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Streszczenie: Przyczyna biatkomoczu w idiopatycznych zespotach nerczycowych u dzieci jest zwigk-
szona przepuszczalnos¢ bariery filtracyjnej klgbuszka nerkowego w nastgpstwie dziatania czynnikow
immunologicznych oraz niecimmunologicznych. Podocyty, dzigki swoistym bialkom cytoszkieletu (cy-
tokeratyny, wimentyna, aktyna) i czastkom stabilizujacym ich wewnatrzkomdrkowa organizacj¢ (kom-
pleks podokaliksyna — ezryna — czynnik regulujacy wymiennik Na-H - aktyna, synaptopodyna) oraz
biatkom btonek szczelinowatych (podocyna, nefryna) odpowiadajq za prawidtowq proces przesaczania
w kigbuszku nerkowym. Elementy btony filtracyjnej moga by¢ uszkodzone w procesach zapalnych.
Szczegdlne znaczenie przypisuje si¢ cytokinom zapalnym (w tym czynnikowi wzrostu srédblonkow,
VEGF) oraz lektynom (np. galektyna-1). Ponadto, niedojrzale morfologicznie kigbuszki nerkowe moga
si¢ charakteryzowac uposledzong filtracja, ktora moze by¢ z kolei przyczyna opornego na leczenie
biatkomoczu u dzieci. W pracy przedstawiono wspdtczesne poglady na temat znaczenia wymienionych
bialek w patogenezie, przebiegu oraz rokowaniu zespotow nerczycowych u dzieci.

Stowa kluczowe: podocyt, zespol nerczycowy, ezryna, podokaliksyna, galektyna, naczyniowy czynnik
wzrostu Srodbtonka, cytokeratyna, wimentyna, nefryna

Summary: The major reason of idiopathic nephrotic syndrome in children is the increased permeability of
glomerular filtration barrier following some immunological and non-immunological disorders. Podocytes —
consisting of specific cytoskeletal proteins (cytokeratins, vimentin and actin) as well as molecules stabi-
lizing their intracellular organization (complex podocalixin - ezrin - Na-H exchanger - actin and synapto-
podin) and proteins composing inter-podocytal diaphragms (podocin, nephrin), are responsible for the
correct process of glomerular filtration. Stated above elements could be impaired during several inflamma-
tion processes. Some of the factors, which are crucially important in this disorder, are certain proinflam-
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matory cytokins (including vascular endothelial growth factor, VEGF) and lectins (i.e. galectins-1). What
is more, also glomeruli with morphological signs of their immaturity could also affect the correct process
of glomerular filtration. In this cases, proteinuria is usually resistant to steroids and serve as the unfavo-
rable risk factor. In this review article the actual opinions about the signification of described proteins in
the pathogenesis, clinical course and prognosis of nephrotic syndrome in children were described.

Key words: podocyte, nephritic syndrome, ezrin, podocalyxin, galectin, vascular endothelial growth
factor, cytokeratin, vimentin, nephrin.

2. IDIOPATYCZNY ZESPOL. NERCZYCOWY

Idiopatyczny zespdt nerczycowy (IZN) jest u dzieci najczestsza przyczyna biatko-
moczu, ktory przekracza mozliwosci kompensacyjne ustroju [1]. Zgodnie z definicja,
biatkomocz nerczycowy jest rozpoznawany, gdy dobowa utrata biatka przekracza
50 mg/kg masy ciata. Stanowi temu towarzysza obrzgki, ktdre uogélniaja si¢ wraz z
nasileniem bialkomoczu. W nastgpstwie utraty bialka obserwuje si¢ rowniez hipo-
proteinemi¢, hipoalbuminemie, hiperlipidemi¢ oraz zaburzenia ukladu krzepnigcia krwi.
U wiekszosci pacjentdw, IZN poprzedzony jest reakcja zapalng toczaca si¢ w organizmie,
tj. zapaleniem pluc, gardla czy tez ukladu moczowego. Zastosowanie glikokortyko-
steroidow w terapii IZN przynosi poprawe kliniczng oraz normalizacje parametréw
biochemicznych w ponad 90% przypadkow chorych dzieci [2], pozostaly odsetek
pacjentdow z IZN nie odpowiada na wymienione leczenie [3, 4]. Przebieg zespotu
nerczycowego, w ktérym nie obserwuje si¢ remisji  klinicznej lub biochemicznej po
podaniu glikokortykosteroidow w ciagu pierwszych 4. tygodni leczenia (steroido-opornosé)
albo poprawa taka widoczna jest wylacznie podczas podawania tych lekdw i ustgpuje
natychmiast po ich odstawieniu (steroido-zaleznos¢), jest najczestszym wskazaniem do
wykonania biopsji nerki (ocena bioptatow nerek w mikroskopii $wietlnej i elektronowej
oraz analiza obecnosci zZtogow w badaniu immunofluorescencji posredniej) oraz podjecia
proby zmodyfikowania leczenia immunosupresyjnego [5, 6].

Celem obecnego opracowania jest przyblizenie polskiemu czytelnikowi wynikow
najnowszych opracowan z zakresu patologii btony filtracyjnej w omawianych zespotach.

2.1. Patomechanizm 1ZN

Za gtowna przyczyng bialkomoczu w IZN odpowiedzialna jest zwiekszona
przepuszczalnos¢ bariery filtracyjnej kigbuszka nerkowego w nastepstwie dziatania
czynnikéw immunologicznych oraz nieimmunologicznych. Jedna z nich jest utrata
fadunku ujemnego blony filtracyjnej klebuszka nerkowego. Sewill i Short w swoich
badaniach zwracaja uwage na istnienie potencjalnego, krazacego polikationu, ktory
wiaze si¢ z ujemna blona filtracyjna [7]. Inni badacze wskazuja, ze zwigkszona
przepuszczalnos$¢ bariery filtracyjnej klgbuszka nerkowego (ryc. 1) jest spowodowana
blizej nieokreslonym krazacym czynnikiem badz czynnikami [8].

Immunologiczne i nieimmunologiczne procesy zapalne kigbuszka nerkowego pod-
legaja r6znym modyfikacjom pod wptywem cytokin prozapalnych. Nalezy do nich
duza grupa biatek okreslonych terminem interleukin (IL), ktorych lista, mimo
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ponumerowania od 1 do 25, jest ciagle otwarta [10]. Stosunkowo dobrze okreslone
jest znaczenie IL-la i IL-18 w regulacji odpowiedzi immunologicznej i zapalnej.
IL-2 wplywa natomiast na tempo, intensywnos¢ oraz czas trwania ekspansji klonalnej
pobudzonych antygenem limfocytow T-cytotoksycznych oraz jest jednym z kluczo-
wych mediatoréw w chorobach autoimmunologicznych [11]. W wielu pierwotnych
i wtornych niedoborach odpornosci obserwuje si¢ zmniejszone wytwarzanie 1L-2.
W podobny sposéb réwniez glikokortykosteroidy i cyklosporyna hamuja jej pows-
tawanie [12]. IL-2 jest czynnikiem wzrostu limfocytéw T-supresorowych. IL-6,
wytwarzana pod wplywem IL-1, charakteryzuje si¢ wielokierunkowoscia oddziaty-
wan 1 moze by¢ uznana za jeden z centralnych czynnikdéw regulujacych mechanizmy
obronne [13]. Jej gldwna rola to udziat w odpowiedzi immunologicznej, w reakcji
zapalnej i w krwiotworzeniu. W eksperymentalnych badaniach wykazano, ze
wytwarzana IL-8 moze by¢ odpowiedzialna za przebudowe blony filtracyjne;j
ktebuszka nerkowego oraz utrat¢ tadunku ujemnego [14, 15,16]. Natomiast inni
badacze sformutowali hipoteze, ze u podioza IZN lezy nieprawidtowa odpornosé typu
komorkowego, w ktorej obserwuje sie rozplem lub nadmierna aktywnos¢ limfocytow
T wytwarzajacych mediator odpowiedzialny za wystepowanie biatkomoczu. [17]. W
ostatnim czaasie opisano rowniez warianty genetyczne dla fancucha alfa receptora
IL-4 (cytokiny, ktora z IL-13 uczestniczy w rozwoju atopii), ktory moze prowadzi¢
do wystapienia MCNS [18]. Progresja zmian w kigbuszku nerkowym w przebiegu
statego bialkomoczu moze prowadzi¢ do widknienia, ktdremu posredniczy czynnik wzrostu
TGF1 (ang. transforming growth factor £I1)[19]. TGF-Betal uwalniany jest przez
jednojadrzaste komérki monocyty i limfocyty oraz przez plytki krwi we wczesnych
okresach stanu zapalnego oraz lokalnie w klebuszku nerkowym. Cytokina ta ma dzialanie
chemotaktyczne na neutrofile. TGF-81 pobudza syntez¢ macierzy pozakomoérkowej i
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hiperplazj¢ komorek mezangialnych, zwigksza ekspresje integryn oraz powoduje skurcz
naczyn krwionosnych. Ponadto, TGF-31 indukuje apoptoze w podocytach poprzez
uszkodzenie czasteczki CD2AP [20]. Powyzsze zmiany prowadza do rozwoju
sklerotyzacji klebuszkow nerkowych oraz przewleklej niewydolnosci nerek. W biopsjach
nerek i moczu pacjentéw ze steroido-opornym przebiegiem zespotu nerczycowego
wykazano obecno$¢ tej cytokiny [16,21]. Aktywnos¢ TGF-Betal jest niwelowana
poprzez blokery szlaku RAA (renina — angiotensyna — aldosteron), co znalazlo szerokie
zastosowanie w nefroprotekcji u chorych z biatkomoczem [22].

W ostatnich latach coraz wigcksze znaczenie w patomechanizmie biatkomoczu
przypisuje si¢ podocytom — integralnym komoérkom btony filtracyjnej ktebuszkow
nerkowych [23]. Na szczegdlna uwage zastuguje IZN, w ktorym, jak dotad, nie udato
si¢ ustali¢ przyczyny zwigkszonej utraty biatka z moczem, prowadzacej do hipoalbu-
minemii oraz dyslipidemii. Najbardziej prawdopodobna przyczyna tego zespotu jest
zaburzenie proceséw immunologicznych, prowadzacych do uszkodzenia bariery
filtracyjnej i w efekcie do jej nadmiernej przepuszczalnosci dla biatka. Potwier-
dzeniem tego zalozenia jest mozliwos¢ uzyskania remisji choroby po zastosowaniu
lekow przeciwzapalnych, tj. glikokortykosteroidéw. Nierzadko obserwuje si¢ wyzej
opisane zjawisko steroido-opornosci, steroido-zaleznosci lub wspolistnienie innych
wyktadnikow nefropatii, takich jak: erytrocyturia, nadcisnienie tetnicze czy niewydol-
no$¢ nerek, w przebiegu ktérych dochodzi do utrwalonych zaburzen filtracji.

Kazdy z elementow blony filtracyjnej klebuszka nerkowego moze by¢ uszkodzony
w procesach zapalnych, a utrwalone zmiany sa odleglym skutkiem dzialania me-
diatoréw zapalnych, gldwnie pochodzenia zewnatrzkigbuszkowego. Szczegdlne
znaczenie w tym patomechanizmie przypisuje si¢ srodblonkowemu czynnikowi
wzrostu naczyn krwionosnych — VEGF (ang. vascular endothelial growth factor)
[24]. Warto zwroci¢ uwage na to, iz wlasciwosci biologiczne wigkszo$ci cytokin
poznano w warunkach doswiadczalnych. Z tego powodu badania kliniczne z
uwzglednieniem wplywu tych bialek stanowig cenne uzupetnienie wiedzy o
patogenezie steroido-opornych zespoldw nerczycowych.

2.2. Wrodzone i genetycznie uwarunkowane zespoly nerczycowe

Zespol nerczycowy, ktory ujawnia si¢ do 3. miesiaca zycia, okreslany jest jako
wrodzony ZN (WZN). Najcigzsza postacig jest WZN typu finskiego [25]. Wrodzony
zespol nerczycowy wystepuje stosunkowo czesto w populacji finskiej, w ktdrej po
raz pierwszy zostal opisany w latach szes¢dziesiatych XX wieku [26]. Czestos¢
wystepowania szacowana jest na 1: 8000 urodzen. Ponadto, w tej grupie moga
znajdowac si¢ dzieci z zakazeniami wirusowymi okresu prenatalnego (tzw. wtérny
do infekcji WZN). Natomiast ZN, ktory wystapit pomigdzy 3. a 12. miesiacem zycia,
okreslany jest jako typ niemowlecy i najczgsciej spowodowany jest mutacjami
genetycznymi dla biatek cytoszkieletu podocytu i blonki szczelinowatej. Ponadto,
genetyczne defekty biatkowe prowadzace do ZN moga ujawnié si¢ po 4. roku zycia
oraz sporadycznie w okresie pelnej dojrzatosci. Takie ZN moga wystepowac jako
izolowany bialkomocz lub sktadowe zespolow wad wrodzonych, np. zespot Denysh-
Drasha, Fraisera, Galloway-Mowat [27]. W ostatnim czasie odkryto réwniez mutacje
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receptora kanatu kationowego 6 podocytow we WZN [28]. Lista zespotoéw nerczyco-
wych, u podloza ktérych leza mutacje genetyczne dla biatek struktur kigbuszka
nerkowego, jest dluga i stale rosnie, i wykracza poza ramy tego opracowania.

2.3. Patomorfologia I[ZN

W bioptatach nerek u dzieci z rozpoznaniem IZN najczegsciej opisuje si¢ trzy
formy histologiczne: zmiany minimalne — MCD (ang. minimal change disease),
rozlany rozplem mezangium — DMP (ang. diffuse mezangial proliferation) oraz
ogniskowe, segmentalne stwardnienie klebuszkow nerkowych — FSGS (ang. focal
segmental glomerulosclerosis) [29]. Powyzsze formy histologiczne IZN sg pierwot-
nymi klebuszkowymi zapaleniami nerek bez udzialu komplekséw immunologicznych
i najczesciej odzwierciedlaja kliniczng odpowiedz na leczenie glikokortykosteroidami
[2]. Zaobserwowano, ze zmiany te moga si¢ cofaé w trakcie leczenia, a wraz z
progresja bialkomoczu moga postepowa¢ w kierunku sklerotyzacji kigbuszka nerko-
wego, ktdra jest procesem nieodwracalnym o réznym tempie progresji. Liczba dzieci
z rozpoznaniem mezangialnej proliferacji wciaz wzrasta, a jej wartos¢ prognostyczna
w przebiegu IZN nie jest blizej zdefiniowana [30].

W badaniu immunofluorescencji posredniej najczesciej nie stwierdza si¢ obecnosci
ztogdbw immunoglobulin czy tez sktadowych dopetniacza. U niektdrych pacjentow z
[ZN mozna stwierdzi¢ obecnos¢ IgM [31], ktéra jako duza czasteczka (w 90%
wystepuje jako pentamer, w 5% — heksamer oraz sporadycznie mozna spotkaé
monomery IgM w osoczu) wykazuje duza awidnos¢ i lokalizuje si¢ w nastgpstwie
chorobowo zmienionego mezangium klgbuszka nerkowego (nie towarzyszy temu
odkladanie zlogow elektronowo-gestych w mikroskopie elektronowym) [32].
Jednakze, ze wzgledu na duze mozliwosci pobudzania dopetniacza przez czastki IgM
(100400 razy efektywniej niz IgG) wielu autoréw rozwaza wyodrebnienie osobnej
formy histologicznej — nefropatii IgM [33]. Natomiast w niektdrych przypadkach
FSGS pozostale immunoglobuliny i sktadowe dopelniacza moga by¢ stwierdzane
zaréwno w petli naczyniowej, jak i komdrkach nablonkowych torebki Bowmana.
FSGS nie jest jednak charakterystycznym typem zmian w przebiegu IZN, a raczej
konicowym etapem procesoéw patologicznych toczacych si¢ w kigbuszku nerkowym
[34, 35]. Wspdlng cecha we wszystkich formach histologicznych IZN sg natomiast
zmiany w obrebie komorek nablonkowych listka trzewnego torebki Bowmana
(podocytach) obserwowane gldwnie w mikroskopie elektronowym [23]. Podocyty
w takiej obserwacji moga by¢ obrzeknigte lub obkurczone, wypustki stopowate
zlewaja si¢ oraz oddzielaja od blony podstawnej. Ponadto, w obregbie cytoplazmy
wypustek podocytéw spotka¢ mozna liczne wodniczki [36].

3. BUDOWA KLEBUSZKA NERKOWEGO

Kiebuszki nerkowe sa zlokalizowane podtorebkowo w korze nerki, w srodkowym
obszarze kory oraz przyrdzeniowo [37]. W okresie pierwszych 5 miesigcy zycia
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postnatalnego kigbuszki przyrdzeniowe, ktdre pojawiaja sie jako pierwsze w czasie
glomerulogenezy, sa wigkszych wymiardw.

Klebuszek nerkowy utworzony jest z petli naczyn wlosowatych otoczonej dwiema
warstwami blaszek torebki Bowmana: $cienna i trzewna. Pomigdzy petlami naczynio-
wymi klebuszka nerkowego lezy mezangium, ktére utworzone jest przez komorki
oraz otaczajaca je macierz. Macierz ta, przypominajaca swoja struktura btone pod-
stawna, tworzy sie¢, w ktorej rozrzucone sa komoérki mezangium. Komorki te
wywodza si¢ z mezenchymy i charakteryzuja si¢ kurczliwoscia oraz zdolno$cia
proliferacji, produkcji substancji migdzykomorkowej i kolagenu, a takze wydzielania
wielu aktywnych biologicznie mediatorow. Mezangium zawiera w sobie rowniez
liczne monocyty.

Pomigdzy dwiema warstwami torebki znajduje si¢ przestrzen Bowmana. Komorki
nablonkowe tworzace zewnetrzny listek Scienny torebki przechodza bezposrednio
w nablonek kanalika proksymalnego blizszego, a u bieguna naczyniowego przecho-
dza w komorki nabtonkowe listka trzewnego wewnetrznego, tzw. podocyty. Te
ostatnie wspottworza blong filtracyjng kiebuszka nerkowego [38].

3.1. Blona filtracyjna klebuszka nerkowego

Bariera filtracyjna kigbuszka nerkowego jest utworzona od strony $wiatfa naczynia
przez trzy warstwy: srodblonek o typie okienkowym (pory o srednicy 70-100 nm),
btone podstawng oraz podocyty wraz z wypustkami stopowatymi [39]. Komorki
srodblonka maja ujemny tadunek od strony Swiatla naczynia dzigki licznie wystepu-
jacym sialoproteinom. Blona podstawna — GBM (glomerular basement membrane)
zlozona jest z trzech warstw: blaszki srodkowej (ciemnej, elektronowo-gestej — lamina
densa), blaszki jasnej zewnetrznej podnablonkowej (lamina rara externa) o mniejszej
gestosei 1 blaszki jasnej wewnetrznej podsrdédblonkowej (lamina rara interna) [40].
GBM 2zbudowana jest z kolagenu (gldwnie 1V), lamininy, proteoglikanow polianionowych,
fibronektyny oraz wielu innych glikoprotein. W obrebie blaszki zewnetrznej i
wewnetrznej znajduja si¢ glikozaminoglikany bogate w siarczan heparanu.

Podocyty, nalezace do populacji komorek postmitotycznych, maja liczne, rozgate-
ziajace si¢ i obejmujace petle naczyn wypustki stopowate, dzigki bardzo dobrze
rozbudowanym biatkom cytoszkieletu komorki [41]. Palczaste wypustki cytoplazmy
podocytdéw przylegaja do blaszki jasnej zewnetrznej GBM 1 sa czgSciowo w niej
zatopione. Sasiadujace ze soba wypustki stopowate przedzielone sa szczelinami
filtracyjnymi szerokosci 20-30 nm, ktorych brzegi potaczone sa cienka blong (blona
szczelinowata) zbudowang z czasteczek nefryny.

Btona filtracyjna klgbuszka nerkowego, o kluczowym znaczeniu dla calego
procesu filtracji, charakteryzuje si¢ niezwykle wysoka przepuszczalnoscia dla wody
oraz roztworow drobnoczasteczkowych i niemal catkowitym brakiem przepuszczal-
nosci dla czasteczek wielkoscia i tadunkiem przypominajacych albuminy (Srednica
ok. 3,6 nm; 70 000 kD). Podocyty sa rowniez odpowiedzialne za syntez¢ elementow
btony podstawnej [40].
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3.2. Cytokeratyna 18 i cytoszkielet podocytu

Cecha kazdej komorki warunkujaca jej wewnetrzna organizacjg jest cytoszkielet. Jest
to zespol widkienek bialkowych decydujacy o transporcie, rozmieszczeniu organelli
komorkowych oraz ruchu i skurczu komorki. Zalicza si¢ do niego mikrotubule, mikro-
filamenty i filamenty posrednie [42]. Podstawowym budulcem filamentow posrednich
komorki nablonkowej sa bialka cytokeratyn (CK). Obecnie znanych jest ponad 30
réznych CK, ktore zostaty podzielone na dwa typy [43]: typ I — kwasny, o wyzszej
masie czasteczkowej (CK 10, 16), i typ Il — zasadowy, o nizszej masie czasteczkowej
(CK 7, 8, 18, 19). W Kklasyfikacji badz ocenie komorek nabtonkowych kigbuszkow
nerkowych wykorzystywa¢ mozna zaleznosci obserwowane w innych nabtonkach
pomigdzy wystepowaniem okreslonych CK a aktywnoscia biologiczna komoérek (np.
powiazanie CK 6/16 z duza aktywnoscia proliferacyjng, CK 7, 13 z aktywnoscia
wydzielnicza czy CK 10 z procesem rogowacenia nabtonka, CK 8, 18, 19 zas z
nablonkami prostymi). W ocenie badanych komorek mozna réwniez wykorzysta¢ fakt,
ze sklad biatkowy filamentéw keratynowych zmienia si¢ pod wptywem hormondw,
neuropeptydéw i cytokin uwalnianych miejscowo w reakcjach zapalnych.

7 danych literaturowych wiadomo, ze w podocytach, w miejsce biatek keratyno-
wych w koncowych etapach glomerulogenezy pojawiaja si¢ wiokna filamentow
wimentynowych, ktére lokalizujg si¢ wokotl jadra komérkowego [44, 45]. Fizjolo-
gicznie sklad cytoszkieletu podocytu w okresie postnatalnym juz si¢ nie zmienia [46].
Natomiast immunohistochemiczna analiza ekspresji cytokeratyny 18 w bioptatach
nerek u pacjentow z IZN wykazata obecnos¢ tych biatek w obrebie cytoplazmy
podocytow wylacznie u dzieci z rozpoznaniem steroido-opornym ZN, DMP i cechami
niedojrzatosci [47]. Cytokeratyna 18 wystepuje w okresie glomerulogenezy w
cytoplazmie podocytéw, co zwiazane jest z migracja i roznicowaniem si¢ komorek
[46]. Zatem CK 18-pozytywne podocyty obserwowane w biopsjach nerek u pacjen-
tow z IZN moga wskazywaé na ptodowy fenotyp tych komorek oraz niedojrzata
ich funkcj¢ w procesach filtracji.

Cytoszkielet gtdwnych wypustek podocytow jest tworzony przez mikrotubule, w
ktorych dominuje biatko CHOI/MKLP1 warunkujace utrzymanie polaryzacji
mikrotubul [39]. Cytoszkielet wypustek stopowatych utworzony jest natomiast przez
mikrofilamenty aktynowe [48], ktére przebiegaja wzdluz osi dlugiej wypustek oraz
tacza si¢ z mikrotubulami wypustek glownych. Biatkiem taczacym wiazki mikrofila-
mentow jest ACTN4 i inne aktyniny, natomiast najlepiej poznanymi biatkami
stabilizujacymi aktyne w podocycie sa: synaptopodyna, ezryna i NHERF2, czynnik
regulatorowy faczacy aktyne z podokaliksyna poprzez ezryne [49]. Zatem zjawiskiem
towarzyszacym réznym uszkodzeniom komorki nablonkowej w klgbuszkowych
zapaleniach nerek (KZN) moze by¢ przebudowa jej cytoszkieletu pociagajaca za
soba zmiany funkcjonalne.

Zmiany struktury biatka ACTN4 spowodowane mutacja genetyczna, ktora
przekazywana jest jako cecha autosomalna dominujaca, prowadza do wystapienia
steroido-opornego zespofu nerczycowego na podtozu FSGS (FSGS)). ZN moze
ujawni¢ sie tak w okresie pdznego dziecinstwa, jak i u dorostych [50]. W
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sporadycznych przypadkach intensywny biatkomocz moze ujawni¢ si¢ wczesnie i
szybko prowadzi¢ do schytkowej niewydolnosci nerek [51].

3.3. Podokaliksyna

Podokaliksyna jest najwazniejsza sialoproteing ptaszcza komodrkowego, ktora
decyduje o jego ujemnym natadowaniu. Przez zwiazek z mikrofilamentami aktynowy-
mi cytoszkieletu, podokaliksyna wplywa na strukture wypustek stopowatych podo-
cytdw, a tym samym warunkuje selektywna przepuszczalnos¢ blony filtracyjnej
ktebuszka nerkowego [52]. Biatko to ma wlasciwosci przeciwadhezyjne i zapobiega
zlepianiu si¢ wypustek stopowatych, przez co utrzymuje otwarte przestrzenie
szczelinowate. Usunigcie kwasu sialowego z podokaliksyny powoduje adhezje komo-
rek i wzrost przepuszczalnosci potaczen migedzykomoérkowych [53]. Podokaliksyna
jest umiejscowiona w szczytowej czegsci podocytu, nie wystgpuje natomiast w czgsci
przypodstawnej wypustek stopowatych. U myszy z brakiem genu podokaliksyny nie
dochodzito do uformowania wypustek stopowatych i blon szczelinowych. W zamian
tworzyly sie kompleksy ciat podocytow z polaczeniami o typie przylegania, przez
co zmniejszeniu ulegata powierzchnia filtracyjna klebuszka, co powodowato mnie;j
obfite wytwarzanie moczu [54]. Oprécz podocytow, w warunkach fizjologii ekspresje
podokaliksyny wykazuja komorki $rodblonka, mezothelium oraz plytki krwi [S5].
Natomiast w procesach patologicznych, ekspresje te¢ stwierdza si¢ w komorkach
raka zarodkowego, guzdéw jader, ztosliwych komoérkach hematopoetycznych.

3.4. Ezryna

Podokaliksyna jest zwigzana z mikroflilamentami aktynowymi przez ezryne z
udzialem biatka zwanego czynnikiem regulujacym wymiane sodowo-wodorowsg —
NHERF (sodium-hydrogen exchanger regulatory factor) [56]. Podokaliksyna,
NHERF i ezryna tworza czynnosciowo-morfologiczny kompleks, ktory reaguje z
aktyna cytoszkieletu i dzigki temu podocyt zachowuje ksztalt, ruchomos¢ oraz odstep
od sasiadujacych wyrostkow podocytarnych oraz moze uczestniczy¢ w procesach
filtracji [52]. W warunkach eksperymentalnych u szczuréw, w ktorych zaburzono
interakcje tego kompleksu przez podanie aminonukleozydu puromycyny, obserwo-
wano objawy nefropatii. W obrazie histologicznym zaobserwowano znaczny ubytek
wyrostkéw stopowatych, podobnie jak w zespole nerczycowym u ludzi [49, 57].
Ezryna zatem jest proteing taczaca biatka blonowe (m.in. integryny, receptor dla
limfocytow) ze strukturami cytoszkieletu komorkowego [58]. W ten sposob komodrka
zachowuje swoja integralno$¢ w otaczajacej ja tkance [59].

Immunohistochemiczna analiza ekspresji ezryny w bioptatach nerek u dzieci z [ZN
wykazala spadek dystrybucji tego biatka w obszarze cytoplazmy podocytow i kigbuszka
nerkowego wraz z progresjg zmian w kierunku od mezangialnej proliferacji do FSGS
wlacznie [60]. W analizie statystycznej ekspresji ezryny na powierzchni¢ catego
klgbuszka nerkowego (przy zastosowaniu programu morfometrycznego) wykazano
istotnie znamienne réznice pomigdzy grupami MCD, DMP i FSGS. Ponadto, w grupie
pacjentéw z rozpoznaniem DMP wyodrebniono podgrupe steroido-wrazliwych ZN
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(DMP-S) oraz steroido-opornych ZN (DMP-R). Pomimo jednorodnej morfologicznie
mezangialnej proliferacji wykazano rozna ekspresje ezryny, ktora korelowata z odpowie-
dzia na leczenie glikokortykosteroidami. I tak, pacjenci z DMP-S wykazali znamiennie
wyzsza ekspresje ezryny niz dzieci z rozpoznaniem DMP-R.

Spadek ekspresji ezryny w biopsjach nerek u dzieci z [ZN korelowat z progresja
podocytopatii i glomerulopatii u tych pacjentow. Zmiana w strukturze bialek podocy-
téw (ezryny) mogla zatem stanowi¢ przyczyne uposledzonej filtracji klgbuszka
nerkowego i statego biatkomoczu, ktéry wtornie utrwalat podocytopatie.

3.5. Synaptopodyna

Synaptopodyna jest biatkiem bogatym w proling, przy udziale ktérej ma zdolnosé¢
wchodzenia w interakcje z takimi samymi regionami innych bialek [61]. Synaptopodyna
jest zlokalizowana w cytoplazmie wyrostkow stopowatych podocytéw i wykazuje linijng
dystrybucje wzdluz widkien filamentéw aktynowych. W warunkach eksperymentalnych
po podaniu cytochalazyny B, substancji powodujacej depolimeryzacje aktyny, linijne
rozmieszczenie tego biatka zostaje zniesione. Z kolei, do§wiadczenia in vitro wykazaly,
ze poddanie hodowli podocytow stresowi mechanicznemu, symulujacemu sytuacje in
vivo, wywoluje w tych komorkach catkowita reorganizacje widkien spolimeryzowane;j
aktyny oraz istotne zmiany ich morfologii [62]. Tak wiec wydaje sig, ze synaptopodyna
odgrywa wazna role w modyfikowaniu zarowno ksztattu, jak i ruchliwosci wyrostkow
stopowatych podocytow w blonie filtracyjnej kigbuszka nerkowego. Ponadto, podocyty
wykorzystujac wlasny system elementow kurczliwych znajdujacy si¢ w wypustkach
stopowych, niezwykle efektywnie przeciwdzialaja ekspansji kapilar tworzacych
kitebuszek nerkowy. Pojawienie si¢ tego bialka w okresie glomerulogenezy wskazuje
na ostateczne uformowanie si¢ aparatu cytoszkieletu, dlatego synaptopodyna jest
waznym markerem dojrzatosci morfologicznej podocytow [61]. Oprocz podocytow
ktebuszka nerkowego, ekspresje¢ synaptopodyny stwierdzono w obrebie wypustek
dendrytycznych komdrek nerwowych osrodkowego ukladu nerwowego, gdzie jest ona
zwigzana ze struktura synaps [63]. Réwniez tutaj pojawienie si¢ ekspresji synapto-
podyny swiadczy o dojrzalosci struktur synaptycznych [64]. W obu przypadkach
ekspresja tego bialka koreluje z formowaniem si¢ wypustek komdérkowych warun-
kujacych podstawowe funkcje podocytow i komorek nerwowych. Synaptopodyna
wystepuje w trzech izoformach: neuronalna Synpo-short dtugosci 685 aminokwasow,
nerkowa Synpo-long dlugosci 903 aminokwasdéw oraz skrocona Synpo-T liczaca 181
aminokwasow [65]. C-koncowy fragment Synpo-long jest identyczny z podobnym
fragmentem Synpo-T. Wszystkie powyzsze izoformy oddzialujg z a-aktyning i
powoduja wydhuzanie filamentéw aktynowych.

3.6. Nefryna

Nefryna jest biatkiem przezbtonowym o masie 135 kDa, nalezacym do nadrodziny
immunoglobulin i rodziny komoérkowych czasteczek adhezyjnych [66]. Biatko to pelni
role receptora adhezyjnego komorek i/lub biatka sygnalowego. Nefryna zawiera 1241
reszt aminokwasowych i jest zbudowana z czesci zewnatrzkomorkowej (8 domen
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immunoglobulinowych, 1 domena podobna do fibronektyny typu III), pojedynczej
domeny przezbtonowej i C-koficowego fragmentu wewnatrzkomoérkowego [67]. W
roku 1999 opisano obecno$é¢ nefryny w blonie szczelinowatej kigbuszka nerkowego
[68]. Ponadto, nefryna jest syntetyzowana przez podocyty i spelnia wazna rolg w
procesie dojrzewania blony szczelinowatej w okresie glomerulogenezy [69].

Nefryna tworzy szkielet blony szczelinowatej klebuszka nerkowego na wzor ,,zamka
blyskawicznego™ (ryc. 2), ktory zostal wykazany w mikroskopie elektronowym [71].
Obserwacje kliniczne potwierdzity znaczaca rolg nefryny w procesach filtracji klebuszka
nerkowego. Jak roéwniez nieprawidlowa struktura lub brak tego bialka w blonie
szczelinowatej stanowily glowna przyczyne bialkomoczu [72]. Mutacja genu nefryny
NPHS1 (MIM#602716) jest przyczyna pierwotnego wrodzonego zespotu nerczycowego
(WZN) typu finskiego [73]. Gen ten zlokalizowany jest na 19q13.1 chromosomie i jest
zbudowany z 29 egzonow, rozciagajacych si¢ na przestrzeni 26 kilo par zasad, pomigdzy
markerem D198S1175 a genem APLP1 (MIM#104775) [74]. Najczestszymi mutacjami
NPHS] (odpowiadajacymi za okolo 94% przypadkow w populacii finskiej) sa delecja dwoch
par zasad w egzonie 2 (tzw. mutacja Fin major) i mutacja nonsensowna w egzonie 26
(Fin minor). Obecnie znanych jest ponad 50 rodzajéw mutacji genu NPHSI wystepu-
jacych poza Finlandia. Do wystapienia objawow WZN (masywnego biatkomoczu opornego
na leczenie) konieczna jest nawet niewielka mutacja w obu allelach tego genu. Obecnosé
jednego zmutowanego allelu genu NPHSI w okresie zycia ptodowego powoduje
przejsciowy biatkomocz i falszywie dodatni wynik testu na a-fetoproteing (AFP) [75].

W innych badaniach nad ekspresja nefryny w IZN wykazano, ze zmienia sig¢
dystrybucja tego biatka w blonie filtracyjnej klebuszka nerkowego (zmniejsza sig¢ ilosé
nefryny oraz przybiera ziarnisty wzor wyznakowania w immunofluorescencji posred-
niej) wraz z nasileniem biatkomoczu i zlewaniem si¢ wyrostkow stopowatych
podocytow [76, 77]. Te obserwacje potwierdzily istotng role nefryny w procesach
filtracji klgbuszka nerkowego.

Podokalilsyna

CDIAP Fodocyna

RYCINA 2. Schemat btony filtracyjnej klgbuszka nerkowego (zmodyfikowano wg [70])



REORGANIZACJA STRUKTURY I FUNKCJI PODOCYTOW ... 87

4. WYKLEADNIKI PROCESU ZAPALNEGO

W obrgbie uktadu odpornosciowego i w odpowiedzi immunologicznej wystepuja
mechanizmy nieswoiste i swoiste. Te pierwsze okresla si¢ mianem wrodzonych, a drugie
— nabytych [78]. Mechanizmy nieswoiste sa filogenetycznie starsze, mniej precyzyjne,
ale za to reaguja szybciej, stanowiac niejako pierwsza lini¢ obrony. Naleza do nich
komorki zerne (makrofagi i granulocyty), uklad dopeliacza, interferon oraz komérki zdolne
do spontanicznej cytotoksycznosci. Z drugiej strony mechanizmy swoiste, filogenetycznie
milodsze sa precyzyjnie skierowane przeciw okreslonemu zagrozeniu. Ich rozwdj wymaga
dtuzszego czasu, ale za to umozliwia wyksztalcenie gwattownej odpowiedzi
immunologicznej w sytuacji, gdy organizm ponownie spotyka si¢ z okreslonym antygenem.

W przypadku rozwoju idopatycznego zespotu nerczycowego, gtéwna role odgry-
waja mechanizmy swoiste [ 14, 79]. Podobnie jak w fizjologii, mozna w nich wyrdéznié
dwa etapy: fazg indukcji i faze efektorowa. W pierwszej z nich komérki immunokom-
petentne tacza si¢ z antygenem i zaczynaja proliferowaé oraz rdznicowaé si¢ w
komorki efektorowe. W drugiej fazie nowo wytworzone komorki zaczynaja uwal-
nia¢ cytokiny lub produkowaé przeciwciata, zmierzajac do neutralizacji zapalenia [78].
Niestety, w pewnych sytuacjach, ktore wydaje sie, ze moze charakteryzowac poja-
wiajaca si¢ steroido-opornos¢, odpowiedz immunologiczna wychodzi poza ramy
komdrek immunokompetentnych, przenoszac si¢ na inne komorki klebuszka. Efektem
tego jest progresja stanu zapalnego, utrwalenie i poglebienie przebudowy kiebuszka
oraz utrzymywanie si¢ nerczycowego biatkomoczu.

Badanie wykladnikow fazy indukcyjnej i efektorowej w klebuszku nerkowym nie
jest proste, nalezy bowiem znalez¢ takie wykladniki procesu zapalnego, ktore nie
bylyby charakterystyczne dla komérek immunokompetentnych. Innymi stowy, nalezy
wybraé takie markery, ktére nie sa obecne w limfocytach lub makrofagach oraz
nie pojawiaja si¢ w prawidtowych komoérkach ciatka nerkowego. Na podstawie nizej
wymienionych danych literaturowych dla potrzeb niniejszego opracowania wybrano
dwa z nich: galektyne-1 jako wyktadnik fazy indukcyjnej oraz naczyniowy czynnik
wzrostu srédbtonka (VEGF) bedacy markerem fazy efektorowe;j.

4.1. Galektyna-1

Galektyny stanowia grupg ok. 15 bialek majacych domeng zdolng do wiazania
beta-galaktozy [80]. Sa szeroko rozpowszechnione w obrebie komdrek uktadu
odpornosciowego, zaangazowane w procesy modulowania odpowiedzi zapalnej (w
mechanizmie adhezji komorkowej), rzadziej w procesy kontrolowania réznicowania
komorkowego [81]. Wiele lektyn pokarmowych charakteryzuje si¢ duza aktywnoscia.
Do bardzo aktywnych naleza np. lektyny surowych pomidoréw, bananow, marchwi,
cebuli, jablek, lucerny, stonecznika, nasion sezamu, sataty, orzechow kokosowych,
soi, pszenicy (gluten) i innych. Badania wykazaly, ze do 5% lektyn pokarmowych
ulega wchionieciu do krwioobiegu, gdzie moga doprowadza¢ do zjawiska aglutynacji.

W badaniach eksperymentalnych wykazano udzial galektyny-1, -3 oraz -9 w
procesie organogenezy nerki, a w szczegdlnosci w rozwoju cewek nerkowych (w
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nerce dojrzalej nie ulegaja ekspresji, zjawisko down regulation) [82]. Galektyna-1
ma domeng zbudowana z ok. 130 aminokwaséw, odpowiedzialng za wigzanie
galaktozy obecnej np. w obrebie CD3, CD4, CD7, CD43 i CD45 [83]. Posredniczy
ona zatem zaro6wno w réznicowaniu limfocytow B, jak i T (moduluje adhezj¢
tymocytow do komorek epitelialnych grasicy), jak i w adhezji dojrzatych limfocytow
do komoérek dendrytycznych. Ponadto galektyna-1 indukuje apoptoze limfocytow B
i T, hamuje produkcje¢ IL-12 przez makrofagi oraz zwicksza zdolnosci fagocytarne
neutrofilii [83]. W wielu pracach wykazano, ze galektyna-1 moze by¢ odpowiedzialna
za rozwoj choréb o podlozu autoimmunologicznym [84].

Analiza ekspresji galektyny-1 w kigbuszkach nerkowych dzieci z idiopatycznym
zespolem nerczycowym wykazata niewielka ilos¢ komorek galektyno-pozytywnych
u dzieci ze steroido-wrazliwym ZN, u ktorego podtoze stanowitlo DMP, natomiast
zupehny jej brak obserwowano w klebuszkach kontrolnych i MCD [85]. Natomiast
u pacjentdw z rozpoznaniem steroido-opornego DMP oraz FSGS ekspresja tego
markera byta znamiennie wyzsza. Nalezy zaznaczy¢, ze stosujac podwojne barwienie
z CD34 (marker srodblonkow), obecnos¢ galektyny-1 wykazano wylacznie w obrebie
podocytow. Ze wzgledu na réznice ekspresji galektyny-1 w MCD i wszystkich
rodzajach DMP wydaje sie, ze marker ten moze by¢ uzytecznym czynnikiem
umozliwiajacym szybkie zréznicowanie MCD od DMP w mikroskopii §wietlnej.

Nalezy zaznaczy¢, ze wszyscy analizowani pod tym wzgledem pacjenci byli
leczeni steroidami. Jezeli proces zapalny bezposrednio nie angazowal struktur klgbusz-
ka (przypadki MCD), to steroidy wyhamowywaly jego przebieg i nie obserwowano
nerczycowego biatkomoczu. W chwili, gdy pojawiala sie ekspresja galektyny-1
sugerujaca transpozycje¢ procesu immunologicznego do struktur wewnatrzklebusz-
kowych (przypadki steroido-opornego DMP oraz FSGS), podawanie steroidéow nie
mialto juz wplywu na ograniczenie proteinurii. Moze to ponownie wskazywac na to,
ze podocyty sa komodrkami czynnie zaangazowanymi w modulowanie procesu
zapalnego poprzez umozliwienie adhezji komoérkom immunokompetentnym [81]. Na
osobna uwage zashuguja jednakze przypadki steroido-wrazliwych DMP, w ktorych
pomimo ekspresji galektyny-1 nie stwierdzano stalego biatkomoczu. Wyjasnienie tego
faktu moze by¢ zwiazane z nasileniem ekspresji galektyny-1. W tych ostatnich
przypadkach pojedyncze galektyno-pozytywne podocyty byly zlokalizowane tylko w
obwodowej czgsci klebuszka i najprawdopodobniej ich obecnos¢ mogta by¢ skompen-
sowana prawidlowymi podocytami znajdujacymi si¢ w pozostatych obszarach kigbusz-
ka nerkowego. Na tym tle galektyna-1 moze by¢ uznana za czynnik niekorzystnej
prognozy u pacjentow z rozpoznaniem [ZN, ale tylko w tych przypadkach, w ktorych
stwierdza si¢ steroido-opornosc.

Najbardziej jednak interesujaca obserwacja dotyczy niektorych przypadkéw FSGS,
w ktorych ekspresje galektyny-1 stwierdzano rowniez w obrgbie komorek listka
Sciennego torebki Bowmana. Sa to komodrki, co do ktorych uwaza si¢, ze maja
kluczowe znaczenie w formowaniu obszarow sklerotyzacji kigbuszkéw nerkowych
[86]. Komorki listka $ciennego w momencie utraty liczby i prawidlowej struktury
podocytow podejmuja probe odtworzenia (kompensacyjng proliferacje) brakujacych
elementéw blony filtracyjnej. Tworzenie tych obszarow jest zwiazane z dzialaniem
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réznych komérek wykazujacych ekspresje CD3, CD4, CD7, CD43 i CD45 [84], a
wige tych samych, ktorych domeny CD sa wiazane przez galektyny. Oznaczaé to
moze, ze galektyna-1 jest czynnikiem, ktory wprowadza proces zapalny do klgbuszka
nerkowego (wyzej omdwiona faza indukcyjna), zapoczatkowujac szereg zmian
prowadzacych do przebudowy zarowno morfologicznej (rekonstrukcja cytoszkieletu),
jak i funkcjonalnej (np. pojawienie si¢ ekspresji VEGF-C) podocytow. Ukonstytu-
owanie si¢ tych patologicznych zmian deklasuje dzialanie steroidow, zmierzajac do
poglebienia biatkomoczu i klinicznie obserwowanej steroido-opornosci.

4.2. VEGF-C

Naczyniowy czynnik wzrostu srodbtonka — VEGF (vascular endothelial growth
factor) jest cytokina (dimer, glikoproteina, wykazujaca strukturalng homologi¢ do
plytkopochodnego czynnika wzrostu), ktora uczestniczy w procesach angiogenezy,
neowaskularyzacji oraz zwigkszania przepuszczalnos$¢ srodblonka [87]. Na modelu
zwierzecym wykazano obecnos$¢ zarowno VEGF w obrebie cytoplazmy podocytow, jak i
jego receptora (VEGF-R) w obrgbie blony komdrkowej $rddblonka [88]. Dotychczas
poznano kilka wariantow VEGF, ktore powstaja poprzez alternatywny splicing mRNA
[89]. Prowadzac badania eksperymentalne przesledzono czesciowo funkcje poszczegolnych
izoform. VEGF-A jest bialtkiem, ktore wedlug wielu autoréw zwigksza przepuszczalnosé
srodblonka kigbuszka nerkowego oraz narzadow wewnatrzwydzielniczych, cho¢ prawie
nie ulega ekspresji w obrebie prawidlowych podocytow [90]. Wedtug niektorych autorow
mechanizm, ktory moze prowadzi¢ do zwigkszonej przepuszczalnosci naczyn, zwiazany
jest z tworzeniem si¢ w endothelium cytoplazmatycznych struktur, tzw. jamek (caveolae),
pod wptywem dziatania VEGF [91].

Gloéwne zainteresowanie naczyniowymi czynnikami wzrostu komorek endotelial-
nych skupia si¢ na ich roli w rozwoju oraz patogenezie guzow litych. Przyjmuje
sig, ze wzrost kazdej zmiany nowotworowej o wielkosci przekraczajacej 1-2 mm
staje si¢ w sposOb bezposredni zalezny od angiogenezy [92], cho¢ nie brakuje
obserwacji dotyczacych praktycznego wykorzystania ich proangiogennej aktywnosci
w réznego rodzaju chorobach niedokrwiennych [87]. Niewielkie natomiast zaintereso-
wanie towarzyszylo potencjalnemu znaczeniu rodziny tych zwiazkéw w patogenezie
innych chordb o podlozu zapalnym. W chwili obecnej wydaje si¢ jednak, ze jest to
kluczowe pytanie w historii odkry¢ VEGF. Czy jest to zwiazek, ktory zgodnie ze
swojg nazwg pobudza wylacznie wzrost srodbtonkow? Czy moze charakteryzuje si¢
plejotropowoscia, a wige czynnym udzialem roéwniez w pozanaczyniowej proliferacji?

4.3. Potencjalne znaczenie VEGF-C w patogenezie [ZN

U dzieci z rozpoznaniem MCD, DMP-S. a takze w grupie kontrolnej ekspresje
VEGF-C wykazywano wyltacznie w pojedynczych podocytach obecnych w kie-
buszkach nerkowych [93]. Ekspresja VEGF-C w podocytach zostata potwierdzona
w podwojnej inkubacji z podokaliksyng — kolokalizacja obu markeréw. Nalezy
zaznaczyC, ze w analizie statystycznej odsetek immuno-pozytywnych komorek nie roéznit
si¢ migdzy soba w przypadkach: MCD, DMP-S i kontrolnych kigbuszkéw. Natomiast
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u dzieci z rozpoznaniem steroido-opornego DMP oraz FSGS liczba VEGF-C dodatnich
podocytow oraz zajetych klebkow byta znamiennie wyzsza (do 80% kigbuszkow
obecnych w bioptacie). Obserwacji tej towarzyszyt odwrotnie proporcjonalny spadek
ekspresji podokaliksyny (domena cytoplazmatyczna) i synaptopodyny (bialek
stabilizujacych ksztalt i funkcje wypustek stopowatych). Oznacza to, ze ekspresja
VEGF-C jest wykladnikiem niekorzystnego przebiegu klinicznego choroby —
bialkomoczu nerczycowego, dowodem na przeniesienie reakcji zapalnej bezposrednio
na elementy bariery krew - mocz oraz przyczyna rekonstrukcji podocytu powodujacej
zanik wypustek stopowatych oraz rozszczelnienie blony filtracyjne;.

Nalezy pamigtac, ze pierwotnie VEGF byl uznawany za czynnik powodujacy wzrost
przepuszczalnosci naczyn krwionosnych (vascular permeability factor) [90]. Udo-
wodniono m.in. jego udzial w procesie fenestracji srédblonkéw w okresie neowas-
kularyzacji migsni, skory oraz roznych tkanek nowotworowych. Z drugiej strony
tlumaczono jego wplyw na wzrost przepuszczalnosci naczyn krwionosnych poprzez
zwigkszenie ekspresji kaweoli (tj. jamek) — biatkowo-lipidowych kompleksow blony
komoérkowej warunkujacych proces transcytozy [91]. Wedlug naszych obserwacji zaden
z wymienionych mechanizmdéw nie jest wykorzystywany w patogenezie zespotu
nerczycowego [94]. Od wielu lat dowodzi si¢ wystepowania podloza zapalnego w
rozwoju pierwotnych glomerulopatii [8]. W aspekcie ekspresji VEGF-C problem ten
nalezy jednak rozpatrywa¢ w dwoch ptaszczyznach. Po pierwsze, jezeli przyczyna
zapalna jest zlokalizowana w obszarze pozaklebuszkowym (np. naciek z komorek
zapalnych, odkladanie zlogéw immunologicznych), to zastosowanie lekow steroidowych
ma wszelkie podstawy wyhamowania tego procesu (obecnos¢ receptoréw steroido-
wych w komorkach immunokompetentnych). Jednak w niektdrych, jak dotad niejasnych
okolicznosciach proces ten moze bezposrednio wiazaé si¢ z aktywacja podocytow.
Komorki te moga zacza¢ uwalnia¢ prozapalne cytokiny, z ktérych VEGF-C jest bardzo
dobrym przykladem, i przyczynia¢ si¢ nie tylko do przeniesienia reakcji zapalnej w
obszar wewnatrzklebuszkowy, ale rowniez zmierza¢ do swoistego uodpornienia na
zastosowane leczenie supresyjne (brak receptoréw dla steroidéw). Przelaczenie
aktywnosci podocytéw z filtracyjnej na modulujaca odpowiedz zapalng powoduje
zapewne ich dalsza przebudowe przejawiajaca si¢ miedzy innymi zanikiem synapto-
podyny, ezryny czy tez podokaliksyny. Sugerowaloby to fakt, ze w aspekcie rozwoju
glomerulopatii podocyty nie moga by¢ traktowane wylacznie jako komorki uszkadzane
przez proces zapalny, ale rowniez jako czynniki modulujace proces zapalny.

Oczywiscie takie wytlumaczenie zjawiska jest na obecnym etapie badan hipote-
tyczne, ale sklania do dalszych poszukiwan znaczenia rodziny czynnikow VEGF w
patogenezie zespotu nerczycowego.

4.4. VEGF-C jako czynnik niekorzystnej prognozy w IZN

O ile wyzej przedstawione wyjasnienia sa w znacznej mierze hipotetyczne, o tyle
niekorzystne dla rokowan znaczenie ekspresji VEGF-C w patogenezie zespotu
nerczycowego u dzieci zostato potwierdzone analiza statystyczna.
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Obecnosé tego czynnika w sposob jednoznaczny korelowata z niekorzystnym
przebiegiem choroby. Dotyczylo to przede wszystkim dzieci, u ktorych rozpoznano DMP.
Efekt ten byt wynikiem pojawienia si¢ steroido-zaleznosci lub steroido-opornosci w okresie
12-miesigcznej obserwacji. U zadnego z pacjentéw, u ktorych wykazano obecno$é
VEGF-C w podocytach, nie zaobserwowano ustapienia nerczycowego biatkomoczu w
nastgpstwie stosowania steroidow. Efekt ten byl dopiero mozliwy do osiagnigcia po
zastosowaniu innych niz steroidy lekéw przeciwzapalnych. Z drugiej strony, brak lub
znikoma ekspresja VEGF-C u pozostatych pacjentow byla zarazem wyktadnikiem
korzystnego przebiegu klinicznego choroby przejawiajacego si¢ mozliwoscia uzyskania
remisji w nastgpstwie stosowania steroidow.

5. NIEDOJRZALOSC KEEBUSZKOW NERKOWYCH

Nerki donoszonego noworodka sa dojrzate morfologicznie, ale dojrzewanie czyn-
nosciowe trwa pierwsze dwa lata zycia dziecka. Wilasciwy zawiazek nablonkowy
nerki wyodrebnia si¢ w 6. tygodniu zycia plodowego [39]. Proces nefrogenezy trwa
do 34.-36. tygodnia ciazy, po tym czasie nie powstaja juz nowe nefrony. Jednak
wciaz brak jest precyzyjnych danych dotyczacych dojrzewania kigbuszkéw nerko-
wych w okresie postnatalnym. Wedlug nielicznych doniesien niedojrzate klgbuszki
nerkowe wystepuja w powierzchniowej warstwie kory nerki do ukonczenia 1. roku
zycia [36]. Po tym czasie obserwuje sig¢ tylko wzrost prawidlowo wyksztatconych
nefronow.

Jednym z najbardziej niekorzystnych aspektow zespotu nerczycowego jest jego
rozwoj w przypadku wystepowania niewyksztatconych struktur kigbuszkow nerko-
wych. Wskazuja na to dane literaturowe opisujace najbardziej znana letalna, a zarazem
wrodzona posta¢ zespotu nerczycowego — typ finski rozwijajacy si¢ przy wystgpowaniu
niedojrzalych klebuszkéw nerkowych. Zespdt obserwowanych objawow jest w tej
chorobie nie tyle wykladnikiem procesu zapalnego co fizycznej nieszczelnosci kigbuszka
nerkowego bedacej efektem braku blonek filtracyjnych zbudowanych z nefryny [25].

W naszych obserwacjach niejednokrotnie stwierdzamy w materiale biopsyjnym
u dzieci w wieku do 5 lat klebuszki nerkowe, ktore wykazuja niedojrzatos¢ [96]. W
mikroskopie §wietlnym przyjmuja one posta¢ klebuszkow znajdujacych sie w fazie
M glomerulogenezy z obecnoscia licznych, peryferyjnie umieszczonych szesciennych
podocytow. W mikroskopie elektronowym mozna spotka¢ zlewanie si¢ wyrostkow
stopowatych oraz odcinkowe $cienienie bton podstawnych z zachowaniem $wiatla
naczyn krwionosnych.

5.1. Rozwoj nerki

Powstanie nefronéw rozpoczyna si¢ okolo 8. tygodnia zycia plodowego przez
skupianie si¢ ognisk mezenchymy wokoét paczka moczowodowego [39]. Tworzacy
si¢ pecherzyk mezenchymy zwany jest sferoidem (faza-I; pecherzykowa), ktory
nastepnie si¢ wydluza i przybiera ksztalt esowatego kanalika (faza-II; S-ksztaltna)
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[95]. Z jego blizszego konca powstaje torebka Bowmana, a po wniknigciu do niej
petli naczyn (od 1 do 4 naczyn) — kigbuszek nerkowy. W stadium I i I komorki
nabtonkowe listka trzewnego sa walcowate. Nastepnie obserwuje si¢ rozwdj naczyn
klgbuszka (faza-Ill; petli naczyniowej; klebuszek staje si¢ owalny z obecnoscia okoto
5 naczyn na przekroju), po ktérym ostatecznie dojrzewa klebuszek nerkowy (faza-
IV, M-dojrzatosci). W stadium III obserwuje si¢ bardzo duza liczbe mikrofilamentow
w komorkach nablonkowych listka trzewnego, a w szczegdlnosci w wypustkach
stopowatych. Ponadto w tym okresie wystepuje 50-krotny wzrost liczby bton szczeli-
nowatych, a nastepnie fenestracja komorek endothelium. W IV stadium obserwuje
si¢ spadek potaczen $cistych migdzy komorkami nablonkowymi listka trzewnego oraz
dynamiczny wzrost liczby blon szczelinowatych, ktory osiaga okoto 80% wartosci
wystepujacych u dorostego. Ponadto wzrost liczby okienek w komoérkach srodbtonka
osiagga w tym okresie 45% wartosci wlasciwej dla dojrzatej nerki. W tym samym
czasie obserwuje si¢ obecnos¢ sialoprotein na powierzchniach bocznych podocytow
oraz w obszarze blonek szczelinowatych [96].

Ostateczna budowa nerki zostaje wyksztalcona w ciagu 32-36 tygodni zycia
ptodowego. Po tym okresie liczba nefrondw nie zwigksza si¢ i wynosi w kazdej
nerce okoto 1 mln. Wzrastanie nerki, postepujace po 36. tygodniu zycia plodowego
do okresu dojrzatosci, zalezy od powigkszania si¢ poszczegodlnych elementdw
strukturalnych nerki. Dojrzewanie nefrondw postepuje od warstwy przyrdzeniowe;j
kory do jej powierzchni. Dlatego mtodsze, niedojrzate nefrony znajduja sie¢ w
zewnetrznej czesci kory nerki. Sa one mniejsze od potozonych przyrdzeniowo.

5.2. Rozwoj podocytow

Podocyt powstaje ze skupisk pobudzonych komoérek mezenchymalnych [97], ktore
wykazuja ekspresj¢ bialek Pax2 i Bcl-2 (B cell lymphoma antygen-2), ktorych
ekspresja spada w 1l fazie glomerulogenezy az do zaniku w dojrzatym klgbuszku
nerkowym [95]. Ponadto, w okresie rozwoju nerek najwigksza ekspresje innego
biatka: WT1 (Wilms' tumor) obserwuje si¢ w skupiskach mezenchymy, a w
dojrzatym klebuszku wylacznie w podocytach [98, 99]. WTI1 jest czynnikiem
transkrypcji i potranskrypcyjnym guza Wilmsa (jego gen W71 jest umiejscowiony
na chromosomie 11p13), ktory odgrywa istotng rol¢ w prawidlowej nefrogenezie oraz
rozwoju wielu innych narzadéw, w tym gonad, serca, OUN, przepony i okreznicy
[98]. Obecnos¢ mutacji w genie WT'1 predysponuje do wystapienia wrodzonych wad
wielonarzadowych oraz rozwoju guza Wilmsa [100]. Biatko WT1 zawiera cynk,
reguluje proliferacje komorkowsa i wpltywa ostatecznie na prawidlowa morfologie
dojrzatego podocytu (wplywa na ekspresje podokaliksyny i nefryny w podocytach)
[99, 101]. W fazie S pojawiaja sie¢ komorki nabtonkowe (wywodzace sie z
pierwotnych komoérek mezenchymalnych), ktore charakteryzuja si¢ Scistymi potacze-
niami mi¢dzykomérkowymi wraz z biatkiem ZO-1 (zonula occludens) oraz
kadheryna [39]. W tym okresie pojawiaja si¢ rowniez receptory dla erytropoetyny
w podocytach [102]. W Ill-fazie glomerulogenezy wyksztatcaja si¢ wyrostki
stopowate podocytow wraz z biatkami charakterystycznymi dla tych struktur, tj.
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podokaliksyna, podoplanina, kltebuszkowym bialkiem epitelialnym 1 [95]. Biatka te
wplywaja na ostateczna budowe i funkcj¢ dojrzatego podocytu. Nastepnie w podo-
cytach pojawia si¢ synaptopodyna [63] oraz receptor 1 dopetniacza — CR1 (comple-
ment receptor I) [95]. CR1 jest odpowiedzialny za inaktywacj¢ sktadowych C, i
C, dopehiacza oraz jest kofaktorem czynnika I surowiczej proteazy serynowej, ktora
rozkfada C.b i1 C,b. W tym okresie szczelne pofaczenia migdzykomorkowe zmieniaja
si¢ w blony szczelinowate [39]. Zwiazane z tym zjawiskiem jest przemieszczenie
70-1 do poziomu blon szczelinowatych. Podocyty traca swoja aktywnos¢ mitotyczng
oraz zanika ekspresja cytokeratyn, w miejsce ktorych pojawia si¢ wimentyna [69,39].
W trakcie dalszego dojrzewania podocytdw obserwuje si¢ wzrost ekspresji inhibi-
toréw cyklu komoérkowego: p27 i p 57 [97] oraz spadek ekspresji biatek powodu-
jacych postep cyklu: antygenu jadrowego komorek proliferujacych — PCNA (ang.
proliferating cell nuclear antigen), antygenu Ki-67, cyklin A i B. Ostatecznie
dojrzaty podocyt charakteryzuje si¢ brakiem aktywnosci proliferacyjnej.

5.3. Niedojrzatos¢ kigbuszkéw nerkowych w IZN

Cho¢ noworodek rodzi si¢ z morfologicznie wyksztatcona i uformowana struktura
nerki oraz odpowiednia liczba klebuszkéw nerkowych, to czynnos¢ dojrzatego nefronu
osiaga do 2. roku zycia [39]. W tym okresie niemowle i dziecko nabywa zdolno$¢
zakwaszania i zageszczania moczu, a przesaczanie klgbuszkowe osigga wartosci
zblizone do stwierdzanych u dorostego, tj. 118 + 23 ml/min/1,73 m?.

Poczynione wstegpne obserwacje wykazaly, ze obecnosé kardynalnych objawdw
klinicznych oraz wyktadnikow biochemicznych IZN, tj. obrzekow, biatkomoczu,
hipoalbuminemii oraz hipercholesterolemii, nie stanowia kryterium rdéznicujacego
przebieg IZN u dzieci z DMP i cechami niedojrzatosci klebuszkow nerkowych lub
bez tych cech (wszystkie dzieci wykazywaly te objawy). Zaobserwowano natomiast
inne wyktadniki nefropatii, takie jak: wtorne nadcisnienie tetnicze, niewydolnos¢ nerek
czy krwinkomocz, ktérych obecnos¢ byta znamiennie wyzsza w grupie pacjentow
bez cech niedojrzatosci klgbuszkdw. Na szczegdlng uwage zastuguje odpowiedz na
leczenie glikokortykosteroidami w pierwszym rzucie zespolu nerczycowego u dzieci
z towarzyszacymi cechami niedojrzatosci klgbuszkéw nerkowych. Pacjenci w tej
grupie wykazali wigksza steroido-opornos¢ w poréwnaniu z dzie¢mi, u ktérych
stwierdzano w biopsji nerek wylacznie mezangialng proliferacje bez cech niedojrza-
losci (obserwacje poczynione na podstawie biopsji nerek wykonywanych w pierw-
szym rzucie zespotu nerczycowego w latach 1991-2000).

Przedstawiona obserwacja moze by¢ o tyle istotna, ze w IZN bez cech niedojrza-
losci kigbuszkow nerkowych kluczowym zjawiskiem w patogenezie choroby sa reakcje
immunologiczne majace miejsce m.in. w blonie filtracyjnej (posrednim wyktadnikiem
tych zmian jest uszkodzenie blony podstawnej i obecnos$¢ krwinko-moczu). Wlaczenie
leczenia przeciwzapalnego najczgsciej doprowadza do remisji choroby stwierdzanej w
prawidlowym czasie. W przypadku ZN wspolistniejacego z cechami niedojrzatosci,
zjawiska immunologiczne toczace si¢ w blonie filtracyjnej moga mie¢ mniejsze
znaczenie, a na plan pierwszy wysuwac si¢ moze wrodzona patologia klebuszkow
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nerkowych. Znajduje to odzwierciedlenie w przebiegu kliniczznym IZN wprawdzie z
mniejszym krwinkomoczem, ale przede wszystkim z istotnie statystyczng steroido-opornoscia.

Ponadto w grupie dzieci z cechami niedojrzatosci wykazano, ze pierwszy rzut ZN, ktory
mial miejsce przed ukonczeniem pierwszego roku zycia z obecnoscig hipoalbuminemii
<1,0 g/dl wykazywat wigksza steroido-opornos¢ w poréwnaniu z pacjentami z IZN bez cech
niedojrzatosci. Ponadto, wiek ponizej 3. miesiaca zycia moze sugerowaé wrodzone, genetycznie
uwarunkowane zespoly nerczycowe. Nalezy w tym momencie doda¢, ze nasze badania nie
uwzglednialy pacjentow w tym wieku i Ze nie byly wykonane badania genetyczne w kierunku
znanych mutacji genow dla biatek podocytow, takich jak: nefryna, podocyna, a-aktynina 4
czy tez biatko WT1. Ponadto dotychczasowe obserwacje wskazuja, ze niedojrzalose
klebuszkéw nerkowych moze dotyczy¢ okoto 3% wszystkich dzieci z IZN. Jest to rzadkie
zjawisko (znalezisko), ktdre nie zostato do tej pory opisane w literaturze, jak i nieznane sa
mechanizmy prowadzace do niego.

5.4. Ekspresja cytokeratyny 18 w I[ZN z cechami niedojrzatosci kigbuszkow nerkowych

Immunohistochemiczna analiza ekspresji cytokeratyny 18 w bioptatach nerek u
dzieci z IZN, u podtoza ktorego lezy DMP z i bez cech niedojrzatosci kigbuszkow
nerkowych, wykazala obecnos¢ tych biatlek w obrebie cytoplazmy podocytow
wylacznie u dzieci z rozpoznaniem DMP i cechami niedojrzatosci [47]. Z literatury
wiadomo, ze biatka te wystgpuja w okresie glomerulogenezy w cytoplazmie
podocytow, co zwigzane jest z migracja i roznicowaniem si¢ komorek [46]. W
okresie postnatalnym glowny sktadnik aparatu cytoszkieletu podocytow utworzony
jest z widkien filamentow wimentynowych, zlokalizowanych w cytoplazmie podocytu,
wokot jadra komorkowego [44]. Zatem CK 18-pozytywne podocyty obserwowane
w biopsjach nerek u pacjentéw z IZN moga wskazywac na plodowy fenotyp tych
komorek oraz niedojrzala ich funkcje¢ w procesach filtracji.

5.5. Niedojrzatos¢ kigbuszkow nerkowych a FSGS

Immunohistochemiczna analiza ekspresji bialek zaangazowanych w prawidtowa
strukture podocytu i procesy filtracji klebuszka nerkowego, tj. ezryny, podokaliksyny
(fragment cytoplazmatyczny), synaptopodyny i nefryny u dzieci z cechami niedojrza-
fosci kigbuszkoéw nerkowych przyniosta nieoczekiwane rezultaty [77]. W biopsjach
nerek, w ktorych stwierdzono DMP z cechami niedojrzatosci kigbuszkow nerkowych
(im-DMP), ekspresja wymienionych markerow obserwowana byta wylacznie w
podocytach zlokalizowanych na obwodzie klebuszka nerkowego. Obszary wewnatrz
ktebuszka nerkowego wykazywaly natomiast obecno$¢ komorek immuno-negatyw-
nych. Ekspresja wszystkich wymienionych bialek byta zmniejszona w poréwnaniu z
nerka kontrolna (prawidlowo wygladajace ktebuszki nerkowe) oraz DMP bez cech
niedojrzatosci klebuszkow nerkowych. Ponadto, dystrybucja wszystkich analizowa-
nych bialek w im-DMP byla podobna (porownywalna) do ekspresji wykazanej w
FSGS. Jednakze w FSGS obszary immunonegatywne wewnatrz klebuszka nerkowe-
go objete byly zmianami sklerotycznymi.
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W analizie przebiegu klinicznego ZN z rozpoznaniem histologicznym DMP, im-DMP
oraz FSGS wykazano, ze 20% dzieci z DMP prezentowalo steroido-oporno$¢ w ciagu
36 miesigcy obserwacji (niezmieniony odsetek pacjentdw), a u jednego dziecka (10%)
wystapita niewydolnos$¢ nerek. Natomiast w im-DMP poczatkowo 60% pacjentow
prezentowalo steroido-oporny przebieg zespotu nerczycowego, a w ciagu 36 miesiecy
obserwacji wszystkie dzieci w tej grupie wykazato remisje. Dwdch pacjentéw z im-
DMP wykazato ostra niewydolnos¢ nerek na poczatku okresu obserwacji. W grupie
FSGS u wszystkich dzieci stwierdzano lekooporny przebieg zespolu nerczycowego przez
caly okres obserwacji oraz progresj¢ przewleklej choroby nerek. Wyniki te wskazuja
na to, ze poczatkowo lekooporny przebieg kliniczny zespotu nerczycowego z niedojrza-
loscia klebuszkow nerkowych jest, podobnie jak w przypadkach FSGS, wynikiem
zmniejszenia bariery filtracyjnej i nieskompensowanej utraty biatek. W przypadkach
niedojrzatosci przebieg ten jednak moze by¢ przejsciowy, co wskazuje na mozliwosé
zakonczenia procesu dojrzewania klgbuszkdéw nerkowych.

W naszych obserwacjach zespot nerczycowy, oparty na tej nieprawidtowoscei,
cechuje cigzki, cho¢ niejednokrotnie przejsciowy przebieg kliniczny zwiazany z
mozliwoscia zakonczenia procesu dojrzewania [47, 77].

Na tym tle niedojrzatos¢ kilgbuszkow nerkowych staje si¢ kolejnym, po
omowionych wyzej wykladnikach morfologicznych i zapalnych, potencjalnym
markerem niekorzystnego przebiegu zespohu nerczycowego, wskazujacym na koniecz-
no$¢ zastosowania innych niz steroidy lekow.
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