілом ВГС підтверджує наявність імуноопосередкованого патогенетичного механізму розвитку гломерулонефриту. При цьому вірус є мішенню для циркулюючих імуноглобулінів, і, можливо, комплементу, що призводить до подальшої активації та вироблення запальних факторів. Крім того, відсутність демонстрації у пацієнтів з ФСГС імуноглобулінів або відкладення фракцій комплементу in situ вказує на існування можливих інших потенційних патогенетичних механізмів ураження нирок [102].
Персистенція ВГС зазвичай призводить до розвитку хронічного активного гепатиту, цирозу та печінкової недостатності, але також містить широкий спектр позапечінкових захворювань, зокрема, ураження нирок з розвитком ХХН [78, 89]. З початку вивчення взаємозв’язку ВГС та ураження нирок вважалося, що кріоглобулінемічний гломерулонефрит є єдиною формою ураження клубочків, яка однозначно пов’язана з інфекцією ВГС [75]. 


Змішана кріоглобулінемія є системним васкулітом, переважно опосередкованим імунними комплексами, характеризується ураженням різних органів, включаючи шкіру, хронічним гепатитом, гломерулонефритом, периферичною нейропатією та артралгіями. Найбільш частою нефропатією, пов’язаною з ВГС, є мембранопроліферативний гломерулонефрит I типу, як правило, в контексті змішаної кріоглобулінемії II типу [77]. Стосовно розвитку кріоглобулінемії, то на сьогодні є дані, що ефективна АРТ захищає від розвитку кріоглобулінемії у моноінфікованих ВІЛ пацієнтів [91].

У подальшому було виявлено, що ВГС може викликати захворювання клубочків через відкладення імунних комплексів. Однак інші потенційні механізми, за допомогою яких ВГС сприяє ХХН, включають пряму цитопатичну дію вірусу на ниркову тканину [76]. Повідомляється про різні гістологічні типи захворювань нирок, пов’язаних з ВГС-інфекцією, включаючи мембранопроліферативний гломерулонефрит, мембранозну нефропатію, ФСГС, фібрилярний гломерулонефрит, імунотактоїдну гломерулопатію, IgA-нефропатію, ниркову тромботичну мікроангіопатію, васкулітне ураження нирок та інтерстиціальний нефрит [79].

Електронна мікроскопія нефробіоптатів від хворих на ВГС, незалежно від морфологічної форми гломерулонефриту та наявності кріоглобулінемії, у 50% досліджень виявляє вірусоподібні часточки у парамезангіальній зоні [95]. Окрім гломерулярного ушкодження при ВГС важливу роль відіграють тубуло-інтерстиціальні зміни, які так само є важливим предиктором розвитку ниркової дисфункції. Персистуванню вірусу у тканинах сприяє уповільнення апоптозу інфікованих клітин та посилення фіброзу, зокрема у мезангіальних клітинах нирок. Дані процеси реалізуються внаслідок активації імунної системи, посилення прозапальної активності та проліферації клітин макрофагального ряду, що спричиняється експресією клітинами вірусних протеїнів. За безпосередню цитопатичну дію ВГС в механізмі розвитку ушкодження нирок свідчать дані про наявність окремих вірусних протеїнів та вірусної РНК у різноманітних ниркових структурах серед пацієнтів з ВГС та наявними ознаками ураження нирок [95, 96]. Такі механізми можуть бути як імуноопосередкованими, так і прямими, що свідчить про безпосередню етіологічну та патогенетичну роль ВГС у розвитку ренальної патології. 
Припускають, що основний білок ВГС взаємодіє з кількома клітинними білками [102] і здатний викликати фіброгенний ефект, збільшуючи секрецію колагенпродукуючих молекул (трансформуючий фактор росту β1, проколаген альфа 1), тоді як неструктурні білки ВГС мають різні біологічні функції та переважно провокують прозапальну дію [103]. Це означає, що різний розподіл ВГС-пов’язаних білків у функціональних структурах нирок може підтримувати різні патогенетичні шляхи, що відповідає таким при розвитку ВІЛ-ІК [96, 97]. Згідно літературних даних, поява ВГС-асоційованої нефропатії та розвиток ХХН, зокрема, мембранопроліферативного гломерулонефриту І типу, характерні для пацієнтів з тривалим терміном інфікування ВГС та розвитком печінкового фіброзу F3-F4, цирозом печінки, проте дані щодо субнозологічних змін суперечливі [99, 101]. 

Патогенез будь-якої вірусної інфекції складається з декількох етапів – потрапляння вірусу у тканини, адгезія на поверхні клітин, проникнення всередину клітини, реплікація та збір вірусних часточок, вихід з клітини часто з наступним її лізисом. ВГС може проникати у структури нирок у складі імунних та ліпопротеїнових комплексів, у вигляді вільних вірусних часточок [97, 98]. При кріоглобулінемічній формі ВГС-асоційованого гломерулонефриту гістологічний субстрат зумовлюється формуванням ЦІК з їх осадом у межах мікроциркуляторного русла та наступним утворенням депозитів з ушкодженням стінок судин. 

При світловій мікроскопії ниркові депозити візуалізуються у вигляді гомогенних лінійних включень уздовж капілярних петель ниркових клубочків та стінок судин тубуло-інтерстиціального компоненту. У мезангіальних клітинах їх можна виявити у вигляді гранулярних цитоплазматичних депозитів та у парамезангіальному просторі.

При ІГХД у складі депозитів виявляють структуровані та неструктуровані білки ВГС, імуноглобуліни з переважанням IgM, С3 фракцію комплементу [98, 99]. Гломерулярну депозицію імунних комплексів пов’язують з частковим аффінітетом IgM ревматоїдного фактору до гломерулярного матриксу. В подальшому це призводить до запуску каскаду активації системи комплементу та факторів згортання крові, що за умови патологічної індукції реакцій призводить до розвитку часткового тромбозу та реактивного потовщення базальної мембрани [99]. 

Відкладення депозитів також стимулює посилення проліферативної активності мезангіальних клітин та їх фібробластичну трансформацію зі збільшенням синтезу мезангіального матриксу та міграції імунних клітин з наступним розвитком фіброзу. Розповсюджена мезангіальна проліферація, експансія мезангіального матриксу з полями центролобулярного склерозу вважаються несприятливими прогностичними ознаками перебігу захворювання нирок [100, 101].


ВІЛ та ВГС залучені до патогенезу певних специфічних гломерулярних захворювань. Доведено, що ко-інфекція ВІЛ\ВГС пов’язана зі значним підвищенням ризику захворювання нирок, проте морфологічний субстрат та етапи морфогенезу містять багато невирішених питань [13, 14]. Обидва віруси пов’язані з імунною дисрегуляцією, що може сприяти розвитку коморбідного захворювання нирок. Крім того, складні противірусні схеми лікування ВІЛ та ВГС часто включають препарати з нефротоксичним потенціалом [10, 13].

Патоморфологічні дослідження ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС переважно включають у себе випадки з клінічною маніфестацією порушення ниркової функції. Проте при проведенні ретроспективного аналізу когорти ко-інфікованих пацієнтів без клінічних ознак гломерулярних захворювань було діагностовано випадки мембранопроліферативного та мезангіопроліферативного гломерулонефритів, вогнищевого гломерулосклерозу та неспецифічних гломерулярних захворювань без уточнення їх морфологічного субстрату [20].

Отже, імунокомплексні захворювання нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС представляють собою широкий морфо-нозологічний паттерн з морфологічними змінами, спільними для багатьох нозологій, з імунними та неімунними складовими в патогенезі. Золотим стандартом верифікації імунокомплексних уражень є гістологічне дослідження нефробіоптатів з обов’язковим застосуванням ІГХД та\або флуоресцентної мікроскопії.

Диференційна діагностика є складною, оскільки морфологічні критерії не є патогномонічними для низки уражень нирок і вимагає аналізу не тільки морфологічних даних, але й співставлення їх з клінічними показниками. В зв’язку з вищевикладеним пошук морфо-клінічних діагностичних критеріїв та дослідження ланок морфогенезу імунокомплексних уражень нирок у хворих з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС є вкрай актуальним.
1.3 Сучасні особливості морфогенезу вірус-асоційованого імунокомплексного ураження нирок в залежності від рівня імуносупресії
Згідно з класифікацією ВООЗ виділяють наступні групи імунокомпетентності та імуносупресії в залежності від рівнів CD4: 1 група – ≤ 200 кл/мкл; 2 група – 200-350кл/мкл; 3 група – ≥ 350-500 кл/мкл, 4 група – ≥ 500 кл\мкл, де імунокомпетентним вважається 4 група з мінімальним ризиком розвитку опортуністичних захворювань, а 1 група з найбільшою імуносупресією та глибокими порушеннями імунної відповіді відповідно [72]. 

Залежність морфологічної картини від рівня імуносупресії при ВІЛ-інфекції як у варіанті моноінфекції, так і ко-інфекції з різними опортуністичними захворюваннями виявлена та описана давно на прикладі уражень різних органів та систем [65, 67-69]. 
Опубліковані дані демонструють перевагу альтеративно-некротичних та склеротичних змін над продуктивними тканинними реакціями, що часто може спотворювати класичний гістологічний паттерн захворювань [70, 71, 81]. 
Основну частину досліджень залежності морфологічної картини від рівня CD4 становлять дослідження ко-інфекції ВІЛ\туберкульоз з різною локалізацією останнього. Висновки авторів різних досліджень співпадають щодо існування прямої залежності між здатністю організму до продуктивних реакцій, зокрема утворення гранульом, наявності макрофагальних елементів (гігантських багатоядерних клітин Пирогова-Лангханса), та високого рівня CD4, і навпаки – слабка імунологічна відповідь при низькому рівні CD4 корелює з деструктивним паттерном (некротичними змінами) та погано визначеними гранулематозними компонентами [82].
Тотожні данні демонструє дослідження стосовно гістопатологічних знахідок при дисемінованому гістоплазмозі, зокрема, при ураженні шкіри [83].
Наявність ко-інфекції ВІЛ\ВГС також є окремим рушієм дисрегуляції імунітету [93].

Декілька досліджень демонструють залежність ризику розвитку ХХН від показників, за якими зазвичай характеризують рівень імуносупресії та ступінь прогресії ВІЛ – рівень CD4 у крові, співвідношення CD4\CD8 та вірусне навантаження у крові (РНК-копій\мл) [73]. Так, постійна імунна дисрегуляція, що виражається інверсією CD4\CD8, може бути асоційована з високим ризиком виникнення уражень, не пов’язаних безпосередньо зі СНІДом, особливо метаболічних розладів [90].
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Рис. 1.3.1 Коінфекція в регуляції імунної відповіді. Різні хемокіни та імунні клітини демонструють дисрегуляцію під час стану супутньої інфекції, що посилює тяжкість захворювання, наприклад, фіброз печінки, запалення гепатоцитів, збільшення патології MTb, руйнування гранульоми та прогресування ВІЛ до СНІДу [93].
Знижений рівень CD4 Т-клітин у крові пов’язують з розвитком ниркових захворювань у ВІЛ-інфікованих пацієнтів. Так, наприклад, дослідження Андон’євої Н.М. зі співавторами продемонстрували вищий в 3,5 разів ризик розвитку альбумінурії серед пацієнтів з CD4 <350 клітин/мкл. Водночас 51% становили пацієнти з рівнем CD4<200 клітин/мкл з ХХН. ВІЛ-АН зустрічалася у 70% випадків серед пацієнтів з рівнем CD4<200 клітин/мм3, а відсоток інших варіантів нефропатій становив 31% серед ВІЛ-інфікованих осіб [74, 87].
При дослідженні імунопатогенезу різних морфологічних варіантів хронічного гломерулонефриту серед імунокомпетентних пацієнтів (без ВІЛ, ВГС або ко-інфекції ВІЛ\ВГС) було виявлено розвиток таких форм гломерулонефритів, як мембранопроліферативний гломерулонефрит, мезангіопроліферативний гломерулонефрит та ФСГС при зниженні концентрації СD4, СD54 та підвищенні вмісту СD8 [85]. 
При розвитку ізольованих форм ураження нирок (ВІЛ-АН або окремих імунокомплексних хвороб нирок) серед пацієнтів з моноінфекцією ВІЛ рекомендують якнайшвидше призначення АРТ завдяки доведеній здатності останньої значно впливати на прогноз виживаності [88]. 

Водночас відомо, що у ВІЛ-інфікованих осіб спостерігається на початкових стадіях гіпергаммаглобулінемія, як ознака поліклональної активації В-лімфоцитів (gp120-неспецифічний мітоген). Це провокує появу значної кількості антитіл до неактуальних антигенів, тобто таких, які не знаходяться в конкретний момент в організмі. При їх типуванні встановлено, що всі вони є імуноглобулінами класу G, тобто антитілами до збудників, з якими раніше зустрічався хворий. Така гіперпродукція антитіл є спонтанною, нерегульованою та призводить до виснаження імунної системи. Наступним кроком, особливо у термінальній стадії ВІЛ-інфекції, буде неможливість утворення антитіл до нових антигенів. Порушення вироблення Т-хелперами деяких інтерлейкінів (ІЛ-4, ІЛ-5, ІЛ-6) призводить до того, що плазматичні клітини не синтезують специфічних імуноглобулінів [84]. 

Таким чином, постає питання щодо можливої зміни напрямку морфогенезу нефропатології при відновленні імунокомпетентної відповіді на тлі прийому АРТ саме з боку опосередкованого впливу персистенції ВГС при ко-інфекції ВІЛ\ВГС. Різні наявні «стартові» зміни гломерулярного та тубулярного ниркового компонентів відповідно до вихідного рівня СD4 можуть моделювати подальші різні механізми ураження відповідно до зниження рівня СD4 та зростання вірусного навантаження. В свою чергу різні варіанти ураження, зокрема асоційовані з імунними комплексами, при призначенні АРТ та елімінації ВІЛ без\або з ростом рівня СD4 можуть бути прогностично сприятливими для ВІЛ-індукованих морфологічних змін та збереження ниркової функції в подальшому, але варіабельні прогностично для ВГС-індукованих змін, що може створювати парадоксальний морфогенез цієї групи захворювань. 
Резюме
Ретельно проведений нами аналіз даних зарубіжної та вітчизняної літератури дозволяє виділити актуальні питання, що потребують нагального вирішення. 

По-перше, у доступній літературі ми не знайшли деталізованого опису гломерулярного та тубуло-інтерстиціального компонентів нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС. Ми вважаємо, що комплексні дослідження саме цих структурних компонентів нирок можуть бути перспективними та допоміжними при оцінці та прогнозуванні розвитку імунокомплексного ураження нирок та ХХН у даної категорії осіб. Хоча численні клінічні дослідження підтверджують пряму залежність гіршого прогнозу ХХН при ко-інфекції ВІЛ\ВГС порівняно з моноінфекціями без визначення механізмів даного явища. 

По-друге, дані літератури стосовно взаємодії та ролі кожного окремого вірусу (ВІЛ, ВГС) у розвитку імунокомплексних уражень нирок серед ко-інфікованих пацієнтів також відсутні. На нашу думку, визначення їх ролі дозволить краще зрозуміти закономірності морфогенезу вище зазначеної патології з подальшим удосконаленням лікувально-діагностичної тактики. 

По-третє, залежність морфологічного субстрату від рівня імуносупресії (рівня CD4) переважно описана на прикладі опортуністичних захворювань (наприклад, туберкульозу з ураженням легень), а можливі зміни тканинних реакцій та імунного компоненту в нирках не зустрічаються взагалі. Хоча ми припускаємо, що різнорівневі варіанти імунокомпетентної відповіді можуть викликати різні варіанти розвитку морфологічного субстрату. Наприклад, деякі вчені демонструють залежність пришвидшеного прогресування ХХН до кінцевої стадії ниркової недостатності при IV клінічній стадії ВІЛ-інфекції. Проте це може бути обумовлено декількома факторами. У випадку саме імунокомплексних уражень ми вважаємо за доцільне прогнозувати параболоподібну криву залежності – потенціювання дії вірусів з пригніченням імунної системи, поступове розгортання тканинних реакцій з падінням імунних показників, але, можливо, їх подальше пригнічення на стадії повної імуносупресії. Різні варіанти ураження нирок, зокрема імунокомплексно-асоційовані, при призначенні АРТ та елімінації ВІЛ без\або з ростом рівня СD4 можуть бути прогностично сприятливими для ВІЛ-індукованих морфологічних змін та збереження ниркової функції в подальшому, але варіабельні прогностично для ВГС-індукованих змін, що може створювати парадоксальний морфогенез цієї групи захворювань. Для підтвердження даної гіпотези необхідно дослідити кілька когорт пацієнтів, які приймали та не приймали АРТ.
По-четверте, переважна більшість літературних джерел демонструє сталу панель для ІГХД (IgA, IgG, IgM, фракції системи комплементу C3, C1q). Окремі роботи включають також різні варіанти CD маркерів, але здебільшого навпаки для оцінки змін імунокомпетентних реакцій при ХХН. Ми вважаємо актуальним використання цієї лінії маркерів у діагностиці імунокомплексних уражень нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС для дослідження та подальшого прогнозування морфогенезу.

ВЛАСНІ ДОСЛІДЖЕННЯ 

РОЗДІЛ 2

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ
Дисертаційне дослідження було проведено в три етапи, схематичне зображення яких наведено на рисунку 2.1, із дотриманням прав людини відповідно до чинного в Україні законодавства, міжнародних етичних вимог, етичних норм у науці та стандартів проведення біомедичних досліджень. 
На першому етапі здобувачем було проведено ретроспективний аналіз архівної документації (медичних карток стаціонарних та амбулаторних хворих, протоколів розтину, бланків на патогістологічне дослідження біопсійного/операційного матеріалу) Комунального некомерційного підприємства «Київська міська клінічна лікарня № 5» та кафедри патологічної анатомії та судової медицини Національного університету охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика за період з 2013 по 2020 рр. Загалом було проаналізовано 386 летальних випадків ВІЛ, серед яких у подальшому було відібрано 74 випадки відповідно до обраного дизайну дослідження. 
Критеріями включення у дослідження були
· померлі, які мали підтверджений діагноз ВІЛ-інфекції на тлі прийому АРТ (мінімальний термін безперервного прийому становив 1 рік);

· померлі, які мали підтверджений діагноз ко-інфекції ВІЛ/ВГС на тлі прийому АРТ (мінімальний термін безперервного прийому становив 1 рік);

· померлі, які мали підтверджений діагноз ко-інфекції ВІЛ/ВГС та не отримували АРТ.

Критеріями виключення з дослідження (серед випадків, які відповідали критеріям включення) були
· встановлений клінічний або патологоанатомічний діагноз соматичного захворювання з ураженням нирок (цукровий діабет, гіпертонічна хвороба, атеросклероз з ураженням ниркових артерій);

· генералізована інфекція з ураженням нирок (лабораторно підтверджені опортуністичні, вірусні та бактеріальні інфекції);

· зареєстровані дані щодо системного прийому ін’єкційних наркотичних речовин або алкоголю;

· зареєстровані побічні дії у вигляді ниркових розладів (у тому числі гострої ниркової недостатності) внаслідок прийому АРТ.

Під час проведення оглядового мікроскопічного дослідження вище зазначених випадків було відбраковано 19 випадків. Так, нами було виключено 11 випадків враховуючи незадокументоване ураження нирок опортуністичними інфекціями (генералізований туберкульоз, генералізований криптококоз) та СНІД-асоційованими неоплазіями (саркома Капоші, неходжкінська В-крупноклітинна лімфома). У 2 випадках було відмічено відсутність або недостатність гломерулярного компоненту (менше 10 клубочків) у мікропрепараті. У 6 випадках під час виконання дослідження було встановлено додаткові критерії виключення за морфологічними показниками – гострий некротичний нефроз (токсичної, ішемічної дії). Отже, для подальшого дослідження, враховуючи критерії включення/виключення, було відібрано 55 випадків. Останні були розподілені на три групи, що наведено в таблиці 2.1.
Діагностика ВІЛ була проведена клініцистами згідно загальновідомих рекомендацій ВООЗ. Діагноз ко-інфекції ВІЛ/ВГС верифіковувався на підставі задокументованих в архівній документації даних щодо одночасної наявності у конкретному випадку ВІЛ та ВГС.

При вивченні медичної документації в групах I-III був проведений порівняльний аналіз за статевою ознакою; середнім віком хворих; стадією захворювання; рівнем CD4 у крові; наявністю/відсутністю сформульованого діагнозу вірус або ВІЛ\ВГС-асоційованого ураження нирок у заключних клінічних та патологоанатомічних діагнозах.
Таблиця 2.1

Розподіл матеріалу на групи на першому етапі дисертаційного дослідження

	Номер

групи
	Характеристика групи
	Кількість

випадків

	I
	Хворі на ко-інфекцію ВІЛ\ВГС, що не отримували АРТ
	20

	II
	Хворі на ко-інфекцію ВІЛ\ВГС, що отримували АРТ
	20

	III
	Хворі на ВІЛ-інфекцію, що отримували АРТ
	15

	Всього
	55


На другому етапі, метою якого було вивчення морфогенезу та визначення гістологічних, гістохімічних та імуногістохімічних диференційно-діагностичних критеріїв імунокомплексних захворювань нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС, був використаний аутопсійний та біопсійний матеріал. Останній був представлений фрагментами тканини нирок.
Аутопсійний матеріал (n=53) набирали під час розтинів, проведених на базі патологоанатомічного відділення Комунального некомерційного підприємства «Київська міська клінічна лікарня №5» за період з 2017 по 2020 рр. 
Біопсійний матеріал був від 2 хворих із ВІЛ-АН, які зверталися за консультацією до співробітників кафедри патологічної анатомії та судової медицини Національного університету охорони здоров’я України імені П.Л. Шупика за період із 2017 по 2020 рр. Така кількість випадків була обумовлена нечастим застосування даного методу діагностики серед ВІЛ-інфікованих.
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Рис. 2.1 Етапи дисертаційного дослідження.

Клінічні дослідження, лабораторні та інструментальні тести були виконані у акредитованих закладах та лабораторіях. Імунологічне дослідження було виконано в обсязі скринінгу рівня CD4 та вірусного навантаження.

Розподіл матеріалу на групи на другому етапі був подібним до першого етапу та представлено в таблиці 2.2.

Таблиця 2.2

Розподіл матеріалу на групи на другому етапі дисертаційного дослідження

	Номер

групи
	Характеристика групи
	Кількість

випадків

	I
	Хворі на ко-інфекцію ВІЛ\ВГС, що не отримували АРТ
	20

	II
	Хворі на ко-інфекцію ВІЛ\ВГС, що отримували АРТ
	20

	III
	Хворі на ВІЛ-інфекцію, що отримували АРТ
	15

	Всього
	55



Шматочки тканини нирок розміщувалися у нейтральний забуферений розчин формальдегіду (pH 7,4) та фіксувалися протягом 24-48 годин. Проводили процесінг матеріалу в апараті Excelsior AS (Thermo Fisher Scientific, США) та заливали в парафін на апараті HistoStar (Thermo Fisher Scientific, США). На ротаційному мікротомі Microm HM325 (Carl Zeiss, Німеччина) виготовляли серійні гістологічні зрізи завтовшки 2-3 мікрони та забарвлювали їх гематоксиліном та еозином, пікрофуксином за ван Гізоном, за конго-рот, ставили PAS-реакцію та РТАН-реакцію  [106, 141].
Для імуногістохімічного дослідження (ІГХД) зрізи поміщалися на вкриті адгезивом скельця Super Frost Plus (Menzel, Німеччина). Для високотемпературної обробки епітопів антигенів використовували цитратний буфер з pH6, EDTA буфер, pH8. У даному дослідженні були використані наступні моноклональні антитіл (МКА) або поліклональні антитіла (ПКА): мишині МКА до CD68 (клон KP1), мишині МКА до CD4 (клон 4B12), кролячі МКА до CD8 (клон SP16), кролячі МКА до CD20 (клон HI47), кролячі ПКА до IgA, IgG, IgМ, кролячі ПКА до фракцій комплементу С3 та С1q. Препарати дозабарвлювали гематоксиліном Майера. В подальшому забарвлені зрізи заключали в напівсинтетичне середовище Eukit (Kaltek, Італія) [106, 107, 144]. Використано систему детекції UltraVision Quanto HRP, хромоген ДАБ Quanto виробництва Thermo Fisher Scientific (США). МКА до CD68, CD4, CD8, CD20 було виготовлено фірмою Thermo Fisher Scientific (США), ПКА до IgA, IgG, IgМ – фірмою DAKO (Данія), ПКА до фракцій комплементу С3 та С1q – фірмою Thermo Fisher Scientific (США). 
При оцінці морфологічної картини нами було виконано покритерійний опис без верифікації нозологічних форм та опис з використанням критеріїв морфологічної оцінки з Оксфордської класифікації (ОК) [108-111]. 

Мезангіальна гіперцелюлярність (М) характеризувалася наявністю більше чотирьох мезангіальних клітин у будь-якій мезангіальній ділянці клубочка та оцінювалася як «М0» за наявності у <50% клубочків, або «М1» при ≥50% [106, 110, 145]. Ендокапілярна проліферація (Е) визначалася як гіперцелюлярність внаслідок збільшення кількості клітин у просвіті капілярів клубочків та оцінювалася як «Е0» – відсутність такої, або «Е1» – за наявності хоча б у одному. Одним із важливих компонентів морфологічного субстрату нефропатій є сегментарний гломерулосклероз (S), який визначався як наявність адгезії та склерозу (облітерації просвіту капіляра матриксом) частини, але не цілого клубочкового пучка. Даний показник оцінювався як «S0» за відсутності та «S1» за наявності сегментарного гломерулосклерозу відповідно [106, 111, 145]. Відносно тубулярного компоненту також використовували критерій ОК «Т» – атрофію канальців\інтерстиціальний фіброз, які визначалися як розрахунковий відсоток площі біоптату з атрофією (за наявності) канальців та інтерстиціального фіброзу. В залежності від площі маніфестації його розподіляли наступним чином: «Т0» – <25%, «Т1» – складав 25-50% і «Т2» становив > 50% [106, 111, 145]. 
Критерії морфологічної оцінки включали в себе субнозологічні зміни гломерулярного, тубулярного та інтерстиціального компонентів нирок та були поділені на активні (проліферативні) та хронічні (склеротичні) зміни, що наведено в таблиці 2.3.
Таблиця 2.3

Розподіл критеріїв морфологічної оцінки
	№
	Критерії морфологічної оцінки

	Активні зміни

	1
	Колабування/спадіння капілярних петель

	2
	Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена 

	3
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів 

	4
	Відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена

	5
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони

	6
	Інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції)

	7
	Наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинного «мікропівмісяця» та/або «півмісяця»

	8
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку

	9
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу

	10
	Інтерстиціальні вогнищеві лімфо-гістіоцитарні інфільтрати

	11
	Білковий компонент у просвіті капсули Боумена

	Хронічні (склеротичні) зміни

	12
	Інтерстиціальний фіброз строми

	13
	Кістозноподібна дилатація канальців

	14
	Дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани

	15
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель

	16
	Склероз капсули Боумена

	17
	Повний склероз/гіаліноз клубочка

	18
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")

	19
	Склероз капілярних петель


Імуногістохімічну реакцію (ІГХР) з МКА до CD20, CD68 оцінювали наступним чином: у кожному випадку вивчали 10 полів зору при збільшенні мікроскопа ×200 з подальшим підрахунком середньої кількості позитивних клітин. Для підрахунку середньої кількості позитивних клітин визначали площу кожного поля зору, проводили кількісний підрахунок позитивно забарвлених клітин, потім розраховували середню кількість клітин на одиницю площі (на 1 мм2).
ІГХР з МКА до CD4, CD8 оцінювали шляхом підрахунку позитивно забарвлених клітин при збільшенні ×400 в 10 полях зору для кожного окремого випадку з подальшим визначенням середньої кількості клітин в одному полі зору [1].
ІГХР з ПКА до IgA, IgG, IgМ, фракцій комплементу С3 та С1q оцінювали шляхом використання візуально-аналогової шкали. Так, реакцію позначали як відсутню, слабку, помірну та виразну (від 0 до «+++» відповідно).
Мікроскопічне дослідження та фотоархівування препаратів проводили із використанням світлооптичних мікроскопів «Сarl Zeiss» Primo Star з камерою Axiocam105 color, «Сarl Zeiss» АХ10 (Німеччина), «Nikon eclipse 100» з камерою Delta optical PRO 5 MP та системи обробки даних «Axiovision» при збільшенні об’єктиву 10, 20, 40, бінокулярної насадки 1,5 та окулярів 10.

На третьому етапі дослідження проводився аналіз залежностей між окремими морфологічними ("морфологія – морфологія") та клінічними ("клініка – морфологія") показниками у групах І-ІІІ з метою виявлення клініко-патогенетичних паралелей імунокомплексного ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС в залежності від ступеня імуносупресії (рiвня CD4) та вірусемії (за наявності даних), як головного індукуючого ураження фактора, та визначення діагностичних критеріїв і етіології головного альтеративного фактора.


Статистичне оброблення отриманих результатів проводили на персональному комп’ютері з застосуванням програми «STATISTICA 10 for Windows» (Copyright® StatSoftInc., США, ліцензія № STA999K347156-W). Первинний аналіз базувався на використанні методів варіаційної статистики. 

Порівняльний аналіз клінічних, лабораторних та морфологічних критеріїв з оцінкою статистичної значущості різниці між порівнюваними групами І-ІІІ при порівнянні якісних ознак проводився з використанням критерію Хі-квадрат (χ2). Відмінності вважалися значущими при р<0,05. 

В окремих випадках для порівняння параметрів, що рідко виявлялися в досліджуваних групах (мале число спостережень – 5 і менше), для оцінки значущості міжгрупової різниці за частотними розподілами використовувався точний критерій Фішера. Для виявлення залежностей параметрів «клініка-морфологія» використовували ROC-аналіз.
РОЗДІЛ 3

ГЕНДЕРНО-ВІКОВА ТА КЛІНІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА ДОСЛІДЖУВАНИХ ГРУП І-ІІІ


Метою даного розділу є проведення порівняльного аналізу гендерних, вікових, клінічних та лабораторних характеристик груп I-III на підставі даних архівної медичної документації.

Середній вік хворих у групах І-ІІІ не відрізнявся (р>0,05) та становив у групі І 40,9±7,1 років, у групі ІІ – 38,8±8,5 років, у групі ІІІ – 37,9±6,2 років (рис.3.1).
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Рис. 3.1 Середній вік хворих у групах І-ІІІ. Діаграма розмаху ([image: image4.wmf]–середнє, [image: image5.wmf] – середнє+стандартна похибка, [image: image6.wmf] – середнє+0,95 довірчий інтервал).

При аналізі досліджуваних груп за гендерною ознакою було відмічено відсутність (р>0,05) різниці між кількістю чоловіків і жінок у групі ІІІ, у той час як у групах I, II переважала (р<0,05) кількість чоловіків над кількістю жінок (рис. 3.2). Так, кількість чоловіків і жінок у групах І-ІІІ становила відповідно 15 (75%) і 5 (25%), 17 (85%) і 3 (15%), 9 (60%) і 6 (40%). 

Оскільки дослідження включало в себе переважно летальні випадки, гендерно-клінічні кореляції досліджуваних груп співпадають з загальним гендерним розподілом структури летальності серед ВІЛ-інфікованих. 
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Рис. 3.2 Гендерна характеристика груп І-ІІІ. 
Розподіл по клінічним стадіям ВІЛ-інфекції у досліджуваних групах наведено на рисунку 3.3. У проведене нами дослідження не потрапили випадки з І та ІІ клінічними стадіями, що можна пояснити декількома фактами. По-перше, виявляємість та реєстрація первинних випадків ВІЛ-інфекції на І-ІІ клінічних стадіях до впровадження національних та локальних скринінгових програм була низькою і дана тенденція продовжується. По-друге, пацієнти з І-ІІ клінічними стадіями не потрапляють до структури летальності ВІЛ, що зумовлено клініко-патогенетичними механізмами танатогенезу та принципами формулювання клінічних та патологоанатомічних діагнозів. 

Випадки з ІІІ клінічною стадією ВІЛ-інфекції були розподілені наступним чином: група І – 4 випадки (20,0%), група ІІ – 9 випадків (45,0%), група ІІІ – 5 випадків (33,3%). Наявна різниця між групами І та ІІ (р<0,05) і між групами ІІ та ІІІ відповідає клінічним особливостям контингенту груп, що обумовлено прийомом АРТ (рис. 3.3). Переважання пацієнтів з ІІІ клінічною стадією у групі II обумовлено імунологічними показниками на тлі прийому АРТ. Водночас дані пацієнтів з ІІІ клінічною стадією у групі ІІІ суперечать очікуваним, що може бути обумовлено пізнім призначенням АРТ на тлі глибокої імуносупресії (CD4 < 50 кліт\мм3) та високих показників вірусного навантаження.
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Рис. 3.3 Структура розподілу груп I-III по клінічним стадіям ВІЛ-інфекції.
У групах I-III клінічна стадія IV була виявлена відповідно в 16 випадках (80,0%), 11 випадках (55,0%) та 10 випадках (66,7%). Такі показники відповідали прогнозованим, стосовно контингенту досліджуваних груп найбільша і достовірно відмінна (р<0,05) кількість випадків спостерігалася у групі І. Кількість випадків з даною стадією у групах ІІ та ІІІ не відрізнялася (р>0,05).
Різниця між розподілом за ІІІ та IV клінічними стадіями ВІЛ-інфекції була відсутня (р>0,05) у групі ІІ, а у групах І та ІІІ переважала (р<0,05) кількість випадків з IV клінічною стадією, що також відповідає прогнозованим показникам відповідно до клінічних характеристик пацієнтів.
Під час роботи з архівною медичною документацією було проведено систематизацію данних стосовно задокументованих діагнозів щодо патології нирок (для груп І-ІІІ) та ураження печінки (для груп І-ІІ). У заключних клінічних діагнозах ураження нирок було зазначено переважно у рубриці «Супутні захворювання» при формулюванні наступних нозологічних одиниць – «Хронічний пієлонефрит, стадія загострення». У рубриці «Ускладнення основного захворювання» переважно вказували «Вторинну нефропатію», та один діагноз у випадку з групи ІІ містив таку патологію як «Гострий тубулоінтерстиціальний нефрит, гостре пошкодження нирок», що не було підтверджено патологоанатомічним діагнозом. 
Розподіл за клінічними діагнозами ураження нирок у досліджуваних групах є рівномірним (рис. 3.4). Нами була виявлена відсутність (р>0,05) різниці серед пацієнтів з «Хронічним пієлонефритом, стадія загострення» (група І – 6 випадків (30,0%), група ІІ – 4 випадки (20,0%), група ІІІ – 4 випадки (26,6%)) (рис. 3.4). Вторинну нефропатію було діагностовано в 4 випадках (20,0%) групи І, в 2 випадках (10,0%) групи ІІ, в 1 випадку (6,7%) групи ІІІ, що також статистично не відрізнялося (р>0,05). 

Відсутність нефропатії, тобто відсутність будь-якої нозологічної одиниці ураження нирок у структурі заключного клінічного діагнозу, також має рівномірний розподіл серед груп І-ІІІ (група І – 10 випадків (50,0%), група ІІ – 13 випадків (65,0%), група ІІІ – 10 випадків (66,7%)).
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Рис. 3.4 Аналіз наявності ниркової патології у групах І-ІІІ.

У групах I-III було виявлено превалювання (р<0,05) кількості випадків з відсутністю патології нирок. Кількість випадків у групах I-III з «Хронічним пієлонефритом, стадія загострення» та «Вторинною нефропатією» не відрізнялася (р>0,05). Така картина може свідчити, з однієї сторони, про низький рівень ролі ураження нирок у структурі летальності серед ВІЛ-інфікованих та ко-інфікованих пацієнтів, а, з іншого боку, – про недостатній обсяг клініко-діагностичних заходів для ранньої верифікації ураження нирок серед даної когорти пацієнтів.

У хворих груп I-II в клінічних діагнозах серед патології печінки було виявлено дві нозологічні одиниці: «Хронічний вірусний гепатит С» та «Хронічний вірусний гепатит С у поєднанні з цирозом печінки» (рис. 3.5). В обох групах було виявлено превалювання (р<0,05) кількості випадків з «Хронічним вірусним гепатитом С» (у групі I – 17 випадків (85%), у групі II – 18 видадків (80%)) порівно з кількістю випадків з «Хронічним вірусним гепатитом С у поєднанні з цирозом печінки» (у групі I – 3 випадки (15%), у групі II – 2 видадки (20%)). Кількість випадків у групах I-II з «Хронічним вірусним гепатитом С», «Хронічним вірусним гепатитом С у поєднанні з цирозом печінки» не відрізнялася (р>0,05).
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Рис. 3.5. Аналіз патології печінки у групах І-ІІ.

У групах I-II при співставленні данних у клінічному діагнозі щодо патології нирок та печінки було виявлено, що при наявності в діагнозі «Хронічного вірусного гепатиту С у поєднанні з цирозом печінки» не було зафіксовано ниркової патології.

У групах I, II при наявності у клінічному діагнозі «Хронічного вірусного гепатиту С» (n=35) в 18 випадках (51,4%) патології нирок не було зафіксовано, в 10 випадках (28,6%) було виявлено «Хронічний пієлонефрит, стадія загострення», в 6 випадках (17,1%) – «Вторинну нефропатію», а в 1 випадку (2,9%) – «Гострий тубулоінтерстиціальний нефрит, гостре пошкодження нирок» (рис. 3.6).
Для окреслення імунологічного статусу, клінічної характеристики досліджуваних груп та вирішення питання доцільності та напрямків подальшого клініко-морфологічного співставлення було проаналізовано дані щодо рівня CD4 в крові.
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Рис. 3.6. Відсутність/наявність патології нирок у випадках наявності у клінічному діагнозі «Хронічного вірусного гепатиту С».

При визначенні внутрішньогрупового розподілу за середнім арифметичним зі стандартним відхиленням отримано наступні дані: група І – 126,6 (±143,9) клітин/мкл, група ІІ – 191,3 (±177,9) клітин/мкл та група ІІІ – 188,0 (±139,8) клітин/мкл. Середньогруповий рівень CD4 був вищий (р<0,05) у групах II, III порівняно з групою І, що відповідає імунологічній характеристиці груп з точки зору стадії захворювання. Проте отримані дані недостатні для визначення клініко-морфологічних залежностей.
Враховуючи прийом АРТ у пацієнтів з ВІЛ-інфекцією можна передбачити 3 варіанти розподілу даних показників з прогнозованою тканинною реакцією. В першому варіанті розглянемо імуносубкомпетентний рівень CD4 (>300 клітин/мкл) та еліміновану вірусемію (до 20 РНК-копій\мл). Другий – середня та глибока імуносупресія CD4 (300 – 50 клітин/мкл) при високому вірусному навантаженні (>100 000 РНК-копій\мл). Третій варіант повної імуносупресії CD4 (<50 клітин/мкл) та високого вірусного навантаження.
Результати розподілу визначених інтервалів у досліджуваних групах представлено на рисунку 3.7.
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Рис. 3.7 Структура розподілу інтервальних показників CD4 у досліджуваних групах І-ІІІ.

У групі I було виявлено превалювання кількості випадків з інтервальним показником CD4 від 0 до 50 клітин/мкл (10 випадків (50%)), проте у групах II, III було відмічено превалювання кількості випадків з інтервальним показником CD4 від 50-300 клітин/мкл (у групі II – 9 випадків (45%), у групі III – 6 випадків (40%), отже у групі I було виявлено максимально виражений рівень імуносупресії. Отримані результати обумовлені тим, що у групі I пацієнтам не призначали АРТ, в той час як у групах II, III пацієнтам дана терапія була призначена. 

Резюме

У даному розділі нами було проведено порівняльний аналіз гендерних, вікових та деяких клінічних характеристик досліджуваних груп I-III. Групи I-III не відрізнялися за віком. Гендерний розподіл демонстрував перевагу кількості чоловіків над жінками у групах І, ІІ, в той час як у групі III не було виявлено гендерних відмінностей.

У групах I-III ВІЛ-інфекція була представлена тільки випадками з ІІІ та IV стадіями захворювання, що обумовлено використання у даному дослідженні переважно секційного матеріалу. У групі II різниця між розподілом за ІІІ та IV клінічними стадіями ВІЛ-інфекції була відсутня, проте у групах І та ІІІ переважала кількість випадків з IV клінічною стадією.
При оцінці рівня CD4 в крові, як маркера імуносуперсії та подальшого прогностичного фактору для моделювання шляхів та видів розвитку ХХН, було виявлено найнижчий показник у групі І порівняно з групами ІІ, ІІІ, що було обумовлено відсутністю прийому АРТ серед даних пацієнтів. У групах ІІ, ІІІ даний показник не відрізнявся.

Проведений нами аналіз заключних клінічних діагнозів засвідчив, що патологія нирок у хворих з ВІЛ-інфекцією, а особливо у хворих з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, залишається поза увагою клініцистів, що обумовлено незадовільною обізнаністю лікарів щодо даної патології, недостатньою кількістю діагностичних/диференційно-діагностичних критеріїв данної нефропатології. Останній факт актуалізує проведення комплексних морфологічних досліджень, спрямованих на визначення морфо-функціональних особливостей паренхіматозного та стромального компонентів нирок при ВІЛ-інфекції, ко-інфекції ВІЛ\ВГС, враховуючи відсутність/наявність проведеної АРТ та рівень CD4 як основної характеристики рівня імуносупресії у даної категорії хворих.
Роботи, що опубліковані за матеріалами даного розділу:

1. Городецька АІ, Дядик ОО, Іванова МД. Клініко-морфологічна характеристика ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС серед пацієнтів, що не отримували антиретровірусну терапію. Нирки. 2021;10(2):12-18. [1].
РОЗДІЛ 4

ПАТОМОРФОЛОГІЧНА ХАРАКТЕРИСТИКА НИРОК ДОСЛІДЖУВАНИХ ГРУП І-ІІІ
4.1 Патоморфологічна характеристика нирок у пацієнтів, що хворіли на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС та не приймали АРТ (група I)
4.1.1 Морфологічні особливості гломерулярного апарату нирок
Метою даного підрозділу є оцінка морфологічної картини гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи І з використанням ОК та покритерійного опису без верифікації нозологічних форм [137-139]. Мезангіальна гіперцелюлярність (М) визначалася наявністю більше 4 мезангіальних клітин у будь-якій мезангіальній ділянці клубочка та оцінювалася як «М0» за наявності у <50% клубочків, або «М1» при ≥50% [139-141]. При оцінці даних змін ми спостерігали переважно сегментарну мезангіальну проліферацію з розширенням мезангіального матриксу з ураженням ≥50% клубочків у 14 (70%) випадках та з залученням <50% клубочків у 3 (15%) випадках. Однак враховуючи, що для оцінки даних за ОК достатньо 8 клубочків, а середня кількість клубочків у досліджуваних нефробіоптатах становила 50, ми інтерпретували виявлені зміни як «–» – за наявності менш ніж у 5% клубочків, «±» – за наявності у 5-20% клубочків, та «+» або «++» при виявленні М відповідно в 20-50% та ≥50% клубочках (рис. 4.1.1.1). 
Первинна верифікація імунних комплексів у гломерулярному компоненті проводилася за допомогою PTAH-реакції. Нами було виявлено гомогенні еозинофільні включення переважно субендотеліально (рис. 4.1.1.2).
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Рис. 4.1.1.1. Мезангіальна гіперцелюлярність, дегенеративні зміни в епітелії канальців, незначна перигломерулярна клітинна інфільтрація. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
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Рис. 4.1.1.2. Субендотеліальні імунні комплекси в зоні колабованих капілярних петель клубочка, імунний комплекс на тубулярній мембрані. PTAH-реакція, × 40.
При ІГХД у зонах М було виявлено експресію CD 68 (рис. 4.1.1.3), що свідчить про макрофагальну активність – поодинокі клітини з переважною локалізацією в мезангіумі.
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Рис. 4.1.1.3. Позитивна експресія макрофагів у зоні мезангію, в ділянках перигломерулярного клітинного інфільтрату. ІГХД з CD 68, × 200.
Серед імуноглобулінів було виявлено експресію IgМ у вигляді множинних депозитів у клубочках, зокрема вогнищеві гранулярні депозити мезангіума до «++». IgG та С3 візуалізувалися як дрібні гранулярні депозити до «+».
Ендокапілярна проліферація (Е) визначалася як гіперцелюлярність внаслідок збільшення кількості клітин у просвіті капілярів клубочків та оцінювалася як «Е0» – відсутність такої, або «Е1» – за наявності хоча б у одному [140-141]. При описі «Е» компоненту ми виявили інфільтрацію клубочків моноцитами, нейтрофільними лейкоцитами, макрофагами в 1 (5%) випадку при залученні ≥50% клубочків, що було розцінено як ексудативний компонент запальної реакції. Морфологічна картина даних випадків відповідала мембранопроліферативному гломерулонефриту. 
Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу верифіковано у 1 (5%) випадку. Нерівномірно виражене набрякання та сегментарна проліферація ендотеліальних клітин при залученні 20-50% клубочків було виявлено в 7 (35%) випадках.
Позитивна експресія IgA, IgМ та IgG, фракції комплементу С3 у вигляді лінійних та гранулярних депозитів уздовж ендотелію капілярів була з інтенсивністю від «+» до «+++» (рис. 4.1.1.4-4.1.1.7).
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Рис. 4.1.1.4. Гранулярні депозити IgА в зонах периферичних капілярних петель. ІГХД з IgА, × 400.

Гістохімічна реакція на амілоїд була негативною (рис. 4.1.1.8).
Одним з важливих компонентів морфологічного субстрату нефропатій був сегментарний гломерулосклероз (S), який визначався як наявність ділянок адгезії (зрощення периферійних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена) та склерозу, частини, але не цілого гломерулярного пучка. Зміни оцінювали як «S0» за відсутності та «S1» за наявності сегментарного гломерулосклерозу відповідно [140-141].
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Рис. 4.1.1.5. Лінійні, сегментарно гранулярні депозити IgM вздовж ендотелію капілярів, у зонах склерозу, вогнищево в базальній мембрані капсули Боумена. ІГХД з IgM, × 400.
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Рис. 4.1.1.6. Гранулярні різного розміру депозити IgG уздовж ендотелію капілярів та в подоцитах. ІГХД з IgG, × 400.
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Рис. 4.1.1.7. Лінійні та гранулярні різного розміру депозити С3 уздовж ендотелію капілярів, в подоцитах, в епітелії канальців. ІГХД з С3, × 400.
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Рис. 4.1.1.8. Негативна реакція на амілоїд. Забарвлення конго-рот, × 40.

У 18 випадках (90%) було виявлено склероз капілярних петель. Останній у 15 випадках (75%) супроводжувався їх спадінням/колапсом. Потовщення стінок капілярів, а саме базальних мембран капілярів, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран (феномен «трамвайної колії») було визначено в 16 випадках (80%). Поряд з цим спостерігалася експресія депозитів IgА в межах «+» до «++» та C3 фракції комплементу від «+» до «+++» відповідно. Симетрична картина експресії відмічалась і в ділянках нерівномірного потовщення, вогнищевого розщеплення капілярних петель, яке було виявлено в 11 (55%) випадках.
Склероз капсули Боумена реєструвався в 8 (40%) випадках, в одному з яких було виявлено точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули (5%), а також відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули (1 випадок, 5%) з дегенерацією їх цитоплазми (1 випадок, 5%). У 2 випадках (10%) виявлено різко еозинофільний гомогенний (білковий) компонент у просвіті капсули Боумена.

У 3 (15%) випадках був наявний повний склероз 5-20% клубочків та ≥50% клубочків у 2 випадках (10%). У більшості з них був наявний перигломерулярний запальний інфільтрат, позитивний до CD68 та з поодинокими CD20 позитивними В-лімфоцитами. ФСГС верифіковано у 12 (60%) випадках із залученням ≥50% клубочків.
Від 2013 року оновлена ОК включає в себе критерій «С» (crescents) – наявність півмісяців та мікропівмісяців, що є проліферацією епітелію вісцеральних клітин капсули Боумена та епітеліальною гіперплазією та гіпертрофією. Оцінюється як «C0» – відсутність півмісяців, «C1» – наявність півмісяців від одного до 4 клубочків та «C2» наявність півмісяців у більш ніж 4 клубочках [140-141]. Такі зміни нами було виявлено в 3 випадках (15%) з показником «С1» (рис. 4.1.1.9).

Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.1.1.1. 
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Рис. 4.1.1.9. Формування фіброклітинного півмісяця, потовщення базальної мембрани капсули Боумена, дегенеративні зміни епітелію канальців, склероз судин. PAS-реакція, × 400. 

Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи І будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами ІІ-ІІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.
Таблиця 4.1.1.1
Патоморфологічні зміни гломерулярного компоненту нирок у досліджуваних випадках групи І

	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Колабування/спадіння капілярних петель
	15 (75%)

	2
	Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена 
	1 (5%)

	3
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів 
	1 (5,0)

	4
	Відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена
	1 (5%)

	5
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони
	17 (85%)

	6
	Інфільтрація клубочків моноцитами,  поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції)
	1 (5%)

	7
	Наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинного «мікропівмісяця» та/або «півмісяців»
	3 (15%)

	8
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку
	7 (35%)

	9
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу
	1 (5%)

	10
	Білковий компонент у просвіті капсули Боумена
	2 (10%)

	11
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель
	11 (55%)

	12
	Склероз капсули Боумена
	8 (40%)

	13
	Повний склероз/гіаліноз клубочка
	5 (25%)

	14
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")
	16 (80%)

	15
	Склероз капілярних петель
	18 (90%)


4.1.2 Морфологічні особливості тубуло-інтерстиціального компоненту нирок


Метою даного підрозділу є оцінка морфологічної картини тубуло-інтерстиціального компоненту нирок досліджуваної групи І з використанням ОК та покритерійного опису без верифікації нозологічних форм. 

Для оцінки стану тубуло-інтерстиціального компоненту використовували критерій ОК «Т» – атрофію канальців/інтерстиціальний фіброз, які визначалися як розрахунковий відсоток площі кори з атрофією канальців (за наявності) та інтерстиціального фіброзу. В залежності від площі змін розподіляли отриманий результат наступним чином: «Т0» – <25%, «Т1» – складає 25-50% і «Т2» становить > 50% [140-141]. Для виявлення склеротичних змін інтерстиціального компоненту використовували забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном (рис. 4.1.2.1). 
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Рис. 4.1.2.1. Інтерстиціальний міжтубулярний фіброз, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення пікрофуксином за ван Гізоном, × 400.

Початковий інтерстиціальний фіброз строми було виявлено в 5 (25%) випадках переважно за показником «Т0», ще у 6 (30%) випадках з інтенсивністю «Т1». У випадку з мембранозним гломерулонефритом присутній «павутиноподібний» (webby) склероз інтерстицію був інтенсивністю «Т1» – «Т2». Дегенеративні зміни звитих канальців у вигляді різних видів паренхіматозної дистрофії з вогнищами субатрофії та атрофії епітелію з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани були наявні у 9 (45%) випадках зі ступенем вираженості «Т0» – «Т1», та у 2 випадках (10%) зі ступенем «Т2». Такі зміни носили вогнищевий характер з переважною перигломерулярною локалізацією при ФСГС та повному склерозі клубочка. У 11 (55%) випадках було виявлено інтерстиціальні вогнищеві невеликого розміру лімфогістіоцитарні клітинні інфільтрати. У даних випадках також були виявлені дегенеративні зміни з вогнищами субатрофії та атрофії епітелію канальців. 
Кістозноподібна дилатація канальців спостерігалася в 7 випадках (35%) перигломерулярно, що було розцінено нами як компонент морфологічного субстрату ВІЛ-АН (рис. 4.1.2.2), що є прогнозованим субстратом цитопатичної дії ВІЛ без прийому АРТ. 
При ІГХД фенотипу клітинних інфільтратів нами відмічено, що склад їх був переважно представлений CD68+-макрофагами з експресією від «++» до «+++» та поодинокими CD20+-В-лімфоцитами (рис. 4.1.2.3).

В інтерстиції поза межами запально-клітинних інфільтратів при ІГХД були виявлені поодинокі CD4+-клітини та CD8+-клітини (рис. 4.1.2.4, 4.1.2.5).
[image: image23.jpg]



Рис. 4.1.2.2. ФСГС, кістозноподібна дилатація частини канальців, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 40.
[image: image24.jpg]



Рис. 4.1.2.3. CD20+-клітини в стромі проміж канальців. ІГХД з CD20, × 400.
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Рис. 4.1.2.4. CD4+-клітини в інтерстиції нирки. ІГХД з CD4, × 400.
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Рис. 4.1.2.5. Поодинокі CD8+клітини  проміж канльцями в інтерстиції нирки. ІГХД з CD8, × 400.

Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.1.2.1.
Таблиця 4.1.2.1
Патоморфологічні зміни тубулярного та інтерстиціального компоненту у групі І
	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати
	11 (55%)

	2
	Інтерстиціальний фіброз строми
	11 (55%)

	3
	Кістозноподібна дилатація канальців
	7 (35%)

	4
	Дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани
	11 (55%)


Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей тубуло-інтерстиціального компоненту нирок досліджуваної групи І будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами ІІ–ІІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.

4.1.3 Аналіз залежностей між окремими клінічними та морфологічними показниками ("клініка – морфологія") у випадках імунокомплексного ураження нирок групи І
Метою даного підрозділу є порівняльний та кореляційний аналіз залежностей між клінічними та морфологічними показниками досліджуваної групи І.

Для візуалізації та окреслення домінантної групи патоморфологічних змін серед досліджуваних пацієнтів ми вважали за доцільне підрахунок критеріїв за схемою – «Х» помножене на загальну кількість оцінюваних критеріїв = n, де «Х» – це кількість пацієнтів у групі, кількість оцінюваних критеріїв відповідно до розподілу на хронічні (8) та активні (11) зміни та «n» – максимально можлива кількість проявів патоморфологічних змін у групі. При загальній кількості досліджуваних випадків 20 (Х) загальна кількість хронічних (склеротичних) змін становила 160, а активних – 220.
Кількість виявлених патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного, інтерстиціального компонентів при покритерійному описі становила 87 (54,3%) та 60 (27,2%) для «хронічних» та «активних» відповідно (рис. 4.1.3.1). Загальний показник виявлених критеріїв досліджуваної групи становив 38,6%.
При співставленні морфологічного патерну та рівня CD4 в крові виявлено кореляцію поліморфності з рівнем імуносупресії: пацієнти з виразною супресією демонстрували меншу кількість знайдених змін, переважно склеротичного характеру. З ростом рівня CD4 спостерігалося залучення клітинного імунітету (тубуло-інтерстиціальні зміни), морфологічний субстрат збагачувався проліферативним компонентом (рис. 4.1.3.2).
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Рис. 4.1.3.1. Відсотковий розподіл у досліджуваній групі І хронічних (склеротичних) та активних (продуктивних) патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного та інтерстиціального компонентів.
[image: image28.jpg]



Рис. 4.1.3.2. Сегментарна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони. Інфільтрація клубочка моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами. Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочка. Рівень CD4 в крові – 240 клітин/мкл. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
Водночас компоненти ВІЛ-АН та термінальні склеротичні зміни клубочків було верифіковано у пацієнтів з більш збереженим імунним рівнем (рівень CD4 – від 100 до 200 клітин/мкл) (рис. 4.1.3.3). Це можна пояснити спотворенням імунної відповіді внаслідок імуносупресії, що в критичній зоні (CD4 <50 клітин/мкл) спотворює імунокомпетентні механізми – антигенпрезентацію та продукування імуноглобулінів [103, 142, 143]. З іншого боку, склеротичні зміни, в зоні яких було виявлено помірну експресію імуноглобулінів, можуть свідчити про наявність пролонгованого імунокомплексного ураження (рис. 4.1.3.4).
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Рис. 4.1.3.3. Субтотальне склерозування клубочку. Рівень CD4 в крові – 128 клітин/мкл. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
На діаграмі 4.1.3.5 представлено залежність широти морфологічного спектру від рівня CD4, де вертикальна вісь відображає кількість CD4 (клітин/мкл) у крові, а горизонтальна – кількість виявлених морфологічних змін для кожного випадку.
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Рис. 4.1.3.4. Сегментарно гранулярні депозити IgM уздовж ендотелію капілярів, в зонах склерозу, вогнищево в базальній мембрані капсули Боумена. Рівень CD 4 в крові – 128 клітин/мкл. ІГХД з IgM, × 400.
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Рис. 4.1.3.5. Вертикальна вісь – кількість CD4 клітин (клітин/мкл) у крові; горизонтальна вісь – кількість виявлених морфологічних змін у пацієнта.

У випадках, де при високому рівні клітин спостерігається нижча кількість виявлених морфологічних змін, ураження нирок було невираженим, а склеротичні зміни майже відсутні. Також у 5 (25%) випадках було верифіковано клініко-морфологічні зміни достатні для діагнозів мембранопроліферативного, мембранозного гломерулонефриту та вогнищеві зміни, характерні для ВІЛ-АН.
Резюме 
Серед пацієнтів вибірки з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, які не отримували АРТ, було виявлено переважання хронічних (склеротичних) змін над продуктивним компонентом, що може бути пояснено зниженням здатності до продуктивних тканинних реакцій внаслідок імуносупресії та довготривалим перебігом захворювання протягом його прогресування до пізніх клінічних стадій. Це підтверджується кореляцією морфологічних змін з рівнями CD4 – найширший морфологічний спектр спостерігався при діапазоні CD4 від 100 до 250 клітин\мкл, а також виявленням експресії імуноглобулінів та компонентів системи комплементу у відповідних зонах змін. 
4.2 Патоморфологічна характеристика нирок у пацієнтів, що хворіли на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС та приймали АРТ (група II)
4.2.1 Морфологічні особливості гломерулярного апарату нирок
Метою даного підрозділу є оцінка морфологічної картини гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи ІІ з використанням ОК та покритерійного опису без верифікації нозологічних форм [18-20].
При оцінці «М» ми спостерігали сегментарну та дифузну мезангіальну проліферацію з розширенням позаклітинного матриксу з ураженням клубочків ≥50% у 10 (50%) випадках, та з залученням <50% клубочків у 8 (40%) випадках. Однак враховуючи, що для оцінки даних за ОК достатньо 8 клубочків, а середня кількість клубочків у досліджуваних нефробіоптатах становила 50, ми інтерпретували виявлені зміни як «–» – за наявності менш ніж у 5% клубочків, «±» – за наявності у 5-20% клубочків, «+» або «++» при виявленні М у 20-50% та ≥50% клубочків відповідно (рис. 4.2.1.1).
При ІГХД у зонах М було виявлено експресію CD 68 (рис. 4.2.1.2). Наявність даного макрофагального компоненту дозволило нам оцінити виявлені зміни як активний патологічний процес, а не зміни залишкових явищ, які розвинулися до моменту призначення АРТ та супресії ВІЛ. 

При вивчені особливостей депонування імуноглобулінів було виявлено експресію IgA на рівні «+» у вигляді гранулярних депозитів (рис. 4.2.1.3) та IgG з експресією до «+++» (рис. 4.2.1.4).

Під час дослідження компоненту «Е» ми не виявили інфільтрацію клубочків моноцитами, наявність нейтрофільних лейкоцитів та макрофагів (ексудативний компонент запальної реакції). Проте зустрічалися нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин у 16 (80%) випадках при залученні 20-50% клубочків.
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Рис. 4.2.1.1. Мезангіальна гіперцелюлярність, дегенеративні зміни в епітелії канальців, ФСГС. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 50.

Рис. 4.2.1.2. Позитивна експресія макрофагів у зоні мезангіуму. ІГХД з CD68, × 400.
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Рис. 4.2.1.3. Гранулярні депозити IgА в зонах периферичних капілярних петель та базальної мембрани канальців. ІГХД з IgА, × 400.
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Рис. 4.2.1.4. Гранулярні депозити IgG в зоні колапсованих периферичних капілярних петель. ІГХД з IgG, × 400.

Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу було верифіковано в 7 (35%) випадках з мономорфною інтенсивністю до «+» (рис. 4.2.1.5). При оцінці зразків з ІГХД отримано позитивну експресію CD68 макрофагів, поряд з цим негативну експресію МКА до CD20 та CD8.

[image: image35.jpg]



Рис. 4.2.1.5. Інфільтрація капілярних петель клубочка моноцитами та нейтрофільними лейкоцитами, помірно виражена клітинна проліферація. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

В досліджуваній групі були виявлені склеротичні зміни у вигляді вогнищевих точкових зрощень периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена у 3 (15%) випадках, при чому тільки в 1 випадку (5,0%) ураження спостерігалося у 20% клубочків. Склероз периферичних капілярних петель клубочка виявлений в 13 (65%) випадках при рутинному забарвленні та постановці PAS-реакції (рис. 4.2.1.6). У цих ділянках демонструвалася експресія ІgA, IgG, IgM (рис. 4.2.1.7) та С1q фракції комплементу (рис. 4.2.1.8) у симетричних ділянках від «+» до «++».
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Рис. 4.2.1.6. Перихілярний склероз, склероз периферичних капілярних петель, зрощення їхз епітелієм капсули Боумена, нерівномірне потовщення базальної мембрани капсули Боумена. PAS-реакція, × 400.
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Рис. 4.2.1.7. Лінійні, сегментарно гранулярні депозити IgM уздовж ендотелію капілярів, в зонах склерозу, вогнищево в базальній мембрані капсули Боумена. ІГХД з IgM, × 50. 
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Рис. 4.2.1.8. Гранулярні депозити С1q в зоні мезангіальної гіперцелюлярності, фокально вздовж ендотелію. ІГХД з С1q, × 400.
Повний склероз клубочків спостерігався в 4 (20%) випадках (рис. 4.2.1.9), що супроводжувалося щільним перигломерулярним інфільтратом, що свідчило про залучення до патологічного процесу клітин інтерстицію, активацію клітинної інфільтрації як у ділянках зі збереженням структурних елементів, так і навколо гломерулосклерозу. Реакція на амілоїдоз була негативною.
При ІГХД з МКА до CD4 у змінених клубочках була виявлена негативна реакція, проте спостерігалася помірна експресія МКА до CD68 та CD8 (рис. 4.2.1.10). 

Нами були виявлені зміни, які розцінені як предиктори розвитку склерозу, – фокальне та мікровогнищеве спадання (12 випадків (60%)), склероз (13 випадків (65%)), вогнищеве розщеплення капілярних петель (17 випадків (85%)), склероз капсули Боумена (7 випадків (35%)) з випадінням білкового компоненту в просвіт капсули (1 випадок, 5%) та потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії", "tram tracks"), перихілярний фокальний склероз (18 випадків, 90%).
При постановці PTAH-реакції в описаних зонах були верифіковані субендотеліальні еозинофільні включення (рис. 4.2.1.11). При ІГХД даних ділянок спостерігалася експресія IgG та C3 фракції комплементу в межах «+», «++» інтенсивності відповідно (рис. 4.2.1.12, 4.2.1.13).

До «активних» критеріїв морфологічної оцінки були віднесені виявлені зміни подоцитів, а саме дегенерація (вакуолізація) цитоплазми, що зустрічалася в 9 (45%) випадках, та відшарування їх від базальної мембрани капсули Боумена (3 випадки, 15%).
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Рис. 4.2.1.9 Тотальний гломерулосклероз, перигломерулярна щільна лімфогістіоцитарна клітинна інфільтрація, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

[image: image40.jpg]



Рис. 4.2.1.10. Позитивна експресія CD8 лімфоцитів у складі інтерстиціального перигломерулярного клітинного інфільтрату. ІГХД з CD8, ×400.
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Рис. 4.2.1.11. Субендотеліальний, перихілярний імунний комплекс, розщеплення капсули Боумена, дегенеративні зміни епітелію канальців. PTAH-реакція, ×400.
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Рис. 4.2.1.12. Гранулярні депозити IgG в зонах периферичних капілярних петель з колаптоїдними та склеротичними змінами. ІГХД з IgG, × 400.
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Рис. 4.2.1.13. Гранулярні вогнищеві депозити С3 у зонах мікровогнищевого спадіння капілярних петель. ІГХД з С3, × 400.

Оновлена ОК у 2013 р. включає в себе наявність півмісяців – crescents, «С», проте в нашій групі їх не було виявлено. Серед досліджуваної групи не було виявлено жодного випадку ВІЛ-АН, що співпадає з прогнозованим спектром ураження нирок для пацієнтів цієї вибірки, оскільки відсутність реплікації ВІЛ на тлі прийому АРТ виключає безпосередній цитопатичний ефект на нирки, а сам вид нефропатії не є найбільш характерним для європеоїдної раси [23, 30].

Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.2.1.1.
Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи ІІ будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами І, ІІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.

Таблиця 4.2.1.1
Патоморфологічні зміни гломерулярного компоненту у групі ІІ

	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Колабування/спадіння капілярних петель
	12 (60%)

	2
	Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена
	3 (15%)

	3
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів 
	9 (45%)

	4
	Відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена
	3 (15%)

	5
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони
	18 (90%)

	6
	Інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції)
	0 (0%)

	7
	Наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинного «мікропівмісяців» та/або «півмісяців»
	0 (0%)

	8
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку
	16 (80%)

	9
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу
	7 (35%)

	10
	Білковий компонент у просвіті капсули Боумена
	1 (5%)

	11
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель
	17 (85%)

	12
	Склероз капсули Боумена
	7 (35%)

	13
	Повний склероз/гіаліноз клубочка
	4 (20%)

	14
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")
	18 (90%)

	15
	Склероз капілярних петель
	13 (65%)


4.2.2 Морфологічні особливості тубуло-інтерстиціального компоненту нирок

Початковий інтерстиціальний фіброз строми було виявлено в 13 (65%) випадках при забарвлені за ван Гізоном (рис. 4.2.2.1) переважно за показником «Т0» – «Т1». Дегенеративні зміни у вигляді різних видів дистрофії з вогнищами субатрофії та атрофії епітелію з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани були наявні в 7 (35%) випадках зі ступенем вираженості «Т0» – «Т1». 
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Рис. 4.2.2.1. Початковий інтерстиціальний фіброз у зоні клітинної інфільтрації, вогнищеве потовщення тубулярної базальної мембрани строми. Забарвлення за ван Гізоном, × 400.

У 10 (50%) випадках було виявлено інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати. В 1 випадку (5%) була наявна кістозноподібна дилатація канальців. При ІГХД склад клітинних інфільтратів був переважно мономорфним, представлений переважно CD20 позитивними В-лімфоцитами (рис. 4.2.2.2) та CD68 позитивними макрофагами (рис. 4.2.2.3). Також спостерігалася експресія CD4 у вигляді поодиноких клітин поза межами інфільтрату та фокальних скупчень (рис. 4.2.2.4).
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Рис. 4.2.2.2. Скупчення позитивних В-лімфоцитів у клітинному інфільтраті проміж канальцями в стромі. ІГХД з CD20, × 400.
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Рис. 4.2.2.3. Позитивна експресія макрофагів у складі інтерстиціального клітинного інфільтрату. ІГХД з CD 68, × 400.
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Рис. 4.2.2.4. Поодинокі Т-лімфоцити в перигломерулярній зоні та їх скупчення в інтерстиції. ІГХД з CD4, × 40.

Як і в гломерулярній частині, тубуло-інтерстиціальний компонент при забарвленні конго-рот був негативний до амілоїду (рис. 4.2.2.5).
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Рис. 4.2.2.5. Негативна реакція на амілоїд. Забарвлення конго-рот, × 40.

Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.2.2.1. 

Таблиця 4.2.2.1

Патоморфологічні зміни тубуло-інтерстиціального компоненту у групі ІІ
	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати
	10 (50%)

	2
	Інтерстиціальний фіброз строми
	13 (65%)

	3
	Кістозноподібна дилатація канальців
	1 (5%)

	4
	Дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани
	7 (35%)


Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей тубуло-інтерстиціального компоненту нирок досліджуваної групи ІІ будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами І і ІІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.

4.2.3 Аналіз залежностей між окремими клінічними та морфологічними показниками ("клініка – морфологія") у випадках імунокомплексного ураження нирок групи ІІ
Метою даного підрозділу є порівняльний та кореляційний аналіз залежностей між клінічними та морфологічними показниками досліджуваної групи ІІ.
Для візуалізації та окреслення домінантної групи патоморфологічних змін серед досліджуваних пацієнтів ми вважали за доцільне підрахунок критеріїв за схемою – «Х» помножене на загальну кількість оцінюваних критеріїв = n, де «Х» – це кількість пацієнтів у групі, кількість оцінюваних критеріїв відповідно до розподілу на хронічні (8) та активні (11) зміни та «n» – максимально можлива кількість проявів патоморфологічних змін у групі. При загальній кількості досліджуваних випадків 20 (Х) загальна кількість хронічних (склеротичних) змін становила n = 160, а активних – 220. Кількість виявлених патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного, інтерстиціального компонентів при покритерійному описі становила 80 (50%) та 79 (35%) для «хронічних» та «активних» відповідно (рис. 4.2.3.1). З максимально можливої кількості ознак серед досліджуваних випадків було виявлено 41,8% з перевагою склеротичних змін.
При порівнянні морфологічного патерну було виявлено переважання хронічних (склеротичних) змін, що обумовлено, з нашої точки зору, як безпосередньо ВГС-індукованим впливом (за умови повної редукції ВІЛ при АРТ), так і залишковими змінами дії ВІЛ у період до призначення АРТ та контролю вірусемії.
На рисунку 4.2.3.2 представлено залежність широти морфологічного спектру від рівня CD4, де вертикальна вісь відображає кількість CD4 (клітин\мкл) у крові, а горизонтальна – кількість виявлених морфологічних змін для кожного випадку.
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Рис. 4.2.3.1. Відсотковий розподіл у досліджуваній групі IІ хронічних (склеротичних) та активних (продуктивних) патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного та інтерстиціального компонентів.
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Рис. 4.2.3.2. Вертикальна вісь – кількість CD4 (клітин\мкл) у крові; горизонтальна вісь – кількість виявлених морфологічних змін у пацієнта.

Найбільш широкий морфологічний спектр (від 11 до 15 морфологічних критеріїв на один випадок) було виявлено при рівні глибокого зниження CD4 (50-300 клітин\мкл). Розподіл між хронічними та активними змінами для цієї підгрупи відповідав загальногруповому, тобто збільшення кількості морфологічних ознак є рівномірним з перевагою в бік склеротичних процесів. Найнижча кількість морфологічних ознак спостерігалася у випадках з середнім рівнем CD4 (300-500 клітин\мкл). У даних випадках ураження нирок було невираженим, з незначним переважанням склеротичних змін.

Резюме
Пацієнти з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, які отримували АРТ, демонстрували морфологічний патерн з невеликим переважанням хронічних (склеротичних) змін, що відповідає загальногруповому розподілу та ставить питання про виявлення загальногрупових кореляцій «клініка-морфологія». Внутрішньогрупова залежність кількості морфологічних критеріїв демонструвала слабку зворотню залежність збагачення морфологічної картини з ростом CD4 до певного порогового значення. Виявлені зміни розцінені як прояв ВГС-індукції, а також редукційних змін дії ВІЛ у дотерапевтичний період.
4.3 Патоморфологічна характеристика нирок у пацієнтів, що хворіли на моноінфекцію ВІЛ та приймали АРТ (група III)
4.3.1 Морфологічні особливості гломерулярного апарату нирок
Метою даного підрозділу є оцінка морфологічної картини гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи ІІІ з використанням ОК та покритерійного опису без верифікації нозологічних форм [18-20]. Мезангіальна гіперцелюлярність (М) визначалася наявністю більше 4 мезангіальних клітин у будь-якій мезангіальній ділянці клубочка та оцінювалася як «М0» за наявності у <50% клубочків, або «М1» при ≥50% [20-22]. При оцінці даних змін ми спостерігали переважно сегментарну мезангіальну проліферацію з розширенням мезангіального матриксу з ураженням клубочків ≥50% у 1 (6,66%) випадку та з залученням <50% клубочків у 4 (26,66%) випадках. Однак, враховуючи, що для оцінки даних за ОК достатньо 8 клубочків, а середня кількість клубочків у досліджуваних нефробіоптатах становила 50, ми інтерпретували виявлені зміни як «–» – за наявності менше ніж у 5% клубочків, «±» – за наявності у 5-20% клубочків, та «+» або «++» при виявленні М у 20-50% та ≥50% клубочків відповідно (рис. 4.3.1.1).

При дослідженні ділянок мезангіальної гіперцелюлярності на наявність імунних комплексів за допомогою PTAH-реакції були ідентифіковані поодинокі дрібні субендотеліальні депозити в зонах проліферації мезангіальних клітин (рис 4.3.1.2).

ІГХД зразків з вищеописаними виявленими змінами продемонструвало позитивну експресію IgG та IgA від «+» до «++» та відсутність експресії IgM (рис 4.3.1.3).
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Рис. 4.3.1.1. Мезангіальна гіперцелюлярність з інтерпозицією мезангіального матриксу у субендотеліальний простір, розщеплення капілярних петель, дегенеративні зміни в епітелії канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
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Рис. 4.3.1.2. Морфологічна картина ВІЛ-АН: кістозоподібна дилатація канальців, колабовані петлі клубочка, імунокомплексні депозити в зоні мезангіальної гіперцелюлярності. PTAH-реакція, ×40.
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Рис. 4.3.1.3. Мезангіальна гіперцелюлярність, дегенеративні та атрофічні зміни епітелію канальців з негативною експресією IgM для всіх структур. ІГХД з IgM, × 100.

Ендокапілярна проліферація (Е) визначалася як гіперцелюлярність внаслідок збільшення кількості клітин у просвіті капілярів клубочків та оцінювалася як «Е0» – відсутність такої, або «Е1» – за наявності хоча б у одному [21, 22]. При аналізі «Е» компоненту ми виявили нерівномірно виражене набухання та вогнищеву проліферацію ендотеліальних клітин клубочку в 10 (66,6%) випадках при залученні від 10% до 50% клубочків, що було розцінено як активні гломерулярні зміни (рис 4.3.1.4).
ІГХД на компоненти системи комплементу дали слабку експресію С3 – «+» та негативну експресію C1q (рис 4.3.1.5, 4.3.1.6).
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Рис. 4.3.1.4. Дифузна мезангіальна проліферація з розширенням позаклітинного матриксу; нерівномірний набряк і вогнищева проліферація ендотеліальних клітин, дегенеративні зміни в епітелії канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
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Рис. 4.3.1.5. Вогнищева проліферація ендотеліальних клітин з одиничними сегментарними депозитами С3 вздовж едотелію капілярів. Дегенеративні зміни епітелію канальців. ІГХД з С3, × 400.
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Рис. 4.3.1.6. Ендотеліальна проліферація в клубочках, склероз капсули Боумена, перигломерулярний запально-клітинний інфільтрат з негативною експресією C1q в усіх структурах. ІГХД з C1q, × 100.


Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу при залученні 20-50% клубочків було верифіковано у 3 (20%) випадках, а зливна інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфно-ядерними лейкоцитами, макрофагами в 1 випадку (6,66%) (рис. 4.3.1.7). 

Фенотипування клітинних інфільтратів виявило позитивну експресію макрофагів (рис. 4.3.1.8), що свідчило на користь активного, але не імуноопосередкованого процесу.


Одним із важливих компонентів морфологічного субстрату нефропатій був сегментарний гломерулосклероз (S), який визначався як наявність ділянок адгезії (зрощення периферійних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена) та склерозу, частини, але не цілого гломерулярного пучка. Зміни оцінювали як «S0» за відсутності та «S1» за наявності сегментарного гломерулосклерозу відповідно [21, 22]. 
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Рис. 4.3.1.7. Зливна інфільтрація клубочка моноцитами, поліморфно-ядерними лейкоцитами, макрофагами, ділянки фібриноїдного некрозу, склерозу, перигломерулярна лімфоплазмоцитарна інфільтрація. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400. 
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Рис. 4.3.1.8. Експресія CD68 у клітинному інфільтраті у просвіті капілярних петель, ділянках експансії мезангіального матриксу. ІГХД з CD68, × 400.


Склероз капілярних петель було виявлено в 10 (66,6%) випадках, що в 7 (46,6%) випадках супроводжувалося їх спадінням/колапсом (рис. 4.3.1.9, 4.3.1.10).
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Рис. 4.3.1.9. Фокальний колапс капілярних петель, стовщення базальної мембрани капілярних петель, дегенеративні зміни в епітелії канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

Потовщення стінок капілярів, а саме базальних мембран капілярів, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран (феномен «трамвайної колії») було виявлено в 7 (46,6%) випадках. Серед останніх в 1 випадку (6,66%) визначалися вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена. Також при оцінці капсули було виявлено дегенеративні зміни (вакуолізацію цитоплазми) подоцитів у 2 випадках (13,3%). Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель було верифіковано в 12 (80,0%) випадках (рис.4.3.1.11).
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Рис. 4.3.1.10. Фокальний колапс капілярних петель, стовщення базальної мембрани капілярних петель. Забарвлення гематоксиліном та еозином, режимна фотофіксація, × 400.
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Рис. 4.3.1.11. Фокальний колапс капілярних петель, потовщення базальної мембрани капілярних петель, дегенеративні зміни в епітелії канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

В 7 (46,6%) випадках було виявлено склероз капсули Боумена. В 2 (13,3%) випадках відмічався білковий компонент у просвіті капсули Боумена (рис.4.3.1.12). В 2 (13,33%) випадках був наявний повний склероз 5-20% клубочків та ≥50% клубочків в 1 (6,66%) випадку (рис. 4.3.1.13).
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Рис. 4.3.1.12. Колапс клубочка, білкові маси у просвіті капсули Боумена,нерівнеоміорний склероз капсули Боумена, щільний перигломерулярний інфільтрат. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.
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Рис. 4.3.1.13. Субтотальний гломерулосклероз, колапс капілярних петель клубочка, дрібновогнищевий інфільтрат, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 40.
При ІГХД в частині склеротично змінених клубочків було виявлено слабку експресію IgG до «+», що може свідчити на користь пролонгованих імунокомплексних реакцій або синдрому реконституції (рис. 4.3.1.14).
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Рис. 4.3.1.14. Експресія IgG в зонах склерозу клубочка та проліферації мезангіальних клітин. ІГХД з IgG, × 400.
Гістохімічне дослідження склерозованих ділянок на амілоїд було негативним (рис. 4.3.1.15).


Від 2013 року оновлена ОК включає в себе критерій «С» (crescents) – наявність півмісяців та мікропівмісяців, що є проліферацією епітелію вісцеральних клітин капсули Боумена та епітеліальною гіперплазією і гіпертрофією. Оцінюється як «C0» – відсутність півмісяців, «C1» – наявність півмісяців від 1 до 4 клубочків, «C2» – наявність півмісяців у більш ніж 4 клубочках [21, 22]. У досліджуваній групі даних змін не було виявлено.

Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.3.1.1.
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Рис. 4.3.1.15. ФСГС, перигломерулярний запально-клітинний інфільтрат, дегенеративні зміни епітелію канальців з негативною реакцією на амілоїд в усіх структурах. Забарвлення конго-рот, × 100.

Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей гломерулярного компоненту нирок досліджуваної групи ІІІ будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами І-ІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.

Таблиця 4.3.1.1

	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Колабування/спадіння капілярних петель
	7 (46,6%)

	2
	Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена
	1 (6,66%)

	3
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів
	2 (13,3%)

	4
	Відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена
	0 (0%)

	5
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони
	5 (33,3%)

	6
	Інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції)
	1 (6,66%)

	7
	Наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинного «мікропівмісяця» та/або «півмісяця»
	0 (0%)

	8
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку
	10 (66,6%)

	9
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу
	3 (20%)

	10
	Білковий компонент у просвіті капсули Боумена
	2 (13,3%)

	11
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель
	12 (80%)

	12
	Склероз капсули Боумена
	7 (46,6%)

	13
	Повний склероз/гіаліноз клубочка
	3 (20%)

	14
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")
	7 (46,6%)

	15
	Склероз капілярних петель
	10 (66,6%)


Патоморфологічні зміни гломерулярного компоненту у випадках групи ІІІ

4.3.2 Морфологічні особливості тубуло-інтерстиціального компоненту нирок


Метою даного підрозділу є оцінка морфологічної картини тубуло-інтерстиціального компоненту нирок досліджуваної групи ІІІ з використанням ОК та покритерійного опису без верифікації нозологічних форм. 

Для оцінки стану тубуло-інтерстиціального компоненту використовували критерій ОК «Т» – атрофію канальців/інтерстиціальний фіброз, які визначалися як розрахунковий відсоток площі кори з атрофією канальців (за наявності) та інтерстиціального фіброзу. В залежності від площі змін розподіляли отриманий результат наступним чином: «Т0» – <25%, «Т1» – складає 25-50% і «Т2» становить > 50% [21, 22]. Початковий інтерстиціальний фіброз строми було виявлено в 9 (60%) випадках переважно за показником «Т1» – «Т2» (рис. 4.3.2.1). 
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Рис. 4.3.2.1. Перигломерулярний інтерстиціальний фіброз з поодинокими лімфоцитами, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

В 1 (6,7%) випадку було верифіковано хронічний тубуло-інтерстиціальний нефрит з атрофією епітелію канальців до 20 на 1 полі зору при збільшенні × 40. Дегенеративні зміни звитих канальців у вигляді різних видів паренхіматозної дистрофії з вогнищами субатрофії та атрофії епітелію з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани були наявні в 2 (13,3%) випадках зі ступенем вираженості «Т0» – «Т1». Дані зміни було верифіковано з переважно вогнищевою локалізацією в зоні фіброзно-склеротичних процесів та запально-клітинних інфільтратів (рис. 4.3.2.2).
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Рис. 4.3.2.2. Перитубулярний лімфо-гістіо-плазмоцитарний інфільтрат, в центрі – каналець з атрофією, мікрокістозною дилатацією, «гіаліновим» вмістом, дегенеративні зміни епітелію канальців. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 400.

В 7 (46,6%) випадках було виявлено інтерстиціальні вогнищеві невеликого розміру лімфогістіоцитарні клітинні інфільтрати з субкапсулярною та перигломерулярною локалізацією. Кістозноподібна дилатація канальців спостерігалася в 2 випадках (13,3%) перигломерулярно, що супроводжувалося колаптоїдною формою ФСГС, та дифузно у випадку з тубуло-інтерстиціальним нефритом (рис.4.3.2.3).  
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Рис. 4.3.2.3. Дифузний нерівномірний інтерстиціальний склероз, мікрокістозна дилятація частини канальців з атрофією епітелію, дегенеративні зміни епітелію канальців, дифузниа лімфоцитарна інфільтрація. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 40.
Результати розподілу морфологічних змін відповідно до обраних критеріїв наведені у таблиці 4.3.2.1.
Таблиця 4.3.2.1
Патоморфологічні зміни тубуло-інтерстиціального компоненту у групі  ІІІ
	№
	Критерії морфологічної оцінки
	Абсолютна/

відносна кількість випадків

	1
	Інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати
	7 (46,6%)

	2
	Інтерстиціальний фіброз строми
	9 (60%)

	3
	Кістозноподібна дилатація канальців
	2 (13,3%)

	4
	Дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани
	2 (13,3%)


Резюме

Отримані під час проведеного дослідження дані щодо морфологічних особливостей тубуло-інтерстиціального компоненту нирок досліджуваної групи ІІІ будуть використані в подальшому у кореляційному аналізі з групами І-ІІ для виявлення диференційно-діагностичних морфологічних особливостей та морфогенезу імунокомплексних уражень нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС.

4.3.3 Аналіз залежностей між окремими клінічними та морфологічними показниками ("клініка – морфологія") у випадках імунокомплексного ураження нирок групи ІІІ
Метою даного підрозділу є порівняльний та кореляційний аналіз залежностей між клінічними та морфологічними показниками досліджуваної групи ІІІ.

Для візуалізації та окреслення домінантної групи патоморфологічних змін серед досліджуваних пацієнтів ми вважали за доцільне підрахунок критеріїв за схемою – «Х» помножене на загальну кількість оцінюваних критеріїв = n, де «Х» – це кількість пацієнтів у групі, кількість оцінюваних критеріїв відповідно до розподілу на хронічні (8) та активні (11) зміни та «n» – максимально можлива кількість проявів патоморфологічних змін у групі. При загальній кількості досліджуваних випадків 15 (Х) загальна кількість хронічних (склеротичних) змін становила n = 120, а активних – 165. Кількість виявлених патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного, інтерстиціального компонентів при покритерійному описі становила 37 (30,8%) та 52 (31,5%) для хронічних (склеротичних) та активних (проліферативних) змін відповідно (рис. 4.3.3.1). 

При порівнянні морфологічного патерну було виявлено рівномірний розподіл між виявленими хронічними та активними морфологічними змінами. Загальна кількість виявлених змін становила 31,2% (89 морфологічних критеріїв від загальної кількості (285)).
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Рис. 4.3.3.1. Відсотковий розподіл хронічних (склеротичних) та активних (продуктивних) патоморфологічних змін гломерулярного, тубулярного, інтерстиціального компонентів у досліджуваній групі III.

На рисунку 4.3.3.2 представлено залежність широти морфологічного спектру від рівня CD4, де вертикальна вісь відображає кількість CD4 (клітин\мкл) у крові, а горизонтальна – кількість виявлених морфологічних змін для кожного випадку. 
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Рис. 4.3.3.2. Вертикальна вісь – кількість CD4 (клітин\мкл) у крові; горизонтальна вісь – кількість виявлених морфологічних змін у пацієнта.

У даній досліджуваній групі було виявлено відсутність чіткої залежності широти морфологічного спектру від кількості CD4. Найменша кількість морфологічних змін при низькому рівні CD4 спостерігалася у випадку низького вірусного навантаження, виявлені зміни – склеротичні. Водночас у випадку з найширшим морфологічним спектром при імуносупресії виявлену морфологічну картину можна було розцінювати як прояви ВІЛ-АН (рис. 4.3.3.3).
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Рис. 4.3.3.3. Колаптоїдна гломерулопатія у поєднанні з мікрокістозною дилатацією частини канальців з атрофією епітелію та білковим компонентом у просвіті, дегенеративні зміни епітелію канальців, дифузна лімфо-гістіоциттарна інфільтрація. Забарвлення гематоксиліном та еозином, × 40.
У найбільшій сукупності випадків кількість морфологічних критеріїв варіює від 6 до 10, а показник CD4 також є різноманітним – від 20 до 386 клітин\мкл, але переважно з невисоким вірусним навантаженням.
Резюме
Морфологічний субстрат проявів ураження нирок серед досліджуваних зразків від пацієнтів з моноінфекцією, що не приймали АРТ, був однорідний відносно хронічних та активних змін. При аналізі кореляції клініко-морфологічних показників визначалася слабка пряма залежність, що може бути пояснено клінічними особливостями даної групи, – пізні строки призначення АРТ, прогресування до клінічних склеротичних процесів.

4.4 Аналіз залежностей між окремими морфологічними ("морфологія – морфологія") та клінічними ("клініка – морфологія") показниками у групах І-ІІІ


Метою даного розділу є кореляційний аналіз залежностей отриманих даних (морфологічних та клінічних показників) для можливого визначення та окреслення основних патоморфологічних критеріїв діагностики імунокомплексних захворювань нирок у хворих на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС; визначення залежності етапів морфогенезу та варіабельності морфологічного спектру ураження нирок від імунного статусу; верифікація морфологічних критеріїв діагностики субнозологічних змін у нирках при ко-інфекції ВІЛ\ВГС та встановлення і статистична апробація значимості морфологічних критеріїв для верифікації активності процесу та їх взаємозв’язок з імунними показниками (CD4 в крові).


Для вирішення питання ролі окремого вірусу в морфогенезі змін ниркової паренхіми було проведено аналіз порівняння виявлених морфологічних змін (критеріїв морфологічної оцінки) в обраних парах досліджуваних груп (І-ІІ, І-ІІІ) з оцінкою статистичної значущості різниці між порівнюваними групами з використанням критерію Хі-квадрат (χ2), точного критерію Фішера для непараметричних критеріїв (табл. 4.4.1). Статистично достовірно відмінними вважалися величини при p<0,05. 
Таблиця 4.4.1

Кореляційний аналіз критеріїв морфологічної оцінки в парах досліджуваних груп (І-ІІ, І-ІІІ)
	№
	Критерії морфологічної оцінки
	ІІ група

абс.кільк./%
	І група

абс.кільк./%
	χ2
	р 
І-ІІ групи
	група ІІІ
абс.кільк.

/%
	χ2
	р 
І-ІІІ групи

	1
	Колабування/спадіння капілярних петель
	12 (60)
	15(75,0)
	1,033
	0,310
	7 (46,6 )
	0,194
	0,660

	2
	Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена 
	3 (15)
	1(5,0)
	0,35551
	p>0,05
	1 ( 6,66)
	0,61898
	p>0,05

	3
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів 
	9(45)
	1(5,0)
	0,00440
	p<0,05
	2 ( 13,3)
	0,05932
	p>0,05

	4
	Відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена
	3(15)
	1(5,0)
	0,35551
	p>0,05
	0 (0,0)
	0,24370
	p>0,05

	5
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони
	18(90)
	17(85,0)
	
	p>0,05
	5 (33,3)
	0,00087
	p<0,05

	6
	Інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції)
	0 (0,0)
	1(5,0)
	
	p>0,05
	1 (6,66)
	
	p>0,05

	7
	Наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинного «мікропівмісяця» та/або «півмісяця»
	0(0,0)
	3(15,0)
	0,11538
	p>0,05
	0 (0,0)
	
	

	8
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку
	16 (80)
	7 (35,0)
	0,00530
	p<0,05
	10 (66,6)
	0,45050
	p>0,05

	продовж. табл.4.4.1

	9
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу
	7(35)
	1(5,0)
	0,02344
	p<0,05
	3(20,0)
	0,45819
	p>0,05

	10
	Інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати
	10 (50)
	11(55,0)
	0,76363
	p>0,05
	7(46,6)
	0,021
	0,884

	11
	Білковий компонент в просвіті капсули Боумена
	1(5,0)
	2(10,0)
	0,61538
	p>0,05
	2(13,3)
	0,56455
	p>0,05

	12
	Інтерстиціальний фіброз строми
	13 (65)
	11(55,0)
	0,104
	0,747
	9 (60,0 )
	0,092
	0,763

	13
	Кістозноподібна дилатація канальців
	1(5,0)
	7(35,0)
	0,04360
	p<0,05
	2(13,3)
	0,755
	0,385

	14
	Дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани
	7(35)
	11(55,0)
	1,628
	0,203
	2(13,3)
	0,24444
	p>0,05

	15
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель
	17(85)
	11(55,0)
	0,04809
	p<0,05
	12(80,0)
	0,150
	0,699

	16
	Склероз капсули Боумена
	7(35)
	8(40,0)
	0,107
	0,744
	7(46,6)
	0,485
	0,487

	17
	Повний склероз/гіаліноз клубочка
	4 (20)
	5(25,0)
	0,144
	0,705
	3 (20,0)
	0,182
	0,670

	18
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")
	18 (90)
	16(80,0)
	0,42159
	p>0,05
	7(46,6)
	0,00823
	p<0,05

	19
	Склероз капілярних петель
	13 (65)
	18(90,0)
	0,07352
	p>0,05
	10(66,6)
	0,011
	0,919


При порівнянні показників І-ІІ групи не було виявлено достовірної різниці частоти трапляння з високою частотою (≥70%) наступних показників - колабування/спадіння капілярних петель, сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони, потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії"), склероз капілярних петель. Тобто такі критерії можна вважати спільним або рутинним морфологічним субстратом змін ниркової паренхіми для пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС у незалежності від прийому АРТ\ рівня CD4.

Вогнищеві точкові зрощення периферичних капілярних петель з епітелієм капсули Боумена, відшарування подоцитів від базальної мембрани капсули Боумена, інфільтрація клубочків моноцитами, поліморфноядерними лейкоцитами, макрофагами (ексудативний компонент запальної реакції), наявність вісцеральної епітеліальної гіперплазії та гіпертрофії по типу клітинних «мікропівмісяців» та/або «півмісяців», інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати, білковий компонент у просвіті капсули Боумена, інтерстиціальний фіброз строми, дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани, склероз капсули Боумена, повний склероз/гіаліноз клубочка не мали статистично значущої різниці з варіативною та мінімальною частотою трапляння (5-55%).


Статистично достовірна різниця виявлена за такими критеріями - дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів з переважанням у ІІ групі (9(45), 0,00440, p<0,05), що може свідчити на користь дії ВГС та про недостатність імунної відповіді на тлі імуносупресії, враховуючи, що даний критерій є «активним\продуктивним» морфологічним компонентом. При порівнянні з ІІІ групою також виявлено різницю в бік ІІ групи, що свідчить на користь ролі ВГС як можливого морфогенетичного фактору.


Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку також з переважанням для групи ІІ (16 (80), 0,00530, p<0,05) як «активні\проліферативні» зміни свідчать на користь опосередкованої дії ВІЛ, або комбінованої дії ко-інфекції, але лише за умови імунокомпетентної відповіді.


Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити), вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу) з вищим показником для групи ІІ (7(35), 0,02344, p<0,05) проявляється лише за умови імунокомпетентної відповіді, не свідчить на користь ВГС та сумнівний щодо імунокомплексного ураження.



Кістозноподібна дилатація канальців достовірно домінує у групі І (7 (35,0), 0,04360, p<0,05), може бути розцінена як прояв дії ВІЛ та формування морфологічного субстрату ВІЛ-АН у пацієнтів з імуносупресією.



Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель переважає серед групи ІІ (17 (85), 0,04809, p<0,05) і може розцінюватися як субстрат ВІЛ-ІК за умови імунокомпетентної відповіді.


Визначну роль ВГС також демонструє статистично значуща відмінність серед досліджуваних груп по критерію «сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони» з мінімальним значенням для групи ІІІ (5 (33,3), 0,00087, p<0,05) при майже однакових показниках серед груп І-ІІ, а також показник «потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")» з симетричною різницею. 

При дослідженні розподілу виявлених морфологічних ознак, що складають групу «хронічних або склеротичних змін», достовірну перевагу таких виявлено у групі ІІ. Такий результат співпадає з прогнозованим, адже відсутність АРТ, низькі показники CD4 та високий рівень вірусного навантаження очікувано сприяють швидкому розвитку незворотних змін як гломерулярного (ФСГС, склероз капілярних петель, стовщення базальних мембран), так і тубулярного (дифузний, фокальний інтерстиціальний склероз) компонентів (рис. 4.4.1). Це відповідає літературним даним щодо швидкої прогресії до фінальної стадії хвороби нирок серед такої когорти пацієнтів.
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Рис. 4.4.1. Розподіл хронічних (склеротичних) змін серед досліджуваних груп І-ІІІ.
Розподіл активних (продуктивних) змін серед досліджуваних груп демонструє незначне переважання також у групі пацієнтів з ко-інфекцією, які не приймали АРТ (рис. 4.4.2). Такий результат можна пояснити відносною різнорідністю груп за імунологічними показниками, зокрема більш активні зміни прогнозовано очікувати там, де є вірусне навантаження (як при моноінфекції, так і при ко-інфекції) з помірними показниками CD4. Тобто коли маємо антиген-нееліміновану вірусемію разом з достатньою кількістю імунокомпетентних ланок для продукування імуноглобулінів та запусків каскадів реакцій різних видів запалення. І хоча такі передумови більш очікувані для групи пацієнтів з ко-інфекцією, що не приймали АРТ, маємо присутній антиген у вигляді ВГС та збережену можливість для реакцій імунної системи, реальні значення CD4 для групи ІІ створили більше передумов для активного процесу.
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Рис. 4.4.2. Розподіл активних (продуктивних) змін серед досліджуваних груп І-ІІІ.
ІГХД застосовано у випадках, підозрілих на ІК-асоційовані ураження нирок в обох групах з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, для підтвердження імуноопосередкованого механізму ураження нирок та деталізації імунологічного спектру таких уражень (табл. 4.4.2).
Одна з моделей патогенезу інфікування ниркової паренхіми ВІЛ описує механізм доставки вірусу до клітин нирок саме інфікованими Т-лімфоцити CD4 [146]. Це можна враховувати при ІГХД на CD4 як один з факторів можливої активності саме ВІЛ у морфогенезі захворювань нирок.

Таблиця 4.4.2
Імуногістохімічний та гістохімічний спектр окремих випадків 
досліджуваних груп І-ІІI
	Біомаркер
	група І
	група ІІ
	група ІІІ

	PTAH-реакція
	Субендотеліальні гомогенні еозинофільні включення
	Еозинофільні включення субендотеліально, перихілярно, в зонах стовщення капсули Боумена, склерозу та розщеплення капілярних петель
	Поодинокі дрібні субендотеліальні депозити в зонах проліферації мезангіальних клітин

	продовж. табл.4.4.2


	ван Гізон
	Інтерстиціальний міжтубулярний, «павутиноподібни» фіброз
	Інтерстиціальний міжтубулярний фіброз
	Інтерстиціальний міжтубулярний фіброз в межах «Т0-Т1»



	CD 4
	Поодинокі Т-лімфоцити в інтерстиції поза межами запальних інфільтратів
	Експресія CD4+ у вигляді поодиноких клітин поза межами інфільтрату та фокальних скупчень


	Поодинокі Т-лімфоцити в інтерстиції поза межами запальних інфільтратів, перигломерулярно



	CD 68
	Поодинокі клітини в мезангіумі; позитивна експресія в перигломерулярному та інтерстиціальному запальних інфільтратах
	Експресія в зонах «М»;  експресія макрофагів в складі інтерстиціального клітинного інфільтрату
	Експресія макрофагів в клітинному інфільтраті у просвіті капілярних петель, ділянках експансії мезангіального матриксу



	CD 8
	Поодинокі Т-лімфоцити в інтерстиції поза межами запальних інфільтратів
	Експресія в складі інтерстиціального перигломерулярного клітинного інфільтрату
	Поодинокі Т-лімфоцити в інтерстиції поза межами запальних інфільтратів та в зонах експансії мезангіального матриксу



	CD 20
	Поодинокі позитивні В-лімфоцити в перигломерулярному та міжтубулярному запальних інфільтратах
	Експресія в складі інтерстиціального перигломерулярно-го клітинного інфільтрату
	Поодинокі позитивні В-лімфоцити в перигломерулярно-му та міжтубулярному запальних інфільтратах



	продовж. табл.4.4.2

	PAS
	Помірне потовщення базальних мембран капілярів клубочків з псевдорозщепленням; формування фібро-клітинного півмісяця; склероз капілярних петель
	Склероз периферичних капілярних петель клубочка; перихілярний склероз;
	Помірне потовщення базальних мембран капілярів клубочків з псевдо розщепленням;  склероз капілярних петель

	Congo Rot
	Реакція негативна
	Реакція негативна
	Реакція негативна

	Ig A
	Лінійні та гранулярні депозити вздовж ендотелію капілярів з інтенсивністю від «+» до «+++»; гранулярні депозити в зонах склерозу капілярних петель  в межах «+» до «++»
	Гранулярні депозити в зонах «М» з експресією «+»;
	Поодинокі  гранулярні депозити в зонах проліферації мезангіальних клітин від «+» до «++»

	Ig M
	лінійні та гранулярні депозити вздовж ендотелію капілярів з інтенсивністю від «+» до «+++»
	Лінійні, сегментарно гранулярні депозити IgM вздовж ендотелію капілярів, в зонах склерозу, вогнищево в базальній мембрані капсули Боумена  від «+» до «++»
	Відсутність експресії

	Ig G
	Дрібні гранулярні депозити до «+» в зонах «М»;  лінійні та гранулярні депозити вздовж ендотелію капілярів з інтенсивністю від «+» до «+++»
	Гранулярні депозити в зонах «М» з експресією «+++»;  позитивна експресія в межах «+» - «++» субендотеліально, перихілярно, в зонах стовщення капсули Боумена, склерозу та розщеплення капілярних петель
	Поодинокі  гранулярні депозити в зонах проліферації мезангіальних клітин від «+» до «++»: слабка експресія – до «+» у частині склеротично змінених клубочків

	продовж. табл.4.4.2

	С1q
	Лінійні та сегментарно гранулярні депозити  вздовж базальних мембран капілярів, вогнищево в тубулярних мембранах, в зонах склерозу клубочків від «+» до «++»
	Гранулярні депозити в зоні мезангіальної гіперцелюлярності, фокально вздовж ендотелію в межах «++»
	Відсутня експресія

	С3
	Дрібні гранулярні депозити до «+» в зонах «М»;   лінійні та гранулярні депозити вздовж ендотелію капілярів з інтенсивністю від «+» до «+++»; дрібні гранулярна депозити в зонах склерозу капілярних петель  від «+» до «+++»
	Експресія в межах «+» - «++» субендотеліально, перихілярно, в зонах стовщення капсули Боумена, склерозу та розщеплення капілярних петель
	Слабка експресія в межах «+» субендотеліально в ділянках проліферації ендотеліальних клітин клубочку


Розподіл отриманих результатів при їх інтерпретації за ОК, що передбачало об’єднання обраних та описаних вище критеріїв морфологічної оцінки згідно окремих гістологічних компонентів представлено у таблиці 4.4.3. 
Мезангіальна гіперцелюлярність (М) достовірно більше проявлялася у групах І та ІІ з незначним переважанням серед померлих з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, які не приймали АРТ. Це може свідчити на користь дії ВГС, як переважаючого альтеративного фактору, а, з іншого боку, може бути проявом неблокованої антигенактивуючої дії ВІЛ на тлі субкомпенсованої імуносупресії.
Таблиця 4.4.3
Розподіл критеріїв ОК серед досліджуваних груп І-ІІІ
	Критерії
	група І
	група ІІ
	група ІІІ

	М
	М0
	6
	10
	14

	
	М1
	14
	10
	1

	Е
	Е0
	19
	13
	12

	
	Е1
	1
	7
	3

	S
	S0
	2
	4
	5

	
	S1
	18
	16
	10

	T
	T0
	12
	14
	12

	
	T1
	5
	6
	3

	
	T2
	3
	1
	1

	C
	C0
	17
	20
	0

	
	C1
	3
	0
	0

	
	C2
	0
	0
	0


Ендокапілярна проліферація (Е) має перевагу для групи ІІ при оцінці даного показника як гіперцелюлярність внаслідок збільшення кількості клітин у просвіті капілярів клубочків за рахунок клітинного інфільтрату у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити, вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу). 
Якщо брати для оцінки нерівномірно виражене набухання та вогнищеву проліферацію ендотеліальних клітин клубочку, що морфогенетично більш характерне для імуноопосередкованого ураження аніж цитопатичної дії, то визначається переважання для груп І та ІІІ, що можна розцінити як домінантну дію ВІЛ для даного гістологічного компонента.
Сегментарний гломерулосклероз (S) однаково розподіляється у групах І та ІІ з переважанням над групою ІІІ. Як зазначалось раніше, склеротичні зміни мають комбіноване походження – як наслідок пролонгованого імунокомплекного впливу при субкомпенсованих рівнях CD4 (у випадках з ширшим морфологічним спектром), так і комбінованого вірусного впливу на етапі до призначення АРТ.
Розподіл тубулярного компоненту «Т» є достовірно рівномірним серед усіх досліджуваних груп, здебільшого на рівні «Т1» – тобто з відсотком площі з атрофією канальців та інтерстиціальним фіброзом зразка на рівні 25-50%. 
Щодо показника «С» (crescents), тобто наявності півмісяців та мікропівмісяців, то такі зміни були виявлені лише у кількох випадках у групі пацієнтів з ко-інфекцією, які не приймали АРТ.
З метою визначення залежності між рівнем CD4 та кількістю визначених морфологічних критеріїв у пацієнтів було застосовано методику ROC-аналізу. Результатом даного аналізу стало визначення порогового рівня CD4, наявність якого має клінічне значення для зміни результативного параметра – суттєвого збільшення кількості морфологічних критеріїв. При цьому для окремих рівнів CD4 визначали співвідношення між істинно позитивною прогностичною оцінкою для приросту кількості морфологічних критеріїв (оцінка чутливості певного рівня показника) до хибно-позитивного прогнозу (у % це має вигляд 100%-специфічність). Така оцінка проведена для всього діапазону значень CD4 та кількості морфологічних критеріїв.

Оптимальним пороговим рівнем CD4 для зростання кількості морфологічних критеріїв є рівень CD4 з оптимальним співвідношенням чутливості та специфічності, що відповідає максимальній прогностичній ефективності.

Результати розподілу показників кількості морфологічних критеріїв відносно оптимального прогностичного рівня CD4 та, навпаки, розподілу рівнів CD4 відносно порогового рівня за кількістю морфологічних критеріїв наведено на рисунках 4.4.3 та 4.4.4.
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Рис.4.4.3. Розподіл пацієнтів за кількістю морфологічних критеріїв у групах CD4>300 (1) та CD4>300 (0).

Як видно з наведених результатів наявність 6 і більше морфологічних критеріїв можна вважати оптимальним пороговим рівнем для оцінки розподілу результатів за CD4. На графіку наглядно продемонстровано асоціацію між суттєвим зростання кількості пацієнтів з низькими рівнями CD4 (нижче 300) та числом визначених морфологічних критеріїв більше 6. 

Наведені результати свідчать про наявність суттєвої різниці за розподілом досліджуваних параметрів відносно визначених порогових рівнів, що прийняті за критерії поділу на прогностично значимі групи. Пороговим прогностично значущим рівнем для кількості морфологічних критеріїв є наявність більше 6 критеріїв (чутливість 85,7%, специфічність 46.2%). Для CD4 пороговим прогностичним рівнем є значення CD4 нижче 300 (чутливість 86%, специфічність 50%) (табл. 4.4.4).
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Рис. 4.4.4. Розподіл пацієнтів за рівнем CD4 в групах з кількістю морфологічних критеріїв більше 6 (1) та менше 6 (0).

Таблиця 4.4.4
Розподіл пацієнтів за рівнем CD4 та кількістю МК (%) 
	Показники
	МК < 6
	МК >6
	Всього

	CD4 > 300
	6 (10,91%)
	6 (10,91%)
	12 (21,82%)

	CD4 < 300
	6 (10,91%)
	37 (67,27%)
	43 (78,18%)

	Всього
	12 (21,82%)
	43 (78,18%)
	55 (100%)


Примітка. Різниця за кількістю визначених морфологічних критеріїв (МК) залежно від рівня CD4 статистично значима (р=0.008) (оцінка за критерієм Хі-квадрат).

Серед усього масива випадків найбільшу кількість становлять пацієнти з морфологічними критеріями (МК) >6 - 43 (78,18%), при чому з них достовірно відрізняються випадки з рівнем CD4 < 300 (37 (67,27%).
Отже, при рівні CD4 < 300 статистично значимо зростає кількість пацієнтів з числом визначених МК більше 6 серед всіх обстежених (р=0,008). Тобто найширший морфологічний спектр змін можна очікувати саме при рівнях глибокої та помірної імуносупресії. При чому при зростанні рівня CD4 від низьких цифр <50 клітин\мкл до помірних < 300 клітин\мкл спектр буде розширюватися переважно за рахунок імуноопосередкованих активних\продуктивних змін, що відповідає прогнозованому нами шляху морфогенезу.

Резюме

Проведений нами порівняльний аналіз виявлених морфологічних змін (критеріїв морфологічної оцінки) в обраних парах досліджуваних груп І-ІІ та І-ІІІ дозволив оцінити дію кожного вірусу у формування морфологічного субстрату, їх взаємодію між собою, визначити роль головного альтеративного фактору та зробити припущення стосовно зв’язку з рівнем імуносупресії (табл. 4.4.5).

Порівняльний міжгруповий аналіз розподілу хронічних (склеротичних) та активних (продуктивних) змін продемонстрував перевагу хронічного компоненту для групи з ко-інфекцією без АРТ, що можна розцінювати як поганий прогностичний варіант з можливістю швидкого розвитку ХХН та прогресування ХНН до термінальних показників.

Таблиця 4.4.5

Оцінка дії кожного вірусу у формуванні морфологічного субстрату, їх взаємодію між собою, роль головного альтеративного фактору та припущення стосовно зв’язку з рівнем імуносупресії

	МК, розвиток яких зумовлений дією ВГС
	Взаємодія ВІЛ та ВГС у формулюванні субстрату, інші фактори

	1
	Дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів 
	ВІЛ пригнічує дію ВГС 

	2
	Сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони
	Дія взаємопотенціююча з перевагою ВГС

	3
	Потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")
	Дія взаємопотенціююча з перевагою ВГС

	МК, розвиток яких зумовлений дією ВІЛ
	Взаємодія ВІЛ та ВГС у формулюванні субстрату, інші фактори

	1
	Нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку
	ВГС немає впливу, наявна зворотна залежність від рівня імуносупресії

	2
	Клітинний інфільтрат у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфно-ядерні лейкоцити, вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу)
	ВГС немає впливу, критерій не є проявом ІК уражень

	3
	Кістозноподібна дилатація канальців
	ВГС немає впливу, ознака    пролонгованого процесу

	4
	Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель
	ВГС немає впливу, зворотна залежність від рівня імуносупресії
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РОЗДІЛ 5

УЗАГАЛЬНЕННЯ ТА ОБГОВОРЕННЯ ОТРИМАНИХ РЕЗУЛЬТАТІВ

Високоактивна АРТ значно знизила смертність від ВІЛ-інфекції, але старіння ВІЛ-позитивних пацієнтів зараз стикається із зростаючим тягарем супутніх захворювань, зокрема різними формами ХХН [124, 147].



Питома вага ко-інфекції ВІЛ/ВГС серед хворих на ВІЛ-інфекцію тримається на достатньо високому рівні та становить 37,4%, причому 91,4% з них є особами працездатного віку [120]. 



Ко-інфекція ВІЛ/ВГС значно підвищує ризик розвитку гострого та хронічного захворювання нирок у ВІЛ-інфікованих осіб [114]. Попередні звіти з урахуванням біопсійних досліджень також свідчать про поганий прогноз ниркової патології у пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/ВГС із переважанням опосередкованого імунними комплексами гломерулярного ураження. Ко-інфекція з гепатитом С пов’язана зі значним підвищенням ризику зниження швидкості клубочкової фільтрації та/або виявленої протеїнурії серед ВІЛ-інфікованих осіб [117, 119]. 



ХХН сама по собі пов’язана зі значно більшою смертністю, показники розвитку ХХН і летальності вищі у пацієнтів ко-інфікованих гепатитом С порівняно з моноінфікованими [122].



Хоча переваги застосування АРТ при ВІЛ-інфекції відомі, її вплив на ко-інфекцію малодосліджений. Помітне покращення, ймовірно, буде багатофакторним, включаючи застосування АРТ та терапії проти ВГС, антагоністів ренін-ангіотензин-альдостеронової системи, раннє звернення до нефролога та загальне покращення медичного обслуговування [94]. 

ХНН є частим ускладненням ВІЛ-інфекції з класичним ураженням нирок у вигляді ВІЛ-АН, яка зазвичай виникає у молодих людей африканського походження з пізньою стадією ВІЛ-інфекції у зв’язку з варіантами високого ризику, асоційованого з APOL1. Водночас іншим за поширеністю діагнозом у гістологічному відношенні є різноманітні форми ВІЛ-ІК [129].


При оцінці ж морфологічного субстрату ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ/ВГС виявляються різноманітні імунокомплексні гломерулонефрити, які верифікують також серед пацієнтів без клінічних ознак гломерулярних захворювань. Здебільшого повідомляють про випадки мембранопроліферативного та мезангіопроліферативного гломерулонефритів, вогнищевого гломерулосклерозу та неспецифічних гломерулярних захворювань без уточнення їх морфологічного субстрату [18-20].

Для верифікації та оцінки можливих доклінічних змін гломерулярного та тубулярного компонентів, а також опису морфологічного патерну нефропатій при ко-інфекції ВІЛ\ВГС нами було сформовано групи дослідження серед пацієнтів з ко-інфекцією та моноінфекцією.

Стосовно вікового розподілу в досліджуваних когортах пацієнтів з ураженням нирок при ВІЛ\ВГС літературні дані показують чималу розбіжність. Так, наявні згадки про середній вік пацієнтів 50.33 ± 12.38 років [20]. В деяких дослідженнях спостерігали середній вік 40 років [118] та навіть 36.5 ± 10.0 років [118, 119].

У нашій роботі не було виявлено різниці в розподілі за віковим показником (р>0,05) при середньому віку хворих для досліджуваних груп: І – 40,9±7,07 років, ІІ – 38,8±8,5 років, ІІІ – 37,9±6,2 років. Такі дані можна пояснити особливостями досліджуваної вибірки, яка була сформована за обраними критеріями для забезпечення виключення можливих супровідних чинників ураження нирок. Другим фактором є матеріал дослідження – робота виконана переважно на некропсійних зразках внаслідок браку біоптатів від пацієнтів з таргетованою патологією. 

Більшість оригінальних досліджень та мета-аналізів, які проводилися на біопсійному та секційному матеріалі, демонструють гендерний розподіл ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС з перевагою чоловіків [116, 118].
У нашому дослідженні розподіл за гендерною ознакою демонструє відсутність різниці між кількістю чоловіків і жінок у групі ІІІ (р>0,05) та переважання (р<0,05) чоловіків у групах I, II. Оскільки дослідження проводилося на штучно створеній вибірці пацієнтів та включало в себе переважно летальні випадки, проведення гендерно-клінічного кореляційного аналізу видається недоцільним внаслідок статистичної недостовірності.
В Європейському регіоні в 2019 році трохи більше половини (53%) вперше виявлених випадків ВІЛ-інфекції були діагностовані на пізній стадії (кількість CD4-лімфоцитів < 350 кл\мм3 на момент встановлення діагнозу). Даний показник був найвищим у країнах східної частини Європейського регіону [121]. 

У нашій роботі не було зразків від пацієнтів з І-ІІ клінічними стадіями, що переважно пояснюється рідкою діагностикою ВІЛ-інфекції на цих стадіях [122] та майже повною відсутністю таких пацієнтів у структурі летальності. Розподіл випадків за ІІІ клінічною стадією демонструє різницю між групами І та ІІ (р<0,05) і між групами ІІ та ІІІ (р<0,05). За клінічною стадією IV найбільша і достовірно відмінна  кількість випадків спостерігається у групі І (р<0,05). Розподіл між групами ІІ та ІІІ майже не відрізняється (р>0,05). 

Різниця між розподілом за ІІІ та IV клінічною стадією була відсутня (р>0,05) у групі ІІ, а у групах І та ІІІ переважала (р<0,05) кількість випадків з IV клінічною стадією, що також відповідає прогнозованим показникам відповідно до клінічних характеристик пацієнтів.

Зазвичай згадку про ураження нирок при ВІЛ-інфекції та ко-інфекції ВІЛ\ВГС формулюють в репортах як ВІЛ-АН, ВІЛ-ІК, імунокомплексні гломерулонефрити, вірус-асоційовані нефропатії з деталізацією за компартментом ураження. Наприклад, Ig A-нефропатія, lupus-like нефропатія, тощо [130-135].

При дослідженні клінічних діагнозів у первинній медичній документації нами було виявлено наступні нозології – «Хронічний пієлонефрит, стадія загострення», «Вторинна нефропатія», або взагалі відсутність згадки про ураження нирок. Розподіл вказаних нефрологічних діагнозів був рівномірний серед досліджуваних груп (р>0,05). 

Така розбіжність при формулюванні діагнозів та ненаданні відповідної ролі вірус-асоційованим та імунокомплексним ураженням нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС обумовлює актуальність та необхідність наголосу цієї патології та відведенню їй відповідного місця у діагностично-лікувальних заходах шляхом детальнішого клінічного та клініко-морфологічного аналізу окремих випадків та включення до клінічних та патологоанатомічних діагнозів. 

Стосовно розподілу нозологій серед досліджуваних груп відмічається перевага «відсутності нефропатії» (р<0,05) у всіх трьох групах з достовірною різницею при відсутності відмінності розподілу за іншими нозологіями. Симетричний нозологічний розподіл ми спостерігаємо серед пацієнтів з хронічним вірусним гепатитом С. Зазначена картина може свідчити про незначну роль ураження нирок у структурі летальності серед ВІЛ-інфікованих та ко-інфікованих пацієнтів або про недостатній обсяг клініко-діагностичних заходів та їх неточну оцінку.

Стосовно клінічних діагнозів патології печінки у досліджуваних групах І-ІІ було верифіковано тільки дві нозологічні форми – «Хронічний вірусний гепатит С» та «Хронічний вірусний гепатит С у поєднанні з цирозом печінки» з переважанням першого (р<0,05) у обох групах. Слід зауважити, що наявність фіброзу печінки рівня F3-F4 є поганим прогностичним критерієм для розвитку ХХН [99, 101]. 

За даними дослідження М.О. Андрущак ураження нирок у осіб з ВІЛ-інфекцією розвивається на тлі суттєвішого падіння числа переважно Т-хелперної субпопуляції лімфоцитів (CD3, CD4) [148]. 

На першому етапі дисертаційного дослідження при зборі та описі клінічних показників та формуванні груп було обрано три варіанти рівнів CD4 для оцінки, базуючись на можливих прогнозованих шляхах розвитку тканинних реакцій. Імуносубкомпетентний варіант з рівнем CD4+ >300 клітин/мкл, варіант середньої та глибокої імуносупресії – CD4+ 300 – 50 клітин/мкл та варіант повної імуносупресії CD4+ <50 клітин/мкл.

Розподіл визначених інтервалів продемонстрував достовірну перевагу рівня CD4 від 0 до 50 клітин\мкл у групі I (10 випадків, 50%). Даний розподіл відповідає прогнозованому для досліджуваних груп, адже переважання низьких показників CD4, які свідчать про глибоку імуносупресію, повинно фіксуватись саме серед пацієнтів, що не отримували АРТ, а кількість пацієнтів з більш збереженими імунними показниками (CD 4>300 клітин/мкл) в даній групі найнижча.



Зниження вмісту CD4 у всіх обстежених вказує на дефіцит диференційованої хелперної ланки Т-клітинного імунітету, що є загрозою порушення балансу синтезу прозапальних та протизапальних цитокінів. Це може спровокувати прискорення прогресування ХХН. У хворих з ФСГС рівні CD4 найнижчі, що передбачає негативний прогноз [171]. 



Низька кількість клітин CD4 передбачає захворюваність і смертність, пов’язану з ВІЛ, і може бути пов’язана з гострою нирковою недостатністю (ГНН) [118].
Під час морфологічного опису гломерулярного компоненту групи I було виявлено переважання наступних критеріїв – колабування/спадіння капілярних петель, сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони, потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії"), склероз капілярних петель та відносно окремих показників – нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель.

Мембранні, мезангіальні та інтракапілярні проліферативні гломерулярні ураження, як і мембранозний гломерулонефрит, серед ВІЛ-інфікованих пацієнтів асоціюються з ВГС, вірусним гепатитом В (ВГВ), сифілисом [151, 155, 159]. Такі зміни також реєструються як випадки вовчакоподібного нефриту [154, 156, 160].

Також невипадковим і пов’язаним з ВІЛ може бути виникнення IgA-нефропатії. Повідомлялося про випадки ідентифікації циркулюючих імунних комплексів, що складалися з ідіотипічних антитіл IgA, які реагують з анти-ВІЛ IgG або IgM [158]. На відміну від ВІЛ-асоційованого гломерулосклерозу ВІЛ-асоційований IgA нефропатія була зареєстрована виключно у білих пацієнтів з ранньою ВІЛ-інфекцією [157].

Критерії морфологічної оцінки тубуло-інтерстиціального компоненту проявились рівномірно – у половині описуваних випадків. Проте при загально компонентній оцінці характеру морфологічного субстрату було виявлено переважання хронічних\склеротичних змін (54,3%) над продуктивними (27,2%). Отримані дані співпадають з прогнозованими – перевага склеротичних змін з низьким рівнем продуктивної реакції очікувана саме для групи, яка не отримує АРТ та має більш низькі імунологічні показники. 

При аналізі залежності широти морфологічного спектру від рівня CD4 виявлено пряму лінійну залежність – зростання кількості морфологічних критеріїв при зростанні рівня CD4 (y=8,0519x+50,862, R² = 0,0228). При верифікації окремих критеріїв було виявлено, що компоненти ВІЛ-АН та термінальні склеротичні зміни клубочків були присутні у пацієнтів з більш збереженим імунним рівнем CD4 (від 100 до 200 клітин\мкл), що можна пояснити спотворенням імунної відповіді внаслідок імуносупресії, яка в критичній зоні (CD4 <50 клітин\мкл) змінює антигенпрезентацію та продукування імуноглобулінів [103, 143]. Водночас були виявлені випадки пролонгованого імунокомплексного ураження при помірній експресії імуноглобулінів (IgA, IgM) у ділянках склеротичних змін. 

У другій досліджуваній групі за результатами морфологічного дослідження було виявлено переважання наступних критеріїв змін гломурелярного компоненту – сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони (90%), нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочку (80%), нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель (85%), потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії") (90%), а у більше ніж половини випадків виявлено склероз капілярних петель (65%) та колабування/спадіння капілярних петель (60%). 

Проліферативні зміни, які представляють собою «М» компонент за ОК, можуть бути складовими або першими сходинками у розвитку проліферативних гломерулонефритів – як постінфекційного гломерулонефриту, так і проявом ко-інфекції ВГС [151, 153]. Як варіант, проліферативний гломерулонефрит може бути результатом накопичення в нирках попередньо сформованого циркулюючого імунного комплексу зі специфічністю до білків ВІЛ і є ВІЛ-асоційованими [152]. 

При оцінці тубуло-інтерстиціальних змін були наявні склеротичні і активні зміни у половині випадків – інтерстиціальний фіброз строми (65%) та інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати (50%). Проте порівняння загальногрупових критеріїв з точки зору «хронічних\склеротичних» та «активних\продуктивних» змін виявило незначну перевагу перших, що може бути обумовлено як безпосередньо ВГС-індукованим впливом, так і набутими змінами внаслідок ураження ВІЛ до призначення АРТ та контролю вірусемії.
Кореляція персистенції ВГС та розвитку тубуло-інтерстиціальних змін підтверджена позитивним сигналом до ВГС в перинуклеарній зоні канальцевих епітеліальних клітин та клітин гістіолімфоцитарних інфільтратів за результатами ІГХД та гібридизації in situ. За допомогою специфічної полімеразної ланцюгової реакції зворотної транскрипції для ВГС у тканинах нирок було виявлено як геномну, так і реплікативну РНК [104, 162].

Залежність широти морфологічного спектру від рівня CD4 у групі з ко-інфекцією, де пацієнти приймали АРТ, має характер непрямої лінійної (y = -24,504x+421,64, R² = 0,1804). Тобто кількість морфологічних критеріїв повинна зростати при зниженні рівня CD4, хоча повністю справедливою дана залежність буде лише при розгляді певного проміжку. На рівні глибокого зниження CD4 (50 – 300 клітин\мкл) візуалізувався найширший морфологічний спектр – 11 – 15 критеріїв на один випадок. Найнижча кількість морфологічних ознак спостерігалася у випадках з середнім рівнем CD4 (300- 500 клітин\мкл).
Ряд авторів, зокрема Андрущак М.О., відмічають, що зниження абсолютного числа СD4 лімфоцитів менше 200 клітин/мкл може розцінюватися як один з головних факторів розвитку ХХН, хоча за даними цього ж автора ко-інфекція вірусами гепатиту В та/або С не впливає на рівень протеїнурії та швидкість клубочкової фільтрації у ВІЛ-інфікованих пацієнтів [149].
Патоморфологічний опис змін гломерулярного компоненту у групі пацієнтів з моноінфекцією ВІЛ, що отримували АРТ, демонструє переважання нерівномірного потовщення, вогнищевого розщеплення капілярних петель (80%). Приблизно половина випадків має наступні морфологічні ознаки – нерівномірно виражене набухання та вогнищу проліферацію ендотеліальних клітин клубочку (66,6%), колабування/спадіння капілярних петель (46,6%), потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії") (46,6%) та склероз капілярних петель (66,6%).

Осередок тубуло-інтерстиціальних змін має східний з попередніми групами патерн – у половині випадків реєструвалися інтерстиціальні вогнищеві лімфогістіоцитарні інфільтрати (46,6%) та інтерстиціальний фіброз строми (60,0%). Звертає увагу наявність кістозноподібної дилатації канальців (13,3%), як предиктора розвитку ВІЛ-АН, прогнозованого як можливий для даної когорти пацієнтів. 

За результатами дослідження на моделях трансгенних мишей було показано, що експресія гена ВІЛ-1 у епітеліальних клітинах нирок викликає захворювання нирок, ідентичне ВІЛ-АН. При використанні ІГХД для сегментоспецифічних маркерів канальців і in situ гібридизації мРНК для ВІЛ-1 було виявлено, що мікрокісти охоплюють кілька сегментів нефронів, що підтверджує безпосередню роль ВІЛ-1-інфекції епітеліальних клітин нирок у патогенезі їх утворення [163].

Розподіл виявлених морфологічних ознак між хронічними\склеротичними змінами та активними продуктивними є рівномірним – 30,8% та 31,5% відповідно. Це можна пояснити моноетіологічним патологічним чинником та загальногруповими рівнями імуносупресії.

При співставленні морфологічних критеріїв та CD4 визначається слабка пряма залежність (y = 2,1838x + 171,32 R² = 0,0021). Найменша кількість морфологічних змін при низькому рівні CD4 спостерігалася у випадку низького вірусного навантаження, виявлені зміни – склеротичні. Водночас у випадку з найширшим морфологічним спектром при імуносупресії виявлену морфологічну картину можна розцінювати як прояви ВІЛ-АН. 

Виявлені зміни були використані як контрольні при встановленні кореляційних залежностей окремих морфологічних критеріїв та ВГС, для подальшої верифікації альтеративного фактору при ко-інфекції.

При аналізі кореляцій «морфологія-морфологія» виявлених морфологічних змін в обраних парах досліджуваних груп – І-ІІ та І-ІІІ з оцінкою статистичної значущості різниці використано критерій Хі-квадрат (χ2) та точний критерій Фішера для непараметричних значень.



Звертає на себе увагу різниця між досліджуваними групами відносно показника хронічних процесів – «склероз капілярних петель». Пацієнти, які не отримували АРТ, демонструють переважання даних змін.


Даний розподіл можна пояснити з точки зору одного з механізмів розвитку ВІЛ-АН, зокрема його головного морфологічного компоненту –ФСГС. Схильність до формування колапсуючої гломерулопатії, а згодом розвитку і ФСГС, традиційно пов’язують з геном APOL1. Згідно даних кількох досліджень ризик розвитку ВІЛ-АН серед нелікованих пацієнтів, які є носіями двох алелей APOL1, може сягати 50% [48, 115, 164, 165]. 

З іншого боку відомо, що експресія клітинами різноманітних вірусних протеїнів, експериментально досліджувана в тканинах печінки, призводить до активації імунної системи, посиленню прозапальної активності та проліферації клітин макрофагального ряду (до яких відносять мезангіальні клітини нирок). В результаті, з одного боку, виникає посилення фіброзу, а, з іншого, – уповільнення апоптозу інфікованих клітин, що сприяє персистенції віруса в тканині. Крім того, внаслідок підвищення секреції хемокінів та експресії молекул міжклітинної адгезії шляхом експресії NS3-NS5 генів HCV посилюється прозапальна активність, що також є предиктором розвитку фіброзу [100, 166]. Таким чином, результат перебігу ко-інфекції можна розцінювати як наслідок взаємопідсилюючих механізмів вірусного впливу.

Водночас компонент активних змін – «колабування/спадіння капілярних петель»  також мав перевагу у даній досліджуваній групі. 


Хронізація процесу більш характерна для безпосередньої цитопатичної дії або дії прозапальних речовин. Активні зміни, зокрема, колапс капілярних петель, більш характерні для імунокомплексного ураження, реалізація якого відбувається за умови неконтрольованої вірусемії та достатнього рівня імунокомпетентної відповіді (рівень CD4 в крові) [166, 167]. 
Статистично достовірно відрізняються і показники у двох досліджуваних групах за таким гломерулярним компонентом, як «сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони».


Дані зміни також переважають у групі пацієнтів, що не отримували АРТ. Мезангіальна проліферація з експансією мезангіального матриксу є характерним морфологічним субстратом як для ВІЛ-ІК, так і для ВГС-асоційованого ураження нирок [168, 169]. При чому за даними різних авторів існують декілька шляхів морфогенезу, які є подібними при обох варіантах імунокомплексного ураження. Одним зі спільних механізмів проліферативної активності є мезангіальна локалізація імунокомплексних депозитів. З іншого боку за відсутності специфічної противірусної терапії маємо цитокін-асоційовану проліферативну активність, індуковану як вірусами безпосередньо, так і їх протеїнами. 

Два критерії тубулярного компонента також різняться з перевагою у другій досліджуваній групі – «кістозноподібна дилатація канальців» та «дегенеративні зміни з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани». 

Хоча дегенеративні зміни епітелію канальців є неспецифічною зміною [167, 169], при подальшому дослідженні їх за допомогою ІГХД було виявлено лінійні та гранулярні різного розміру депозити Ig M, С3, що може свідчити на перевагу імунокомплексного компоненту ураження, обумовленого дією обох вірусів [100, 170]. 

Кістозноподібна дилатація канальців, особливо у поєднанні з колаптоїдною гломерулопатією, є патогномонічним морфологічним субстратом для ВІЛ-АН, тобто проявом цитопатичної дії ВІЛ, прогнозованою для даної групи. 



Серед досліджуваної групи ІІ не було виявлено жодного випадку ВІЛ-АН, що співпадає з прогнозованим спектром ураження нирок для пацієнтів цієї вибірки, оскільки відсутність реплікації ВІЛ на тлі прийому АРТ виключає безпосередній цитопатичний ефект на нирки, а сам вид нефропатії не є найбільш характерним для європеоїдної раси [52, 144]. Для пацієнтів з ко-інфекцією можна було б очікувати імунокомплексно-асоційовану нефропатію змішаного ґенезу – ВІЛ-ІК та ВГС-нефропатію, враховуючи характерну гіперглобулінемію при ВІЛ, гіперпродукцію яких переважно таргетовано на вірусні білки gp120 та gp41, та імунокомплексне ураження нирок при ВГС [52, 142, 143]. 



Однак при прийомі АРТ та наявності позитивної імунної та вірусологічної відповіді (відсутність реплікації вірусу, ріст рівня CD4/CD8 в крові) компонент ВІЛ-ІК повинен бути відсутній або мінімальний, а виявлений морфологічний субстрат імунокомплексного ураження нирок можна розцінювати як дію ВГС. Серед досліджуваної групи морфологічна картина була поліморфною з переважанням проліферативних процесів та помірними змінами базальних мембран капілярів клубочків, часто ще без розвитку склерозу та гіалінозу капілярних петель. У клубочковому апараті виявлялися імунокомплексні депозити у ділянках з відповідними змінами (предиктори склерозу, склеротичні зміни по типу ФСГС). 



Водночас слід враховувати дискордантну відповідь на АРТ – відсутність вірусної реплікації (мінімальне вірусне навантаження в сироватці крові) та низький рівень, або мінімальний приріст CD4/CD8 в крові, що розцінюється як імуносупресія внаслідок гіперактивації імунної системи. Низький серологічний рівень Т-лімфоцитів пояснюється здебільшого їх неефективним оновленням, високою схильністю до апоптозу, несиметричним поділом і т.д. 



Одним із наслідків таких порушень є поява «дефектних форм» лімфоцитів, які втрачають здатність до компетентної антигенпрезентації, що в свою чергу призводить до розладу гуморальної ланки імунітету – каскадне порушення функціонування В-лімфоцитів. За такого варіанту можна очікувати наступну морфологічну картину – відсутність морфологічного субстрату ВІЛ-АН та ВІЛ-ІК (відсутність таргету для продукції антитіл і запуску комплементу). Водночас ВГС-асоційоване імунокомплексне ураження також буде слабко вираженим внаслідок рефрактерної імуносупресії [103, 143, 144].



До морфологічного субстрату, який розвинувся під безпосереднім впливом ВІЛ (цитопатична дія), можна віднести наявність клітинного інфільтрату у просвіті капілярних петель (моноцити, поліморфноядерні лейкоцити, вогнищевий каріорексис, ділянки фібриноїдного некрозу) з вищим показником для групи ІІ (7 (35), 0,02344, p<0,05) за умови імунокомпетентної відповіді. 



Кістозноподібна дилатація канальців проявилася у І групі (7(35,0), 0,04360, p<0,05) і була розцінена як прояв дії ВІЛ та формування морфологічного субстрату ВІЛ-АН у пацієнтів з імуносупресією.

Морфологічними змінами, зумовленими опосередкованим (імунокомпетентним) впливом ВІЛ або проявом комбінованої дії ко-інфекції за умови імунокомпетентної відповіді, можна вважати нерівномірно виражене набухання та вогнищеву проліферацію ендотеліальних клітин клубочків (група ІІ – 16 (80%), 0,00530, p<0,05) та нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель (група ІІ – (17(85), 0,04809, p<0,05). 



На користь дії ВГС, як можливого морфогенетичного фактору, свідчить статистично достовірна різниця з переважанням для групи ІІ (9(45), 0,00440, p<0,05) за критерієм  дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів. Також отримані рівні прояву цієї зміни можуть вказувати на недостатність імунної відповіді на тлі імуносупресії, враховуючи, що даний критерій є «активним\продуктивним» морфологічним компонентом. 


Визначальна роль ВГС також демонструється у морфогенезі наступних критеріїв - «сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони» з мінімальним значенням для групи ІІІ (5(33,3), 0,00087, p<0,05) при майже однакових показниках серед груп І-ІІ та «потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддаються псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії")» з симетричною різницею. 



Виявлені нами зміни можна віднести переважно до субнозологічних, враховуючи різні ступені їх прояву та відсоток охоплення серед досліджуваних випадків. Наявність таких змін не завжди може проявлятися клінічно та бути верифіковано рутинними лабораторними методами дослідження, що корелює з даними дослідження оцінки функціонального ниркового резерву. Автори наводять патогенетичні механізми ураження окремих відділів нирок та наголошують, що на початкових стадіях розвитку ВІЛ-нефропатії відбувається ушкодження нефронів, але кількість їх не зменшується на I та II стадіях ХХН. Це є прямим свідченням про можливість патогенетичного обґрунтованого впливу на перебіг ХХН і запобігання подальшому розвитку ХНН [150]. 



Застосування ІГХД в нашому дослідженні носило верифікаційний характер – виявлення імунного компоненту морфологічного субстрату, та комплементарний – для аналізу активності патологічних процесів та ланок залученої до них імунної відповіді. 



Експресія CD68 в ділянках мезангіальної гіперцелюлярності та в інтерстиціальних інфільтратах, як предиктор інтерстиціального фіброзу та тубулярного пошкодження, свідчить на користь пролонгованих активних тканинних реакцій, а не залишкових змін, які розвинулися до моменту призначення АРТ та супресії ВІЛ.

Серед досліджуваної групи пацієнтів, які не отримували АРТ, виявлено прогнозовану відсутність відповіді на CD4, CD8 з гіперкомпенсацією за рахунок IgG та IgM. Позитивне забарвлення імуноглобулінів та С1 виявлялося переважно в склеротично-змінених ділянках. В той час як інтактні частини клубочка або не експресували взагалі, або демонстрували картину «лінійних депозитів ІК», що можна пояснити імуносупресією пізньої стадії ВІЛ-інфекції.
У хворих, які отримували АРТ, спостерігалися змішані реакції з переважанням клітинного компоненту – CD68, CD20 та проявом імунокомплексних реакцій – позитивна експресія C1, IgA. У даній групі клітинний компонент імунної відповіді в основному був присутній в інтерстиції, як частина запального клітинного інфільтрату. 


Виявлені форми опосередкованих імунними комплексами клубочкових змін у ко-інфікованих пацієнтів можна інтерпретувати також для загальної когорти ВІЛ. Ми рекомендуємо замінити загальновживаний термін «ВІЛ-імунна комплексна хвороба нирок» (HIVICK) конкретним описом моделі захворювання імунного комплексу «в умовах ВІЛ».


Обґрунтуванням такого підходу є неоднорідний спектр захворювань і відсутність певності причинно-наслідкового зв’язку ВІЛ у більшості випадків. Ранні дослідження, які висвітлювали гломерулярні імунні відкладення та демонстрували імунні комплекси, що містять антиген ВІЛ і специфічні антитіла до ВІЛ, проводилися на невеликій кількості добре охарактеризованих випадків у дослідницьких умовах і неможливі в звичайних патологічних лабораторіях. Рефлекторна діагностика як «HIVICK» може перешкоджати дослідженню інших вторинних причин, які піддаються лікуванню [57, 58]. 


Таким чином, при дослідженні біоптатів від ВІЛ-інфікованих осіб можна рекомендувати обмеження стосовно етіологічного фактору у формулюванні патологогістологічного заключення як «вірус-індуковане або вірус-пов’язане імунокомплексне ураження нирок» при неможливості точного виключення інших вірусемій.


Уоренн Купін вважає, що ураження клубочків у ко-інфікованих пацієнтів з ВГВ або ВГС не вважаються ВІЛ-ІК і мають класифікуватися окремо як вторинні ураження через їхні індивідуальні віруси. Посилаючися на гетерогенну природу ВІЛ-ІК та обмежену кількість опублікованих досліджень щодо результатів, він вважає, що надання рекомендацій щодо користі АРТ є дискусійним. Стверджуючи, що 50% уражень нирок є постінфекційними, він не прогнозує покращення морфологічного субстрату в разі призначення АРТ, тоді як решта імунокомплексних захворювань клубочків теоретично мають продемонструвати позитивні зміни, але в залежності від ступеня їх хронізації [63]. 

Для вивчення залежності морфологічного спектру змін ниркової паренхіми від рівня імуносупресії було проведено оцінку загальногрупових показників (рівень CD4, кількість морфологічних критеріїв) методом ROC-аналізу. Було встановлено порогові прогностично значущі рівні для кількості морфологічних критеріїв - наявність більше 6 (чутливість 85,7%, специфічність 46,2%) та кількості CD4 – нижче 300 (чутливість 86%, специфічність 50%). При рівні CD4 < 300 клітин\мкл статистично значимо зростає кількість пацієнтів з числом визначених МК більше 6 - 37 (67,27%) серед всіх обстежених, р=0,008.


Автори, які досліджували взаємозв’язок реплікації ВІЛ, низького рівня CD4 з функцією нирок при ХХН, вказують на покращення швидкості клубочкової фільтрації внаслідок опосередкованого АРТ пригнічення вірусемії в плазмі крові у суб’єктів із стадією ХХН ≥2 і низькою вихідною кількістю клітин CD4 (< 200 клітин/мкл). Величина цього зв’язку збільшувалася у суб’єктів, які мали більшу вихідну ниркову недостатність, і це не залежало від раси чи статі [112]. Власні дані корелюють з поданими результатами, коли ми бачимо низьку кількість морфологічних критеріїв серед пацієнтів з низькою або помірною кількістю CD4, проте також низькою кількістю ВН.


З іншого боку ми мали одне повідомлення про клінічний випадок ураження нирок при вирогідному синдромі реконституції імунної системи після призначення АРТ у пацієнта з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС, проте згодом ці дані були спростовані у публічному просторі [86].



Можливість прогнозування подальшого розвитку ХХН та перспективи щодо пригнічення або відновлення ниркової функції має бути одним з пріоритетних напрямків у діагностичних заходах серед пацієнтів з ко-інфекцією. Морфологічні зміни у вигляді півмісяців, розповсюджений ФСГС та повний гломерулосклероз можна вважати несприятливою прогностичною ознакою перебігу хвороби.

Автори багатьох досліджень наголошують на тому, що когорта людей, що живе з ВІЛ-інфекцією, стикається з новими проблемами щодо поліпрагмазії, взаємодії між ліками та побічних реакцій на ліки. Людей, що живуть з ВІЛ-інфекцією, не можна позбавляти доступу до замісної ниркової терапії, діалізу чи трансплантації нирки на підставі їх ВІЛ-статусу. Трансплантація нирки серед даної категорії осіб є успішною та пов’язана з кращим прогнозом порівняно з тим, що вони залишаються на діалізі. Передтрансплантаційну ерадикацію вірусу та/або негайну післятрансплантаційну ерадикацію слід вивчати як потенційні стратегії покращення посттрансплантаційних результатів у реципієнтів нирок, інфікованих ВГС [125].


У міру старіння когорти людей, що живуть з ВІЛ-інфекцією, супутня патологія зростає, а ХХН стає все більш поширеною. Моделі медичної допомоги повинні розвиватися, щоб задовольнити нові та мінливі задавнені потреби цих пацієнтів у медичній допомозі [59-61]. Узагальнюючи та додаючи результати наших досліджень, можна підсумувати, що імунокомплексні ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ВГС залишаються значним тягарем для системи охорони здоров’я. Маючи мультикомпонентну природу та багаті морфологічні прояви, тісний зв’язок з імунологічними реакціями вони потребують прицільного та детального аналізу в діагностиці, застосування клініко-мофрологічного співставлення та персоніфікованої уваги до кожного випадку. 
ВИСНОВКИ

У дисертаційній роботі представлено теоретичне узагальнення і нове вирішення актуального науково-практичного завдання патологічної анатомії, яке полягає у дослідженні морфогенезу та формуванні патоморфологічних критеріїв діагностики імунокомплексних захворювань нирок у хворих на ко-інфекцію ВІЛ/Вірусний гепатит С, що дозволить удосконалити морфологічну діагностику імунокомплексних захворювань нирок у хворих на ко-інфекцію ВІЛ/ВГС.

1. Встановлено відсутність (р>0,05) різниці при розподілі за віковим показником серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С, що не отримують антиретровірусну терапію (40,9±7,07 років), пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С, що отримують антиретровірусну терапію  та пацієнтів з ВІЛ, що отримують антиретровірусну терапію (середній вік - 37,9±6,2 років). Пацієнти з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепатит С незалежно від прийому терапії на відміну від пацієнтів з ВІЛ, що приймають терапію, були переважно чоловічою статі. У пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ Вірусний гепатит С, що не отримували терапії, та з моноінфекцією ВІЛ, що отримували терапію, переважала IV клінічна стадія ВІЛ-інфекції. У пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\ Вірусний гепатит С, що приймали терапію (9 випадків (45%)), з ВІЛ-інфекцією, що отримували терапію (6 випадків (40%)), переважав інтервальний показник рівня CD4 в периферичній крові від 50-300 клітин/мкл. Клінічні діагнози у більшості випадків (50-66,7%) не містили інформації щодо ураження нирок у будь-якій рубриці діагнозу, зокрема в жодному випадку при встановленому діагнозі «Хронічний вірусний гепатит С у поєднанні з цирозом печінки».
2. При дослідженні гломерулярного апарату нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепатит С, які приймали та не приймали антиретровірусну терапію, порівняно з пацієнтами з ВІЛ-інфекцією переважали наступні зміни: сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони (пацієнти з конфекцією, що не приймали терапію, – 17 випадків (85,0%); пацієнти з конфекцією, що приймали терапію – 18 випадків (90%); пацієнти з моноінфекцією – 5 випадків (33,3%); χ2 0,00087; p<0,05); потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії") (пацієнти з конфекцією, що не приймали терапію, – 16 випадків (80,0%); пацієнти з конфекцією, що приймали терапію, – 18 випадків (90%); пацієнти з моноінфекцією – 7 випадків (46,6%); χ2 0,00823; p<0,05). Нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель у пацієнтів з конфекцією, що не приймали терапію, було менш вираженим порівняно з іншими пацієнтами (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 11 випадків (55%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 17 випадків (85%); пацієнти з моноінфекцією – 12 випадків (80%); χ2 0,04809; p<0,05). У пацієнтів з ко-інфекцією, що отримували терапію, порівняно з пацієнтами з ко-інфекцією, що не отримували терапію, превалювали наступні характеристики: дегенерація (вакуолізація) цитоплазми подоцитів (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 1 випадок (5%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 9 випадків (45%); χ2 0,00440; p<0,05), нерівномірно виражене набухання та вогнищева проліферація ендотеліальних клітин клубочків (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію, – 7 випадків (35,0%); пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 16 випадків (80%); χ2 0,00530; p<0,05), нерівномірне потовщення, вогнищеве розщеплення капілярних петель (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію – 11 випадків (55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію, – 17 випадків (85%); χ2 0,04809; p<0,05).

3. При оцінці тубуло-інтерстиціального компоненту нирок не були виявлені значимі відмінності між частотою виявлення інтерстиціальних вогнищевих лімфогістіоцитарних інфільтратів (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 10 (50%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 7(46,6%), p>0,05), інтерстиціального фіброзу строми (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 13(65%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 9(60,0%), p=0,747), дегенеративних змін з вогнищами атрофії епітелію канальців з потовщенням та розщепленням тубулярної базальної мембрани (пацієнти з ко-інфекцією, що не приймали терапію - 11(55,0%), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 7(35%), пацієнти з моноінфекцією, що приймали терапію - 2(13,3), p>0,05)  у пацієнтів з конфекцією незалежно від специфічної терапії та моноінфекцією. Частота виявлення кістозноподібної дилатації канальцевої системи не відрізнялася у пацієнтів з моноінфекцією (2(13,3%) порівняно з ко-інфекцією (пацієнти з ко-інфекуцією, що не приймали терапію - 7(35,0), пацієнти з ко-інфекцією, що приймали терапію - 1(5,0%), проте у останніх зазначена ознака зустрічалася частіше у випадках відсутності призначення специфічної терапії(р=0,04360).
4. З’ясовано, що дія вірусного гепатиту С, як головного альтеративного фактору у формуванні морфологічного субстрату при ко-інфекції ВІЛ/Вірусний гепатит С проявлялася в ураженні мезангіума та базальних мембран капілярів (найнижчі показники у групі з моноінфекцією, p<0,05), а інші визначені морфологічні критерії є результатом дії ВІЛ або взаємопотенціюючої дії обох вірусів.



5. Встановлена зворотня клініко-патоморфологічна залежність компонентів морфологічного спектру імунокомплексного ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ/Вірусний гепатит С від рівня CD4 у периферичній крові. При рівні CD4 < 300 клітин\мкл кількість виявлених морфологічних критеріїв зростала більше 6 (р=0,008). Морфологічний спектр залежав від рівня імуносупресії: при зростанні рівня CD4 від низьких цифр (<50 клітин\мкл) до помірних (< 300 клітин\мкл) спектр розширювався переважно за рахунок імуноопосередкованих активних\продуктивних змін. При глибокій та помірній імуносупресії розвивалися такі морфологічні критерії – колабування/спадіння капілярних петель, сегментарна та/або дифузна мезангіальна проліферація з розширенням мезангіальної зони, потовщення стінок капілярів (базальних мембран, які часто піддавалися псевдорозщепленню з утворенням двоконтурних базальних мембран – феномен "трамвайної колії"), склероз капілярних петель.

Практичні рекомендації

1. Пацієнтам з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепатит С необхідно посилювати моніторинг маркерів ниркового ушкодження та вчасно проводити нефробіопсію, оскільки дана категорія хворих відноситься до групи високого ризику розвитку хронічної хвороби нирок.
2. При виявленні у біоптаті\секційному матеріалі морфо-функціональних змін у нирках пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепати С доцільно проводити імуногістохімічне дослідження на IgA, IgM, IgG, Сq1, С3, а також CD4, CD8, CD20 та CD 68 для вирішення питання щодо визначення імунокомплексного ґенезу ураження нирок та оцінки прогностичних перспектив. 

3. При патогістологічному дослідженні нефробіоптатів нирок пацієнтів з ко-інфекцією ВІЛ\Вірусний гепатит С доцільно використовувати покритерійний опис для виявлення субнозологічних, доклінічних змін ниркових компонентів та прогнозування розвитку хронічної хвороби нирок.

4. Формулювання клінічного\патологоанатомічного діагнозів, патологогістологічного заключення в разі верифікації імунокомплексної природи слід проводити з включенням патології нирок, як компоненту основного захворювання: ВІЛ-інфекції, ко-інфекції ВІЛ\ Вірусний гепатит С у відповідній рубриці, як вірус-асоційованого імунокомплексного ураження.
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ДОДАТОК А

Апробація результатів дисертації

Основні положення роботи викладено та обговорено на науково-практичних конференціях різного рівня:

1. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Сучасні аспекти морфології людини: успіхи, проблеми та перспективи», присвячена 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова (Харків, 24 грудня 2016 р.; публікація тез);

2. Науково-практична конференція «Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії» (Київ, 26-27 квітня 2017 р.; публікація тез та стендова доповідь);

3. Науково-практична конференція з міжнародною участю, приурочена 75-річчю з дня заснування Вищого державного навчального закладу України “Буковинський державний медичний університет” «Актуальні проблеми морфології в теоретичній та практичній медицині» (Чернівці, 24-25 жовтня 2019 р.; публікація тез та стендова доповідь);

4. Семінар «Порядок організації епідеміологічного нагляду за ВІЛ- інфекцією/СНІДом та шляхи поліпшення нагляду за смертністю, пов’язаною з ВІЛ». (Київ, 4 жовтня 2019 р.; усна доповідь);

5. Х Конгрес патологів України «Перспективи розвитку сучасної патології» (Яремче, 27-28 вересня 2018 р.; усна доповідь);

6. Всеукраїнська науково-практична конференція молодих вчених «Інтеграція здобутків молодих учених-медиків та фармацевтів в міжнародний науковий простір: сьогодення та перспективи» (Київ, 16-17 травня 2019 р.; усна доповідь);

7. Всеукраїнська науково-практична конференція «Young science 2.0» (Київ, 19 лютого 2020 р.; усна доповідь, публікація тез);

8. Тренінг з проведення дослідження для покращення нагляду за смертністю у зв’язку з ВІЛ-інфекцією для регіональних фахівців (Київ, 02-03 листопада 2020 р.; усна доповідь);

9. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Young science 2.0” (Київ, 20 листопада 2020 р.; публікація тез);

10. Міжнародна науково-практична онлайн-конференція «Наукові дослідження патологоанатомів України: досягнення та перспективи розвитку» (Київ, 22-23 квітня 2021 р.; усна доповідь);

11. Науково-практична конференція з міжнародною участю «Young science 3.0” (Київ, 26 березень 2021 р.; усна доповідь, публікація тез).

ДОДАТОК Б

Наукові праці, в яких опубліковані основні наукові результати дисертації:
1. Городецька АІ, Дядик ОО, Іванова МД. Клініко-морфологічна характеристика ураження нирок при ко-інфекції ВІЛ\ВГС серед пацієнтів, що не отримували антиретровірусну терапію. Нирки. 2021;10(2):12-18. (Здобувачем зібрано матеріал, проведено аналіз мікропрепаратів, узагальнено отримані дані та підготовлено статтю до друку).

2. Городецька АІ. Патоморфологічні зміни ураження нирок серед пацієнтів з ко-інфекцією вірус імунодефіциту людини\вірусний гепатит С при прогнозуванні морфогенезу імунокомплексних захворювань. Морфологія. 2021;15(4): 33-39. (Здобувач провів морфологічний аналіз отриманих даних та написав статтю).

3. Gorodetska AI, Dyadyk OO, Ivanova MD, Pasiyeshvili NM. Pathomorphological characteristics of immunocomplex renal disease in patients with immunodeficiency virus and hepatitis C virus, receiving antiretroviral therapy. Wiadomości Lekarskie. 2021;74(7):1552-1558. (Здобувачем зібрано матеріал, проведено аналіз мікропрепаратів, узагальнено отримані дані та підготовлено статтю до друку).


Наукові праці, які засвідчують апробацію матеріалів дисертації:
1. Городецька АІ, Дядик ОО. The pathomorphological diagnostics actuality of types of immunocomplex kidney damage among patients with HIV infections and co-infections HIV\HCV. В: Збірник матеріалів науково-практичної інтернет-конференції Young science 2.0; 2021 Лют 19; Київ. Київ: НУОЗ імені ПЛ Шупика; 2020. с. 92-93. (Здобувачем проведено дослідження мікропрепаратів, оброблено результати, сформульовано висновки).

2. Городецька АІ, Дядик ОО. Клінічний випадок мембранозного гломерулонефриту у ВІЛ-інфікованого пацієнта. В: Збірник матеріалів заочної науково-практичної конференції з міжнародною участю, присвяченої 150-річчю з дня народження професора М.Ф. Мельникова-Разведенкова; 2016 Груд 24; Харків. Харків: ХНМУ; 2016. с. 54-55. (Здобувачем проведено розтин, мікроскопічне дослідження аутопсійного матеріалу, написані тези).
3. Городецька АІ, Дядик ОО. Патоморфологія ураження нирок при генералізованому криптококозі у ВІЛ-інфікованих пацієнтів. В: Матеріали науково-практичної конференції Актуальні проблеми сучасної патологічної анатомії; 2017 Квіт 26-27; Київ. Київ; 2017. с. 53-54. (Здобувачем проведено оглядову мікроскопію, аналіз та узагальнення отриманих результатів).

4. Дядик ОО, Городецька АІ. Клініко-морфологічні особливості імунокомплексного ураження нирок у пацієнтів при ко-інфекції ВІЛ\ВГС, що не приймали АРТ. В: Матеріали науково-практичної конференції з міжнародною участю, приуроченої 75-річчю з дня заснування Вищого державного навчального закладу України Буковинський державний медичний університет Актуальні проблеми морфології в теоретичній та практичній медицині; 2019 Жовт 24-25; Чернівці. Чернівці; 2019. с. 53-54. (Здобувачем проведено дослідження мікропрепаратів, оброблено результати, написано статтю).

5. Gorodetska A, Dyadyk O, Baran S. Immunohistochemical spectrum of kidney damage in HIV\HCV co-infection. В: Збірник матеріалів науково-практичної науково-практичної конференції з міжнародною участю Young science 2.0; 2020 Лист 20; Київ. Київ: НУОЗ імені ПЛ Шупика; 2020. c. 40-42. (Здобувачем проведено дослідження мікропрепаратів та написано тези).

6. Городецька АІ, Дядик ОО. Морфологічна характеристика ураження нирок при ВІЛ-інфекції у пацієнтів, що приймали АРТ. В: Збірник матеріалів науково-практичній конференції з міжнародною участю «Young science 3.0”; 2021 Бер 26; Київ. Київ, 2021: С 22-24. (Здобувачем проведено дослідження мікропрепаратів та написано тези).
ДОДАТОК В

Акти впровадження
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2021 p.
AKT BHPOBAJUKEHHS
MaTepiaiin neepTattiitnot poboTn 10 JiKyBaIBHO-arHOCTHIHOTO HPOTECY
1. Haitvenysanns nponosunii st snposaukennst (Meros mpodiiakTikn, marsocTik,
stikyBanns, obnanHanns, Gopma opranisaiiinoi poboru 1a in.)
Mopdonoriune OCHDKEHES CKICPOTHUHUX Ta 1POiepaTuBHIX IMiH TIOMEPYIAPHOTO Ta
IMYHOTICTOXIMIYHOTO  JAOCTIDKEHHSA  UTA

TYGYISpHOrO  anapary HMPOK 3 BHKOPHCTAHHAM
BepHbIKalii AKTHBHIX Ta NPOIOHIOBAHNX IMYHOKOMIUIEKCHUX ypakeHh HHPOK T1p# Ko-indextii

BLI\sipychuii renartnt C.
2. Kum ta koam npononosane: M. Kuis, syi. Jloporoxuibka 9, Hamionamssuii yHisepcater

OXOpoHH 310poB’st Vkpainu imeni ITJI. Ilymuka, daxyibrer, kadesapa naroiorisnoi ta
Tonorpadiunoi anatowmii, 3as. kagenpn npopecop 0.0. Isauk, acnipant A. 1. Toposenska.
3. Jlxepeno indopmanii (Metoauuni pekomenjaii, inopmaniitnmii sucr, zeit npo HJIP.

Jwiceprauis, MOHOTpadis, 3'13/1M, KOH(DEPEHTIiT, ceMinapH Ta iH.):
Kriniko-Mopdosioriuna XapakTepueTnka ypaxeHHs HHpOK npy Ko-inpexuii BUIBIC cepex

nauienTis, WO He OTPUMYBAIH aHTHPETPOBIpYCHY Tepamio. Toposeuska A. L, lamnk O. O..

Isanosa M. JI. «Hupkuy. 10(2) uepsens, 2021: C.12-18.
4. Jle i KOJM BNIPOBAIKEHO: BijUIieHHs MiCTONOTIMHNX HociiuKeHs 2021 pp.

3aranbHa KUTBKICTB crioctepesxens 20
5. Pe3yabTaTH 3acTOCYBaHHsI METOAY 3a nepiof 3 uepsHs 2021 p. NpoAoBKye

BIIPOBADKYBATHC.
MO3UTHBHA (KLTBKICTB CriocTepexens) 20

HeraTuBHa: HEMAc

6. E(])el('l‘m!chb BNPOBA/UKEHHsI: OJCPXKaHi JaHi Npo CKICPOTHYHI Ta npom@mmm
MopdoJIOTiuHi 3MiHU IIOMEPYISPHOTO Ta TYGYISPHONO anapariB HUPOK NpH
KJIIHIYHAMH ~ JaHAMH = MOXYTh  BHKOPHCTOBYBAaTHCh JUISl  MOKpAICHHS
JUATHOCTHKHM, BHSBJICHHS AKTHBHUX Ta NPOJIOHTOBAHHX IMYHOKO CHID

npu ko-indexuii BI/I\sipycruii renarur C.
7. 3ayBakeHHsl Ta TMpPOMO3NMil: 3ayBaxeHb HEMae.

pOBOTY MATOIOrOaHATOMIMHOTO BiUILIEHHS.

BianosizaabHuii 32 BUPOBA/KEHHST
3aBizyBay BiJUTICHHSAM FiCTONOTIYHMX A0C]
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Matepiaiin srcepraniiiioi poGoru 1o TiKyBa/IbHO-TArHOCTHYHOTO nporiecy

1. HaiivenyBanns nponosumii ais BHPOBAKEHHS (METOX TPOdiNakTHKm, JarHOCTHKH,
JKyBaHHS, 0614 IHAHHS, (opma opramisauiitroi poGoru Ta iH.)

Mopdosoriure nocimkerss CKICPOTHYHHX Ta TPOTi(ePATHBHHX 3MiH TIIOMEDYJISIPHOTO Ta.
TYOyISpHOrO amapaTy HEpoK 3 BHKOPUCTAHHSM  iMyHOTiCTOXIMIUHOrO  joCiiDKEHHS JULSE
BepuiKalii aKTHBHEX Ta POTORrOBAHHX IMYHOKOMILTEKCHEX ypaskKeHs HHPOK MpH KO-iHQEKiT
BUN\sipycrnit renarnr C.

2. Vcranosa pospobmmka: . Kuis, By Jloporoxmuska 9, Hanionamsemit yriepenrer
OXOPOHH 3710poB’st Vkpaium imenmi I1.JI. Ilynuka, pakymerer, kadenpa naromoriumoi Ta
Tonorpadivroi anaromii, 3as. xadenpn mpodecop 0.0. sk, acrtipant A. I. Toposenbka.

3. Jxepena indopmanii (MeToymaHi pexoMeHari inopmauiiHmit mHeT, 3BiT npo HJIP,
Zmcepranist, MoHorpadis, 3°i3mm, KoH(eperIi, ceminap Ta in.):

Kriniko-Mopormoriuna XapaKTCPUCTHKA YPaKCHHS HUPOK NpH Ko-imdekuii BIIBIC cepen
TAIi€NTiB, IO He OTPHMYBAIH AHTHDCTPOBipyCHY Tepariio. [opozemnka A. L, Osmk O. O.,
Isanosa M. JI. «Hupkmy. 10(2) uepsens, 2021: C.12-18.

4. BNIpOBaUKeHO: TMPHMHLMIN THATHOCTHKH IMYHOKOMILTEKCHUX ypaskeHs HHPOK TIPH KO-
ir¢exuii BUN\sipycuuii renarur C.

5. Tepmin BupoBakenus: 3 gepBHst 2021 p. no Tenepimmiit ac.

6. Basoea ycraHoRa, sika TPOBOJMTS BIPOBAJUKECHHA: Kadepa maToNoriunoi ta TonorpadigHoT
anaromii Hanionansroro YHIBEPCHTETY OXOPOHH 3710poB’st Yxpaiam imeni 1. JI. lynnka.

7. ®opma BNPOBAKEHHS: B HABYATHHUIL TIPOIEC — B MATepIay NeKuiif i npakTaymmx 3amsTs 3
TIATOJIOT{YHOI aHATOMIT, & TAKOXK B HayKoBy poboTy kadeapm.

8. 3ayBaskenns i ponosmii: He BHOCHIICS,

Ipomoskmis o6rosopena 1a SarBepIuKCHa Ha METOJIMIHOMY 3acifaHHi kadbeapn matonoriunoi Ta
Tonorpadiuroi anatomii HY O3 Vxpairu iveni IT. JI. Illynuxa, npotokon Ne 2 Bix 26 ciums
2022 p.

Bixnosinansuuii 3a suposagkenns

3asinyBauka kaeapu natonorivaoi a Tomorpadiunoi anaTomil
HYO3 Vxpaiau imeni I1. JI. llymmka

JLM.H., npodecop





