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Проведено клиническое наблюдение и обследование 22 больных хроническим пиелонефритом (ХПН) и 30 практически здоровых лиц. Больные ХПН обследованы дважды. В первую группу (ГI) вошли пациенты с обострением данного заболевания. В группу сравнения (ГII)- те же больные спустя 1,5-3 месяца после завершения лечения, без клинических проявлений обострения ХПН. У всех обследованных пациентов не выявлены лабораторные признаки острого почечного повреждения. В образцах мочи всех обследованных лиц проводили определение концентрации VEGF, МСР-1, IL-8 и IL-18 в моче методом ИФА. У 6 пациентов ГI и 6 – ГII с исследовали белковый спектр мочи с помощью масс-спектрометрического анализа, используя хроматограф Agilent 1100 и гибридный масс-спектрометр LTQ-FT Ultra. Результаты параллельного определения белков мочи двумя методами показали, что обострение ХПН   развивается на фоне локальной вторичной иммунной недостаточности на уровне уротелия почечных канальцев. Определение протеома мочи с помощью масс-спектрометрии при обострении заболевания позволяет идентифицировать белки, связанные с повреждением эпителиальной выстилки почечных канальцев и формированием локального иммунного ответа.  
Ключевые слова: пиелонефрит, цитокины, мочевые биомаркеры, протеомика, масс-спектрометрия.

Clinical observation and examination of 22 patients with chronic pyelonephritis (chronic renal failure) and 30 healthy individuals. Patients with CRF were examined twice. The first group (GI) included patients with exacerbation of the disease. In the comparison group (GII)- the same patients after 1.5-3 months after completion of treatment, without clinical manifestations of exacerbation of CPN. Laboratory signs of acute renal damage were not revealed in all examined patients. The concentration of VEGF, MCP-1, IL-8 and IL-18 in urine was determined in urine samples of all examined persons by the method of ELISA. In 6 patients, GI and 6 – GII C studied the protein spectrum of urine using mass spectrometric analysis, using Agilent 1100 chromatograph and ltq-FT ultra hybrid mass spectrometer. The results of the parallel determination of urine proteins by two methods showed that the exacerbation of CPN develops against the background of local secondary immune insufficiency at the level of urothelium of the renal tubules. Determination of urine proteome by means of mass spectrometry in case of exacerbation of the disease allows to identify proteins associated with damage to the epithelial lining of renal tubules and the formation of a local immune response.
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Введение. Пиелонефрит (ПН) ( одно из наиболее распространенных инфекционных заболеваний почек и мочевыводящих путей человека [2,12,42]. Основой заболевания считается нарушение локальной иммунной защиты  эпителия канальцев почек при ПН за счет атаки возбудителями инфекции теряет свои структурно-функциональные свойства и перестает участвовать в локальной иммунной защите [13,18,27]. Показано, что в острый период заболевания грамотрицательная флора, кишечная палочка и протей могут продвигаться по эпителию канальцев почек вверх против тока мочи, снижая активность фагоцитоза и выделяя эндотоксины, приводя к трансформации структурно-функциональные свойства уротелия [4,6,8,11,12]. Поврежденный при контакте с бактериальной флорой уротелий теряет барьерные свойства, что приводит к инфильтрации нейтрофилами и моноцитами   интерстиция почечной паренхимы. [ 1,5,7,9,15,41] и развитию тубулоинтерстициального воспаления c образованием воспалительных инфильтратов.  Данные процессы сопровождаются    подъемом экскреции  с мочой  провоспалительных цитокинов и их рецепторов, хемокинов, острофазных белков,    характеризующих тяжесть воспалительных изменений паренхимы почек [ 7,9,15,17,20,21,36]. Повреждение  тубулоинтерстициальной ткани почек при ПН сопровождается  развитием тканевой гипоксии ( основного индуктора синтеза фактора роста эндотелия сосудов (Vascular endothelial growth factor, VEGF) подоцитами клубочков и клетками канальцев почки, стимулирующего пролиферацию мезангиоцитов и гиперпродукцию мезангиального матрикса, приводящую к  развитию нефросклероза[8,14,19]. 
В работе, проведенной  ранее,  показано, что результаты анализа выше приведенных медиаторов иммунитета перспективны для оценки структурно-функциональных изменений паренхимы почки могут быть успешно использованы в качестве показателей активности воспалительного процесса и фиброзной трансформации ткани почек при пиелонефритах [7]. Отмечено также, что их концентрация  в моче пациентов имеет большую диагностическую значимость, чем в сыворотке крови. 

Для выявления и количественного определения этих биомаркеров в моче в настоящее время применяют методы иммунохимического анализа с использованием моноклональных антител к их антигенным детерминантам и выявлении их комплексов с помощью ферментных, флуоресцентных и хемилюминесцентных меток (ИФА и ИХЛА). [3,6,8,14,16]. Об актуальности таких исследований свидетельствуют появившиеся за последние годы клинические рекомендации по диагностике, классификации и оценке тяжести хронических заболеваний почек, клинике и диагностике острого почечного повреждения [8,10,11,19,35,37,50]. 
Для поиска новых биомаркеров, характеризующих состояния клеток почек, применяется масс-спектрометрия, позволяющая идентифицировать в клинических образцах ряд низкомолекулярных белков в ничтожно малых концентрациях. Процедура так называемого панорамного анализа протеома мочи человека строится на стандартном подходе, состоящим: из отбора пробы; очистки, концентрировании и предварительном разделении смеси белков; энзиматическом расщепление белков  с получением смеси пептидов; хромато-масс-спектрометрическом анализе смеси пептидов; поиске и идентификации  белков с использованием международных баз данных. Считается, что выявление диагностически значимых  составляющих протеинов  белкового спектра мочи в ближайшем десятилетии позволит получить целый ряд новых  биомаркеров, позволяющих внести существенный вклад в исследование  ранних, доклинических стадий заболеваний почек и развитие персонализированных методов лечения. Моча – максимально доступный и почти идеальный клинический образец, как для клинических, так и для фундаментальных исследований, содержащий информацию не только о почке и мочевом тракте, но и о состоянии других органов [4]. Она может быть получена неинвазивным методом в любых объемах. В настоящее время в образцах мочи человека выделено около 3500 различных белков [38,44].  
Цель исследования – выявление в моче пациентов с хроническим пиелонефритом низкомолекулярных белков, которые характерны обострения данного заболевания и могут определяться методами ИФА и масс-спектрометрии. 
Объект и методы исследования. Проведено клиническое наблюдение и обследование 52 человек. В первую группу (ГI) вошли 22 пациентов с обострением ХПН без лабораторных признаков нарушения функции почек, находившихся на амбулаторном лечении в ГУЗ СО «Саратовская городская поликлиника №9». Среди обследованных были пациенты с характерными клиническими проявлениями заболевания, без сопутствующих воспалительных заболеваний и вредных привычек. Критерием включения в ГI было наличие у пациентов обострения хронического ПН, подтверждённого анамнестическими данными, наличием характерной клинической картины, подтвержденной инструментальными и лабораторными исследованиями (ультразвуковое исследование мочевыводящих путей, общеклинические анализы крови и мочи, бактериологическое исследование мочи). В исследование не включали пациентов, с врожденным гидронефрозом, стриктурами мочеточника или лоханочно-мочеточникового сегмента, с выраженной сопутствующей общесоматической  патологией (сахарный диабет, онкологические заболевания, ИБС, артериальная гипертензия 3-4 стадии, нарушения почечной гемодинамики), с перенесенными ранее хирургическими вмешательствами на почках. Группу сравнения (ГII) составили пациенты группы ГI через 1,5(3 месяца после завершения лечения, без клинических проявлений обострения хронического ПН, находящиеся на этапе амбулаторного поликлинического обследования. В контрольную группу (КГ) вошли 30 практически здоровых лиц. Средний возраст пациентов с хронического ПН (ГI и ГII) составил 67,8 лет, лиц ГК – 53,3 года. Обследование больных ХПН согласно клиническим рекомендациям включало: обзорную рентгенографию и ультразвуковое исследование почек и мочевых путей, общеклинические анализы крови и мочи, определение сКр (кретинин сыворотки крови) и оценки СКФ (скорость клубочковой фильтрации- с помощью расчетного уравнения CKD-EPI 2009). У всех обследованных пациентов не выявлены лабораторные признаки острого почечного повреждения [19]. 

Для исследований методом ИФА первую порцию утренней мочи, объемом не менее 10 мл, собирали в специальные стаканы с крышками. Предварительно в емкость для забора мочи вносили 20 мкл раствора ProClin 300 (Supelco, США), который позволяет предотвратить протеолиз биомаркеров в моче, контаминированной микроорганизмами [4]. Аликвоты мочи разливали в пробирки с крышками типа Eppendorf объемом 2 мл и хранили до проведения исследования при температуре (25о С. Концентрацию VEGF, моноцитарного хемоаттрактантного белка-1 (Monocyte chemoattractant protein-1, MCP-1), интерлейкинов-8 и -18 (IL-8 и IL-18) в моче пациентов определяли с помощью соответствующих наборов реагентов АО «Вектор-Бест» (Новосибирск) для ИФА. 
Сбор мочи у 6 пациентов групп ГI и ГII для спектрометрического анализа проводили согласно стандартного протокола [16]. Образцы мочи подвергались пробоподготовке, состоящей из восстановления, алкилирования, осаждения белка и протеолиза с помощью трипсина. Полученная полипептидная смесь разделялась при помощи жидкостной хроматографии в трех повторах и анализировалась на системе, состоящей из хроматографа Agilent 1100 (AgilentTechnologiesInc., Санта-Клара, США) и гибридного масс-спектрометра LTQ-FT Ultra (Thermo, Бремен, Германия). В результате был получен список белков, обнаруживаемых в моче, с указанием числа пептидов, по которым они были идентифицированы, а также параметры достоверности идентификации. Основная часть информации о полученных белках была экстрагирована из баз данных UniProt (http://www.uniprot.org). 
Для поиска потенциальных биомаркеров обострения ПН  анализировали белки, содержащиеся в образцах мочи пациентов  в периоде  обострения (ГI) и при переходе в хроническую форму  заболевания (ГII).
Различия в  клинических данных и клинические переменные сравнивали с помощью  ранговых корреляций Спирмена и t-критерия.  При анализе частоты встречаемости белков в моче пациентов двух групп использовали непараметрический критерий Уилкоксона-Манна-Уитни, p-value < 0,05, в программе Multi Experiment Viewer.   
Результаты. 

При исследовании в период обострения ХПН было показано, что концентрация IL-8, VEGF, MCP-1, и IL-18 в моче больных в 5,4, 3,1, 1,7 и 1,5 раза выше (р < 0,05) чем соответствующие значения этих цитокинов в группе условно здоровых лиц (табл.1). Это, очевидно, связано с тем, что уротелиальные клетки канальцев под воздействием бактериальных агентов начинают синтезировать провоспалительные цитокины и
Таблица 1.   
Результаты определения цитокинов в моче пациентов с хроническим пиелонефритом
	Группа
обследованных
пациентов 
	Статистические показатели
	Концентрация исследуемых биомаркеров в моче пациентов, пг/мл

	
	
	MCP-1
	VEGF 
	IL-8
	IL-18

	ГI, n = 22
	Медиана
	429,5*
	101,6*
	34,3*
	49,5*

	
	25 % перцентиль 
	363,9
	65,6
	21,4
	47,1

	
	75 % перцентиль
	452,5
	180,15
	71,9
	61,3

	ГII, n = 22
	Медиана
	306,5*
	65,3*
	18,7*
	39,3

	
	25 % перцентиль
	256,1
	36,2
	13,7
	36,5

	
	75 % перцентиль
	388,1
	86,4
	45,4
	42,2

	КГ, n = 30
	Медиана
	252,2
	33,0
	6,4
	32,3

	
	25 % перцентиль
	156,2
	19,0
	4,6
	24,1

	
	75 % перцентиль
	287,6
	40,8
	16,3
	38,9


*р<0,05 в сравнении с КГ

хемокины, инициируя процесс поступления в интерстиций нейтрофилов и моноцитов, играющих значимую роль в повреждении почек [4]. Активация этих эффекторных клеток приводит к дальнейшему повышению продукции и экскреции с мочой MCP-1, VEGF, IL-8, IL-18. 


При исследовании образцов мочи пациентов с ХПН (группа ГII), проведенном через 1,5(3 месяца после завершения их лечения, было отмечено снижение концентрации каждого из этих биомаркеров, однако уровни IL-8, VEGF, MCP-1 при этом статистически значимо превышали соответствующие показатели для лиц контрольной группы. Это может быть связано с тем, что у больных ХПН не произошло санации всех вовлеченных в воспалительных процесс клеток уротелия и почечного интерстиция, вероятно, из-за способности возбудителей инфекции «ускользать» от контроля иммунной системы. Повышенная экскреция MCP-1 с мочой свидетельствует о формировании инфильтратов в почечной паренхиме, ремоделировании почечного кровотока и развитии тканевой гипоксии, стимулирующей синтез VEGF. Сохранение высокой концентрации провоспалительного цитокина IL-8 и VEGF может быть также связано с включением в воспалительный процесс экстрацеллюлярного матрикса, усилением фиброгенеза, разрушением базальной мембраны канальцев и эпителиально-мезенхимальной трансформацией клеток уротелия [12]. 
Проведенный одновременно  масс-спектрометрический анализ мочи подтвердил, что вместе с цитокинами и факторами роста у больных хроническим ПН в стадии обострения  появляются специфические белков. 

У пациентов ГII в моче определено 661  протеинов.   В образцах мочи 6 пациентов с  хроническим ПН в стадии обострения было идентифицировано 533 белка. Сравнение протеомных профилей мочи больных ГII  и  ГI  выявило достоверное  различие   белковых спектров.  Период обострения и переход в хроническую форму ПН отличался  статистически значимыми различиями (p<0.05) для 10 белков по частоте встречаемости (непонятно как оценивали  частоту встречаемости у 6 пациентов).  Среди них: 1- альфа – енолаза [29], 2 - KV201_HUMAN -переменная иммуноглобулина каппа 2D-40   [46,49],3 - панкреатический секреторный гранулярный мембранный основной гликопротеин GP2 [47], 4- β-галактозидаза BGAL- [30,32], 5 - кератин I типа цитоскелета 27 [28], 6-кинезин-подобный белок KIF13B [22], 7 - KV113_HUMAN-иммуноглобулин каппа, переменная 1-13 (***)  [26,28,33,49],8 - белок S100-A9[45], 9 - рибосомальный  убиквитин - 40S S27a  [23], 10- GRAM-содержащий белок 1A (***)  [44]  (таблица 2).  
Таблица 2.
 Список белков, демонстрирующих статистически значимые различия при сравнении больных

	Белок
	P – value 

	ENOA-HUMAN
	0.005708122

	KV201-HUMAN
	0.017941503

	GP2-HUMAN
	0.01861632

	BGAL-HUMAN
	0.02458857

	K1C27-HUMAN
	0.02458857

	KI13B-HUMAN
	0.02458857

	KV113-HUMAN
	0.037242543

	S10A9-HUMAN
	0.037242543

	RS27A-HUMAN
	0.039351836

	GRM1A-HUMAN
	0.047624078


	


Поиск информации по выявленным белкам, выполненный по открытым базам данных, показал, что пять из них  связанны  с процессами повреждения и последующей трансформацией метаболических и функциональных свойств клеток уротелия.  α – енолаза обнаруживается почти во всех сегментах нефрона, особенно-дистальных и собирательных канальцах[29,43]. GP2-HUMAN относится к панкреатическим секреторным гранулярны мембранны основным гликопротеином [47]. Нарастание экскреции с мочой BGAL-HUMAN – β-галактозидазы  имеет место при введении  повреждении почечной ткани нефротоксическими агентами [39]. K1C27-HUMAN- кератин I типа 27  нарастает при  ремоделировании тканевых структур[28];  RS27A-HUMAN - рибосомальный белок убиквитин-40S S27a характеризует степень   тубулоинтерстициального и клубочкового повреждения, приводящего к  почечной недостаточности и гибели животных[40].
К участникам  воспалительного процесса и нарушения  локальной иммунной защиты  уротелия канальцев почек могут быть отнесены  ещё пять выделенных белков: переменная иммуноглобулина каппа,2D-40[46], кинезин-подобный белок KIF13B[22], белок S100-A9[48], иммуноглобулин каппа переменная 1-13 [24,31,33,34], GRAM-содержащий белок 1A [44].  
Все специфические   белки, обнаруженные в моче у больных при обострении хронического ПН можно отнести к биомаркерам  деструктивных изменений стенок канальцев.  В начальных стадиях заболевания повреждение структурно-функциональных свойств уроэпителиоцитов способствует развитию микробно-воспалительного процесса  на уровне эпителиальной выстилки почечных канальцев.  Выявленные в  моче специфические белки  на стадии обострения хронического ПН  можно считать  одной из характеристик  стадии обострения хронического  ПН, возникающей вследствие  нарушения структурно-функциональных свойств канальцевого эпителия почек.
            Их различная  присутствие в образцах больных хроническим ПН в период обострения заболевания и вне него позволяет рассматривать данные белки как потенциальные  биомаркеры, которые  быть полезны в непрерывном мониторинге состояния эпителиальной выстилки почечных канальцев и контроля степени нарушения механизмов иммунной защиты почечной паренхимы.
Вероятно, что дальнейшие исследования с целью определения чувствительности и специфичности белков α-енолаза, GP2-HUMAN; BGAL-HUMAN; K1C27-HUMAN- кератин I типа 27, RS27A-HUMAN) в оценке степени повреждения паренхимы почек, проведенное на большой выборке пациентов с заболеваниями почек, позволят выделить из этой группы наиболее перспективные новые биомаркеры. Для их исследования, очевидно, могут быть созданы более доступные для лабораторной диагностики методы ИФА или ИХЛА.  
Выводы.  

1. Определение концентрации МРС-1, IL-8, VEGF и IL-18 в моче с помощью ИФА ( доступным неинвазивным метод исследования, позволяющий оценить выраженность воспалительного процесса, тяжесть поражения почечной паренхимы у пациентов с хроническим пиелонефритом в период обострения заболевания и после проведенного лечения.  
2. В результате масс-спектрометрического анализа образцов мочи больных ХПН выявлены пять белков, частота встречаемости которых значительно возрастает при обострении заболевания. При проведении дополнительных исследований эти белки, возможно, могут стать новыми биомаркерами повреждения и трансформации метаболических и функциональных свойств клеток уротелия у пациентов с заболеваниями почек.
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