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WSTEP

Wioknienie srodmigzszowe jest szczegoOlnie intereguyjm procesem,
poniewa uwaza Sk powszechnie,ze pogorszenie funkcji nerek jest
uwarunkowane przede wszystkim stopniem nasilenimrzgrédmigzszowych
w wielu formach choréb nerek [1, 2, 3].

Jezeli liczba czynnych nefrondw spadnie p@)ipewnego krytycznego
poziomu dochodzi, zaréwno u ludzi, jak i u zwigrzdoswiadczalnych, do
niszczenia kolejnych nefronéw, zaniku cewek i wiékia srédmigzszowego
[1]. Progresja przewlektych chorob nerek jest #amvea za proces nie-
odwracalny, ktéry w efekcie me prowadzi do schytkowej niewydolnii
nerek [2]. Jest to powae schorzenie wymagge leczenia do kwazycia czy
to w formie dializoterapii czy te przeszczepienia nerki [4, 5]. Populacja
chorych z przewlekt niewydolndgciag nerek systematycznie wzrasta, rmpsn
takze koszty leczenia. W Stanach Zjednoczonych oblioczaa wynosz one
7% kwoty wydawanej na leczenie, a ocenig & do 2020 roku majwzrosmé
jeszcze o potow Dlatego ludzki i ekonomiczny wymiar tej chorol®gj bardzo
wazny [6, 7].

Wiekszai¢ pacjentdw jest oczywdtie obecnie diagnozowana zanim
rozwinie s¢ u nich schytkowa niewydoldé nerek, jednak nadal nie
dysponujemy w petni satysfakcjomaym leczeniem, ktdre mogtoby zatrzyéna
jej postp [8]. Patogeneza przewlekiej niewydadnbnerek charakteryzujecsi
postpujaca utraj czynndéci nerek, co jest zwrane z odktadaniem ¢si
macierzy pozakomorkowej (ECM, angxtracellular matrix) i rozsianym

widknieniemsrédmigzszowym z zanikiem cewek nerkowych [9].
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1. BUDOWA SRODMI AZSZU KORY | RDZENIA NERKI

W obrebie nerkisrédmigzsz stanowi niewielki odsetek @bpsci narzdu.
Petni on ro¢ podtrzymugca utkanie rdzenia oraz umovia funkcjonowanie
systemu wymiennika przecingmtowego. Czes¢ korowa zdrowej nerki
zawiera minimalng ilosé tkanki tacznej srodmigzszowej cewki nerkowe
utozone bardzo blisko siebie, a w przestrzeniacbday cewkowych znajdsj
si¢ gtdbwnie naczynia krwionime wtosowate i limfatyczne. Trudno je dostrzec
w preparatach barwionych hematoksylireozyry, nie g takze lepiej widoczne
przy wyciu specjalnych barwie Widat je dopiero wyraniej, gdy nerka jest
przekrwiona i ulegaj one poszerzeniu [10]Srodmizsz skiada si z
mikrowtOkienek macierzy o dlugoi 15-30nm, kolagenu typu I, II i VI,
glikozaminoglikanow, glikoprotein (np. fibronektynyraz ptynu. Ocenia &i
ze obgtos¢ srodmigzszu w czsci korowej zdrowej nerki wahaesu ludzi od 5-
20% [11, 12]Sr6dmigzsz czici korowej dzieli s¢ na:
1/ srodmigzsz okoto cewkowy, w ktorym mieszcsic rezydugce fibroblasty,
nieliczne komoérki ukladu immunologicznego (komoérkilendrytyczne,
makrofagi i limfocyty) oraz naczynia wiosowate.
2/ srédmigzsz okoto naczyniowy stanowi bogata w plyrzia tkanka dczna
otaczajca ttniczki, z jednej stronyskzaca s¢ z tkank taczrg miedniczki, a z
drugiej segajca ttniczki doprowadzacej; mieszcz sie tu fibroblasty,
makrofagi, niewielkie widkna nerwowe i naczyniafatyczne [11, 12].

Zawartos¢ srodmiagzszu w czsci rdzennej jest wyraznie wieksza.
Jego ilé¢ wzrasta od podstawy piramid do szczytu brodaweloie stanowd
nawet okoto 30-40% catkowitej adtpsci [12]. Obecne $ tu komorki i
substancja pozakomoérkowa zawigca gtownie glikozaminoglikany. Witokna
kolagenowe $ nieliczne. Znajduje situ rowniez materiat o charakterze bton
podstawnych [13].

Najliczniejsze i najwazniejsze komorki srodmiazszu to fibroblasty.
Stanowj one strukturalyp podpoe nerki, biog udziat w tworzeniu macierzy

pozakomoérkowej i w procesach immunologicznych. étiteisty rezydujce w
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srodmigzszu to nienabtonkowe, nienaczyniowe, mezenchymalne,
wrzecionowate komorki dagce w warunkach fizjologicznych jedynym
producentem biatek ECM (fibronektyny, kolagenu typull, V) [14]. Sa one
takze zrodtem proteaz degradygych ECM, przede wszystkim metaloproteinaz.
Petng wiec gtowrg role w utrzymywaniu homeostazy macierzy poza-
komodrkowe] regulujc wytwarzanie jej poszczegolnych sktadowych [15].
Fibroblasty rezyduice wsrodmigzszu posiadajniewiele swoistych markeréw,
wi¢c odr&nienie ich od innych komoérek mezenchymalnych (pgyickomorki
migsniowe gtadkiescian naczy) maoze nie by tatwe [2].

W roznych lokalizacjach wyspuja rozne formy rezydujcych
fibroblastow. W badaniach ultrastrukturalnych wskis posiadaj liczne
organelle biogce udziat w produkcji biatek, takie jak siateczka
srodplazmatyczna, wolne rybosomy czy aparat Golgi&ggacznie mniej liczne
sa inne organelle. Charakterystyczne jest gwiazdkegatksztattu gdro |
cytoszkielet zbudowany z mikrowtokienek aktyny tagmych tzw. blaszki
cytoplazmatyczne (przypomimapne pojczenia typu pé&redniego), ktdregczy
fibroblasty ze sofy a take kotwicz je w bilonie podstawnejgsiadupcych
cewek, kébuszkéw czy naczy (fot. 1) [16]. Wyr&nia st 4 gidbwne typy
fibroblastow rezydujcych wsrédmigzszu [11]:

1/ Fibroblasty otaczage ttniczki zawierag jeszcze wgksz liczbe
organelli komorkowych i bardziej obfity cytoszkielevidkien aktyny w
cytoplazmie w poréwnaniu z fibroblastagnédmigzszu czsci korowej nerki.

2/ Fibroblasty srodmigzszu czsci korowej nerki posiadaj diugie,
cienkie i rozgajziajagce sé wypustki tworzce troéjwymiarovd przestrzensp
struktue taczacag komorki i macierz, speiniagag funkcje podporowy dla
sasiadupcych cewek, kbuszkéw i naczy. Wykazano take, ze mog one
produkowd erytropoetyr [16].

3/ Fibroblastysrodmigzszu czsci rdzennej nerki rinig sie w zaleznosci
od lokalizacji. Fibroblasty e#ci zewretrznej rdzenia przypomingjkomaorki
rezydupce w korze dookota cewek, natomiast wsct wewretrznej rdzenia

maja bardziej bogaty cytoszkielet, grubsze wypustkinie poszerzone kanaty
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siateczkisrodplazmatycznej. L one poprzecznie w stosunku do dhugiej osi
cewek, co przypomina ukiad szczebelkéw w drabivié.komérkach tych
mozna ujawné obecnéc¢ aktyny mesni gtadkich. Nie jest ona w warunkach
prawidtowych obecna w fibroblastaghddmigzszu czsci korowej, a pojawia
si¢ jedynie w komérkach aktywowanych [11].

4/ Fibroblasty zawierage lipidy (ang.renal medullary interstitial cells)
wystepuja gtdbwnie w wewntrznej czsci rdzenia. Oprécz produkcji biatek
macierzy oraz funkcji podtrzymagej, komorki te posiadaj wtasciwosci
endokrynne. Zawierajone gtownie trojglicerydy bogate w nienasycone syva
ttuszczowe, 4cznie z kwasem arachidonowym, fosfolipidami i clstéeolem,
ktore @ prekursorami prostaglandyn. Badania komorek pordeygh z
hodowli ujawnity, ze produkuy one prostaglandyny, gtéwnie PgEdlatego
przypisuje s} im rowniez role przeciw-naddginieniony. W daswiadczeniach
prowadzacych do powstania nadaienia, wykazano zmniejszenie liczby kropli
lipidowych. Nie wyj&niono jednak daid mechanizmu tego zjawiska [11, 13].

Druga najliczniejsz po rezydujcych fibroblastach populacjkomorek
wystepujacych w srodmigzszu § komorki dendrytyczne wywodee s¢ ze
szpiku kostnego, a zlokalizowane w przestrzeniakbtowewkowych kory i
rdzenia. Morfologicznie przypomingjfibroblasty, rGnig sie tym, ze nie
posiadag cytoszkieletu aktynowego i blaszek cytoplazmatychn ich pdra g
okragte, a nie gwiazdkowate. Ich zadaniem jest prezngmtaantygenu
limfocytom T. Komorki dendrytyczne szybko opuszgzagrki i naczyniami
limfatycznymi przemieszczajsie do naradow limfatycznych [17]. W tkance
tagcznej okotonaczyniowej obecng jgszcze fagocytage makrofagi, w zdrowej
nerce rzadko zdarzgjsic limfocyty, a neutrofile i komérki plazmatyczne s

praktycznie nieobecne [11].
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2. SRODMI AZSZ NERKI W WARUNKACH PATOLOGICZNYCH

Objetos¢ $rédmigzszu zweksza s¢ w  warunkach patologicznych.
Zagadnienie to jest niezwykle wae w patologii nerek u cziowieka.
Wibknienie srodmigzszowe jest bowiem wyktadnikiem progresji choréb
nerkowych, w tym zapate kicbuszkowych. Uwza st powszechnie,ze
pogorszenie funkcji nerek jest uwarunkowane przedzystkim stopniem
nasilenia zmiansrédmigzszowych [18, 19, 20]. Komorki wygtujace w
srodmigzszu oraz macierz pozakomorkowa odgryvajazng role w czasie
rozwoju embrionalnego nerki, zale od nich take w jaki sposéb dulzie
postpowato uszkodzenie nerki w przebieguzmgch choréb. Pod wpltywem
cytokin, czynnikbw wzrostu i innych ggteczek komorki rezydgge w
srodmigzszu mog dzieli¢ sie lub uleg& przeksztatceniu w komérki podobne do
miofibroblastow, ktére majznacznie wiksze zdolnéci do produkcji biatek
macierzy pozakomoérkowej i w konsekwencji rozwoju Oklienia $rod-
migzszowego [11].

Wioknienie srodmigzszowe towarzyszy wszystkim  przewlektym
glomerulopatiom pocgvszy od zapale kiebuszkowych pierwotnych i
wtornych, poprzez glomerulopatie wrodzone, glonmmpatie zwizane z
chorobami metabolicznymi i nadaieniem. W przypadku zapale
kiebuszkowych zmianysrodmigzszowe pocgtkowo wystpuja ogniskowo.
Czesto g to niewielkie, plamkowate ogniska. W mgapostpu choroby
ogniska widknienia wysgpuja coraz liczniej i § coraz bardziej rozlegte.

W koncu lat 60-tych XX wieku zaecto badé& zaleenosci pomkdzy
czynnacig nerek a zmianami morfologicznymi, w tym #ak widknieniem
srodmigzszowym, u chorych z przewlektymi dduszkowymi zapaleniami
nerek. Risdon i wsp. jako pierwsi ujawnifie to nie zmiany klbuszkowe a
nasilenie wibknienigrédmigzszowego ma wkszy wptyw na funkcjonowanie
nerek [19]. Podobne rezultaty ggixli Bohle i wsp., ktérzy badali relacje
pomidzy obgtoscia $rédmigzszu a poziomem kreatyniny w zmianach

minimalnych (ang.minimal change disease, MCD, tac. glomerulonephritis
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submicroscopica), w ogniskowym segmentalnym stwardnieniucbkiszkow
nerkowych (angfocal segmental glomerulosclerosis, FSGS) oraz w zapaleniu
ostrym wewiatrzwiosniczkowym i rozplemowym mezangialnym [21, 22]. Ich
doniesienia potwierdzito @miej wielu autorow w odniesieniu do glome-
rulopatii btoniastej [23] i nefropatii IgA [24, 226].

W przypadkach glomerulopatii widknieniesrodmigzszowe jest
warunkowane nie tylko zmianami ¢kluszkowymi, ale prawdopodobnie
rowniez réznymi czynnikami pozakbuszkowymi, w tym przede wszystkim
cewkowymi. Wielu autoréw prébowato znatezwigzek pomé¢dzy nasileniem
zmian kkbuszkowych a stopniem widknieniddmigzszowego, bigyc pod
uwag; fakt, ze pierwotnie proces chorobowy zajmujelikdszki. Okazato gj ze
nie zawsze rozlegéd zmiansrédmigzszowych jest w sposéb wymay zwigzana
z nasileniem zmian w obie kicbuszkéw. Bohle i wsp. nie zdofali odnate
takiej zalenosci w FSGS [21]. Mackensen-Haen i wsp. ujawri@, obecnéc
nawet bardzo zaawansowanych zmiagblszkowych nie byta zwrana z
obnizeniem funkcji nerek, [ nie towarzyszyt jej wzrost objosci
srodmigzszu i widknieniegsrédmigzszowe [18]. Podobnie w nefropatii btoniastej
Danilewicz i wsp. znaldi jedynie stala korelacg pomkdzy pos¢pem zmian
kicbuszkowych a zwkszorny objetosciag srodmigzszu [23]. Waniak i wsp. nie
zaobserwowali powkzan miedzy nasileniem sklerotyzacji dduszkow we
wczesnej fazie FSGS a widknienignddmigzszowym [27]. Widstam-Attorps i
wsp. rownie zaobserwowalize w nefropatii IgA zmiany mezangialneriod-
migzszowe byly od siebie niezalee [28]. Jedynie Katafuchi i wsp. zndie
zaleznos¢ pomidzy nasileniem zmiasrédmigzszowych i kébuszkowych w

przypadkach zapalenia mezangialnego rozplemowegjo [2
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3. ROLA MIOFIBROBLASTOW WE WEOKNIENIU  SRODMI AZSZU

Miofibroblasty posiadaj unikalne widciwosci kurczliwe [30] i & w
procesie wioknienia srodmigzszowego uwzane za aktywowan forme
fibroblastow odpowiedzialnza gromadzenie biatek macierzy pozakomaorkowej
[15]. Miofibroblasty to due komorki, posiadage dtugie wypustki,
przypominag jednoczénie fibroblasty i komorki mgsniowe gtadkie scian
naczyh. W badaniu ultrastrukturalnym charakteryzigiec obecndcia wigzek
mikrofilamentow, dobrze rozwigiej siateczki srédplazmatycznej i hemi-
desmosomow [31]. Ich identyfikacja jestestb oparta 0 ujawnienie aktyny
migsni gtadkich (ang.a-smooth muscle actin, a-SMA) [30]. Nalezy jednak
pamkgtaé, ze antygen ten jest obecny #ak w innych komdrkach linii
mezenchymalnej (komorki giiniowe gtadkiescian naczy, pericyty) [32].

Rola miofibroblastow we witbknienissrodmigzszowym nie podlega
dyskusji, natomiast ich pochodzenie i procesy aktjwnie g ostatecznie
zdefiniowane [9, 33]. A do lat 90-tych XX wieku nikt nie kwestionowate
widknieniesrédmigzszowe w ranych naradach rozwija s w wyniku lokalnej
proliferacji rezydujcych fibroblastow, ktore przeksztatgagic w miofibro-
blasty i produkuj macierz pozakomérkaw{34]. Dopiero péniej pojawity sé
liczne doniesienia dotygze innych meliwosci, a przede wszystkim trans-
formacji komérek nabtonka w komaérki mezenchymal@els, 35, 36, 37, 38].

Postuluje si obecnie nagpujace zrodta pochodzenia miofibroblastow:

1. Transformacja komérek nabtonka w komorki mezenchHgeaang.
epithelial-to-mesenchymal transition, EMT).

2. Lokalna aktywacja rezydagych fibroblastow.

3. Proliferacja rezydujcych komorek ngsniowych gtadkichscian naczy i

pericytow [9, 33].
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Ad. 1. Transformacja komoérek nabtonka w komoérki meznchymalne

Transformacja komorek nabtonka w komorki mezenchgméo proces,
w ktérym komorki nabtonka cewek traswoj nabtonkowy fenotyp i nabiengj
cech komérek mezenchymalnych. Przez wiele latzawa, ze jest to gtdbwne
zrodio  miofibroblastow, natomiast w ostatnio opubidkanych pracach
pojawiap si¢ istotne wgtpliwosci [1, 34, 39]. Obecnie przewa poghd, ze
okoto 1/3 wszystkich miofibroblastow w przewlektychorobach nerek nie
wywodzi sie z komorek nabtonkéw cewek [33]. Proces EMT ilugru
plastyczné¢ komoérek nabtonka, ale przede wszystkim jest gzany z
tworzeniem miofibroblastow zdolnych do produkcjalek ECM w warunkach
patologicznych [9]. Trzeba przy tym podkiré, ze cewki nerkowe u dorostych
(z wyjatkiem cewek zbiorczych) wywodzsie z mezenchymymetanephros w
procesie MET (angmnesenchymal-to-epithelial transdifferentation) [40]. Mozna
W zwigzku z tym uznaproces EMT za odwrécenie embriogenezy [9].

Obecnaé¢ EMT we widknieniusrédmigzszowym zostata po raz pierwszy
zademonstrowana przez Strutza i wsp., ktérzy w miadh déwiadczalnych
wykazali obecn& biatka swoistego dla fibroblastow — Fspl (afigroblast-
gpecific protein 1) w komorkach nabtonka cewek [38]. Ngstie wykryto
ekspresj de novo a-SMA i filamentow aktyny w komérkach nabtonkéw cdwe
[41], a take komOrki lgdace w stadium przégiowym transformacji komorek
nabtonka w miofibroblasty, ktore oproezSMA miaty markery typowe dla
komoérek nablonkow cewek [35]. Potwierdzeniem zmoby réwniez
zastosowanie selektywne] genetycznej blokady tegmgsu w warunkach
doswiadczalnych, ktére zdecydowanie zmniejszyto nasle wioknienia
srodmigzszowego [9].

EMT jest stopniowym procesem obejazym 4 gtéwne fazy:

1. utrata adhezji komorek nabtonka cewek,
2. ekspresjale novo a-SMA i wtokien aktyny,

3. zniszczenie btony podstawnej cewek,
4

. migracja komorek i ewentualna inwazja [35].

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WSTEP
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Ad. 1. Utrata adhezji komorek nabtonka cewek

W warunkach prawidtowych komérki nabtonka cewegkiaisle ze sob
pofaczone. Jednym z gtdbwnych bialek odpowiedzialnych paaczenie i
polarn@g¢ komorek nabtonka jest E-kadheryna. Udowodniong w
pocatkowe) fazie EMT indukowanej dziataniem T@#- dochodzi do
stopniowego zmniejszenia ekspresji E-kadheryny .[3Bbdobg supres}
zaobserwowano rowniew odniesieniu do innego biatka poken $cistych
zwanego Z0O-1 (angzonula occludens protein 1) [37]. Zmiany te powoduj
destabilizagj integralndci strukturalnej nabtonka cewek nerkowych, dyso-

cjack komoérek i utrag polarndgci [9].

Ad. 2. Ekspresjae novo a-SMA i widkien aktyny

E-kadheryna dzki kateninom jest patzona z siegi wiokien aktyny.
Reorganizacja cytoszkieletu aktynowego wraz z pgawm s¢ a-SMA de
novo powoduje nie tylko zmian morfologiczry transformowanych komorek,
ale réwnieg nabycie przez nie takich wigiwosci jak zdolng¢ do migracji i
inwazji czy kurczliwg¢ [9]. Poza cytoszkieletem aktynowym fakfilamenty
paosrednie ulegaj konwersji z typowych dla komorek nabtonka cytokgmado

mezenchymalnej wimentyny [35].

Ad. 3.1 4. Zniszczenie btony podstawnej cewek (anigular basement

membrane, TBM) i migracja komérek w olgb srédmigzszu

TBM nie tylko oddziela komérki nabtonka cewek odofitiroblastow
srodmigzszu, ale take od bialek ECM - takich jak kolagen typu I, w
odniesieniu do ktorego wykazanee indukuje EMT [42]. Gidéwne bialka
tworzagce TBM to kolagen typu IV i laminina. W czasie ikdji EMT in vitro i

in vivo wykazano zwikszory ekspresj swoistych metaloproteinaz: MMP-2 |
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MMP-9, ktére § odpowiedzialne za niszczenie wiée kolagenu typu IV i
lamininy — powodujc destrukaj strukturalm i czynnagciowg TBM [36].
Transformowane komorki migryjnastpnie dosrédmigzszu dookota cewek,
czyli map one jednoczaie zdolndci do niszczenia TBM i przechodzenia poza
btone podstawyg cewek. Udowodniono to prowadgiz badania zachowaniagsi
komorek nabtonka cewek w hodowli po stymulacji T@&F-oraz w nefropatii
wywotanej podwizaniem moczowodu [35, 36]. Transformowane komorki
osiedlag sie w przestrzeniach okotocewkowych, gdzie promujtdknienie

dzieki produkcji ECM, zawierajcej gtownie kolagen typu | [43, 44].

Ad. 2. Lokalna aktywacja rezydujacych fibroblastow

Tradycyjnie uwaano, ze miofibroblasty w srodmigzszu nerki
reprezentyj aktywowan populacg rezyduacych fibroblastow [45], ktore
réznia sie od fibroblastéw w zdrowych, nieuszkodzonych nerkg.

Nie ma zgody co do tego, czy wzrost liczby miofitdestow z ekspres;
a-SMA jest skutkiem proliferacji tej e#ci fibroblastéw, ktora konstytu-
cjonalnie posiada to biatko. Istnieje t@kmaliwos¢ pojawienia si de novo
ekspresjia-SMA [2]. Picard i wsp. badali morfologifibroblastow w czasie
przeksztatcania w miofibroblasty u zwigtzdoswiadczalnych (model po
podwigzaniu moczowodu). Obserwowali oni pojawienie wigzek mikrofila-
mentow aktyny, a tale silnie rozdte kanaty siateczkirodplazmatycznej
szorstkiej. Dzki zastosowaniu podwadjnej immunofluorescencji udiao sie
ujawni stopniowe pojawianie sii-SMA [46]. Nie jest to jedyna zmiana, gdy
w czasie aktywacji dochodzi do radykalnej zmianydigpu, zwekszonej
aktywndaci proliferacyjnej i pojawienia 8i zdolnagci do produkcji biatek
macierzy pozakomorkowej (ECM) [47]. Rodemann i wgpaobserwowali,
stosugc znakowan proling, wickszy potencjat proliferacyjny aktywowanych
fibroblastow oraz 3-5 krotnie zekszory produkcg kolagenu [48]. Badania
doswiadczalne przeprowadzone na hodowlach komorkovegahowsy odbicie

zachowania aktywowanych fibroblastémwivo [47, 48]
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Ad. 3. Proliferacja komorek migsniowych gtadkich scian naczy

W swietle prac publikowanych w ostatnich kilku latacthe take duo
wczesniej, wydaje s, ze kolejnym wanym zrodtem komoreksrodmigzszu
odpowiedzialnych za nadprodukchbiatek macierzy mag by¢ rezydugce w
srodmigzszu fibroblasty okotonaczyniowe, a szczegdlnie kikingrzydanki
tetniczek i ttnic [49, 50, 51, 52]. W pracach @wadczalnych prowadzonych w
latach 90-tych XX wieku zaobserwowano pojawienie gopulacji a-SMA
dodatnich miofibroblastbw w rejonach okotonaczymyotv sugerujc, ze
zluszczanie gsikomorek mgsni gtadkich naczi i pericytow ma swoj udziat we
widknieniu srodmigzszowym [52, 53]. Do podobnego wniosku doszlizeak
Humphreys i wsp., ktorzy znale przekonywujce dowody na toze EMT nie
odgrywa decyducej roli w procesie widknieniasrodmigzszowego. Aby
uzysk& myszy, ktérych komorki nabtonka cewel swokcie oznakowane
uzyli manipulacji genetycznych. Naginie sprawdzali na dwa sposoby
widknieniesrodmigzszowe:

1) poprzez jednostronne podanie moczowodu

2) dzieki uszkodzeniu niedokrwiennemu z reperfuzj
Obserwowali dalej czy komorki nabtonka cewek przsoly sie w obrb
srodmigzszu i czy nabyly zdolnei do zachowywania sijak fibroblasty.
Badania histologiczne nerek po uszkodzeniu ujawniioknienie $rod-
migzszowe i wiele komérek z eksprgsj-SMA, jako markera miofibroblastow.
Nie udalo st jednak znalgt zadnych uprzednio oznakowanych komorek
nabtonka cewek w obbie srodmigzszu, ani ekspresji-SMA w komoérkach
nabtonka cewek [54].

Kolejna rozwazam teori jest pochodzenie fibroblastésvodmigzszu z
krazacych komorek wywodgcych s¢ ze szpiku kostnego, jednak w badaniach
genetycznych prowadzonych u myszy po jednostronngodwigzaniu
moczowodu nie udato giwykaza&, aby komoérki wywodzce s¢ ze szpiku
mogty produkowa kolagen typu | [55]. Do podobnych wnioskow dosakze
Lin i wsp. [50].

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WSTEP



18

4. BARWIENIA HISTOLOGICZNE OBRAZUJ ACE WEOKNIENIE
SRODMI AZSZU NERKI

Dla ujawnienia obecrsgi i rozlegigci witdknienia srodmigzszowego
stosuje s rézne dodatkowe metody histologiczne. NgftZej stosowaneas
metoda van Giesona, metoda Massona i barwienieviezgg Syriusza. Mniej
przydatna jest impregnacja solami srebra (metodeaels&iowskiego,
Gomoriego, Jonesa). Ujawnia ona obecnaroteoglikandw czyli tzw. widkien
srebrochtonnych (metoda Bielschowskiego i Gomorjed®] lub obecnéd
materiatu bton podstawnych czy macierzy mezangjgimetoda Jonesa) [57].
Natomiast metoda van Giesona, Massona i barwiemegwien Syriusza
ujawnia obecn&& widkien kolagenowych [56].

Czerwien Syriusza wybarwia wiokna kolagenowe tkanktznej na
czerwono-wéniowo, nie ujawnia natomiast widkien spystych, bion
podstawnych oraz sarkolemmy. W barwieniu czervgiefyriusza pozostate

tkanki zabarwigj sie nazotto dziki kwasowi pikrynowemu [56].

5. METODY JAKO SCIOWE, POLILO SCIOWE I ILO SCIOWE,
STOSOWANE W OCENIE OBRAZOW MORFOLOGICZNYCH

Powszechnie wiadomo,ze kade rozpoznanie stawiane przez
patomorfologa jest obarczone subiektywizmem. Dotytz zaréwno oceny
zwyktych preparatéw histologicznych barwionych héokayling i eozyr, jak i
preparatbw barwionych specjalnymi technikami hisuicznymi czy
immunohistochemicznymi [58, 59]. Ocena tego sanmmgparatu (np. bioptatu
nerki) dokonywana przez kilku patomorfologéw zaost rozni¢ [60]. W
diagnostyce nefropatologicznej w przypadkwng oceny nasilenia zmian
histologicznych mge zmient sie tak’e decyzja odnimie dalszej terapii. W
przypadku glomerulopatii do takich zmian natewtdknienie srodmigzszowe,

wielkos¢ kiebuszkow, przybytek macierzy mezangialnej (skleratya),
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pogrubienie blon podstawnych czy wzrost liczby koekd w obszarach
mezangialnych. Kaly patomorfolog w swej codziennej pracy stale ngmt
trudnaci zwigzane z ocepnasilenia ranych wyktadnikow morfologicznych.
Szczegolnie dotyczy to niewielkich zmian, ktore mdgy¢ przez jednych
zakwalifikowane jako patologiczne, a przez innyzhane jeszcze za nognWV

tej sytuacji nie dziwi ck¢ poszerzenia oceny histopatologicznej o metody
obiektywizacji wynikow oceny preparatow mikroskopah.

Aby zmniejsz¢ udziat subiektywizmu w ocenie preparatow
histologicznych wprowadzono mlonvos¢ parokrotnej ich analizy w pewnym
odstpie czasu, a naginie urednienie wynikow oceny [60, 61]. Badanie przez
kilku niezalenych diagnostow ma@ wiec zmniejszy wpltyw réznic pomedzy
ich ocenami czy mgdzy wynikami uzyskanymi w thym czasie przez tego
samego lekarza. Niestety skutkiem jest znaczne wzgdie czasu oczekiwania
na wynik badania histopatologicznego, na co w aauaej praktyce nie nioa
sobie pozwoli. W zwigzku z tym takie pogpowanie mae by stosowane
jedynie w przypadku prac o charakterze naukowym.

W diagnostyce nefropatologicznej oprocz rozpozaanitypu
glomerulopatii wana jest take ocena dodatkowych wyktadnikow morfo-
logicznych. Bardzo przydatne w tym wedkie okazaly si metody oceny
potilosciowej. W poszczegolnych typachekliszkowych chorob nerek stosuje
si¢ bardzo wiele rénych systemow. Ocenigjone potilgeciowo (zazwyczaj w
kilku stopniowej skali) nasilenie #dych zmian kbuszkowych isrédmigz-
szowych. Poza systemami stosowanymi od wielu ke gpbojawiag sie nowe
[62, 63].

Musimy jednak pamiac, ze metody oceny potikziowej, mimo ¥ s3
czesto stosowane i bardzo przydatne,z&alobarczone gsryzykiem subiekty-
wizmu. Nie mog wiec one zagpi¢ obiektywnych metod il&ciowych, ktore
niestety g bardziej pracochtonne, pozwajajnie tylko na obiektyws
charakterystyk badanych zmian patologicznych, ale rowniemazliwiajg
doktadry analiz statystyczp. Dlatego coraz c#ciej w badaniach pato-

morfologicznych nerek stosowana jest ocengciiwa. Pozwala ona w

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WSTEP



20

odniesieniu do zmiansrodmigzszowych nasciste okrélenie rozlegtéci i
nasilenia witdknienia, a ponadto og¢emspoizaleénosci zmian kébuszkowych i
srodmigzszowych.

Do potowy lat sz&dziesatych pomiary dotyczyty gtdwnie okékenia
wielkosci kiebuszkéw [64] W 1965 roku ukazaty sipublikacje Bruna i wsp.
dotyczice wynikow pomiaréw pola powierzchni przekrojuelidiszkédw oraz
liczby jader komorkowych [65]. W 1968 roku ldaka i wsp.,a&ze Wehner i
wsp. opisali metogl umazliwiajaca okreslenie powierzchni mezangium w
kicbuszkach. Zaji sie rowniez ocery ilosciowg poszczegolnych rodzajow
komérek w kébuszkach [66, 67]. Wreszcie dalszy rozwdj metod ipom
pozwolit na ocea srodmigzszu kory nerki [3, 21, 22, 68, 69, 70]

Morfometria to nauka, ktorej celema spomiary morfologiczne,
pozwalaj one na iléciowy opis r@nych struktur materii @ywionej i
nieazywionej [71].

Urzadzenia do cyfrowej analizy obrazua scoraz powszechniegj
stosowane, osolrgakzig informatyki stato sj takze przetwarzanie obrazéw na
potrzeby medycyny. W ostatnich latach obserwujemterisywny rozwdj
technik analizy obrazéw medycznych, azakozwadj technologii zwzanej z
kartami graficznymi, ktére dajznacznie wgksze maliwosci analizy. Dzgki
wzrostowi mocy obliczeniowej komputerow tworzong craz doskonalsze
programy stagce do przetwarzania obrazéw (m. in. medycznych) 43 75,
76, 77, 78, 79]. W tych dziedzinach medycyny, ktangkorzystuyj obrazy w
diagnostyce (m. in. patomorfologia, radiologia) zmwgkle wana jest
obiektywizacja, gdy pomaga ona lub nawet decyduje o poiulj okrelonej
decyzji klinicznej.

Wzrokowa ocena obrazéw medycznych nie jest tatwezegdlnie gdy
zliczamy jakig obiekty (np. wybarwione metodami immunohistochemjani
jadra komérek nowotworowych, komérki w obszarach megenych, komorki
nacieku zapalnego). tatwo wtedy o popetnieniedt W przypadku
widknienia srodmigzszowego ocena dotyczy obszaru (pola powierzchni),

ktorego nie da gizanalizowa okiem ludzkim. Take ocena barwy nie by
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zafatszowana ze wzglu na ztudzenia wzrokowe oraz towarzysz obiektom
tto, ktére mae spowodowd ze wraliwos¢ oka ludzkiego na kolorydolzie
zbyt mata [80]. W tej sytuacjiaycie systemow komputerowej analizy obrazu
pozwala na unikgcie zafatszowd gdyz analizatory obrazu magw sposob
bezwzgédny i obiektywny ocertirézne cechy morfologiczne.

Celem systeméw komputerowej analizy obrazywwanych w medycynie
jest akwizycja (czyli rejestracja i zapisanie olbraz pameéci nasnika danych,
np. dysk twardy komputera) oraz analiza morfometngc Mana take przy

ich uzyciu archiwizowa preparaty histologiczne w postaci cyfrowej [81].
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6. ANALIZA CYFROWYCH OBRAZOW MIKROSKOPOWYCH

Poniewa odbieranie barwy przez ludzkie oko nie jest dos#®n
opracowano rine modele matematyczne m@@ na celu zdefiniowanie barwy.
Mikroskopowe barwne obrazy cyfrowe kodowanewykle w jednym z trzech
modeli przestrzeni barwnej; RGB, HSI, CMYK [80, 883]. Systemem
najczsciej stosowanym w przetwarzaniu obrazéw medycznjast model
RGB, z ktérego take korzystatam. Format ten odwzorowujesdaviernie
sposob, w jaki widzi barwy oko ludzkie. Nazwa RG@&cpodzi od pierwszych
liter angielskich nazw koloréw: Red (czerwony), &me(zielony), Blue (nie-
bieski) [83]. W siatkbwce oka ludzkiego znajglugic trzy typy czopkow
wrazliwych na whzki swiatta o r@nej dtugdaci fali elektromagnetycznej,
odbieranej jako barwa czerwona, zielona i niebieSgao trzy gtdwne kolory
widziane przez cztowieka, a cata reszta palety h@owstaje przez mieszanie w
réznych proporcjach gtébwnych koloréw. Ta é@awos¢ ludzkiego widzenia
spowodowataze rozwoj uradzen elektronicznych take bazuje na systemach
trojkolorowych [83]. W modelu RGB zwykle stosujec sS4 bitowy zapis
informacji (po 8 bitdbw na kaly z trzech koloréw). W zweku z tym kada
barwa ma wartg od 0 do 255 (% facznie 256 kombinaciji), a model RGB
pozwala na opisanie ok. 16,7 miliona koloréw (2585 777 216). W formacie
RGB ,0” oznacza kolor czarny, natomiast ,,255” kolnaty. Bioc pod uwag
fakt, ze ludzkie oko nie jest w stanie rozni¢ tylu barw — katalog Pantone
wydawany dla grafikéw, ktorzy wybiekgjkolory do druku obejmuje okoto
kilkunastu tysgcy barw — model RGB daje movos¢ klasyfikacji odcieni
wielu koloréw stosowanych w technikach histochemych i wartéciowania
ich w 24 bitowym systemie zapisu informaciji [72].83

Kodowanie obrazow ultrastrukturalnych lub z milkkogu fluore-
scencyjnego jest do latwiejsze, poniewa wysktpuja tam jedynie réne
odcienie szarxi. W analizie morfometrycznej ta& konwertuje si barwne

obrazys$wietlno-mikroskopowe do odcieni szaoo[84, 85, 86].
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7. ILO SCIOWA ANALIZA OBRAZOW BIOMEDYCZNYCH

Komputerowe metody analizy obrazy coraz powszechniej stosowane
w medycynie (szczegOlnie w patomorfologii czy rdogi). Metody manualne
czyli pomiary przy pomocy mikrometru (okularu miknetrycznego),
katomierzy czy planimetréwgsobecnie uywane coraz rzadziej [87, 88]. Nadal
korzysta s} z r&enego rodzaju siatek morfometrycznych (kwadratovsksi
Hauge’a, krzywoliniowe Merza czy heksagonalne),yppomocy ktorych
mozna ocend liczbe struktur, przeeicia profili obiektow, mana take zlicza

badane elementy czy okh& rézne parametry stereologiczne [87, 88, 89, 90].

7.1. METODY POLAUTOMATYCZNE | AUTOMATYCZNE

Wprowadzenie do powszechnegaytku coraz taszych urzdzen
elektronicznych (kamery, aparaty cyfrowe, komputeryoprogramowaniem)
stuzacych do akwizycji i przetwarzania obrazow medycinystato st
przelomowym momentem na drodze do pokonania gtownegraniczenia
metod morfometrycznych jakim jest ”du nakiad pracy. Pierwszym etapem
komputerowej analizy obrazu, zaréwno pétautomatgfzak i automatycznej,
jest wprowadzenie do pagai komputera zdc preparatow histologicznych. W
przypadku badanefropatologicznych obrazéw z mikroskofwietinego stay
do tego kamera spgzona z mikroskopem optycznym, natomiast w celu agali
zdje¢ ultrastrukturalnych mina zastosowa skaner (jéli nie dysponujemy
zdjeciami w formie cyfrowej).

Potautomatyczne metody analizy obrazu ptdaawvo sheyly do
pomiaréw dtugéci odcinkow, krzywych, pola powierzchni czy intetaknego
liczenia wybranych obiektéw o oldlenym ksztaicie lub kolorze. Metody te
dawaty dobre wyniki, gdy oceniano stosunkowaalua take niezbyt liczne
obiekty, takie jak kbuszki nerkowe [91]. W przypadku mierzenia obiekiow
znacznym rozproszeniu (np. ognisk witokniedr@dmigzszowego) @ywano

programéw obejmuycych funkcje stereologiczne. Urdiwiatlo to analiz
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morfometryczg punktows lub liniowg dzigki uzyciu siatek pomiarowych
(przyktadowo program MultiScan v.4.01, pragyj w srodowisku Windows).

Obecnie stosuje i liczne, wyspecjalizowane systemy dgste
komercyjnie. Mimo,ze w wielu z nich przetwarzanie obrazow jest wzeju
czesci zautomatyzowane, konieczny jest jednak udziabbgsdokonujcej
analizy, ktora wybiera odpowiednie parametrydego analizowanego obrazu
[59, 92, 93, 94].

W mojej rozprawie do analizy poétautomatycznej wydna
oprogramowanie Image J degshe z http://rsb.web.gov/ij/, tworzone w
systemie licencji OPEN SOFTWARE. Jest ono powszechiywane i mae
dziata& w réznych systemach operacyjnych. Jeggtkiownicy dodag nowe
funkcje tzw. wtyczki (ang.plug-in), ktore poszerzaj mazliwosci jego
zastosowania. Inne szeroko stosowane oprogramowtani&hotoshop [95],
Matlab [96] oraz Image Pro Analysis Software [9hniewa s3 to aplikacje
komercyjne, stworzone w celu realizacji otomych zada, w sytuacii
potrzeby zmiany parametrow lub w przypadku innyctz powszechnie
stosowane metod diagnostycznych, nieose w stanie spekfiokreslonych
wymaga uzytkownikow. W programach tych nie ma oczyeie mazliwosci
jakiejkolwiek zmiany algorytmu oprogramowania.

Z punktu widzenia badaczy dokopaych analizy morfometrycznej
obrazéw medycznych najlepszeaczywicie systemy automatyczne. Powstaj
one dz¢ki wspolpracy lekarzy rmnych specjalngi i inzynieréw
(informatykow, automatykow), ktorzy realizujpkreslone potrzeby naukowe
lub diagnostyczne. Automatyczna cyfrowa analizaambrto procedura, w
ktorej bez zadnych dziala interaktywnych otrzymujemy zarowno obraz
wynikowy, jak i dane liczbowe, wytznie jako efekt dziatania programu [98].
Automatyczne analizatory obrazu nie wymagajngerencji ze strony
uzytkownika, co pozwala znacznie zksz\¢ liczbe przetwarzanych obrazéw
mikroskopowych w okrdonym czasie. Powoduje to istotne naktadu pracy, a
zatem zwgksza maliwosci uzycia takich programéw w codziennej praktyce

patomorfologicznej. Kolem zalet jest fakt, ze @ to zwykle autorskie,
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wysokospecjalistyczne oprogramowania, stworzone ksestonym celu, w
zwigzku z tym, pozbawione niepotrzebnych funkcji. W ieadodatkowych,

nowych potrzeb magone by odpowiednio zmieniane [59, 60, 99].

7.2. ETAPY KOMPUTEROWEJ ANALIZY OBRAZOW
MIKROSKOPOWYCH

Mimo réznych zastosowaprograméw do komputerowej analizy obrazu
poszczegolne etapy ich dziatangmodobne. Jak juwczeniej wspomniatam,
podstaw jest wprowadzenie obrazoéw mikroskopowych zns@ch zrodet
(kamera, skaner, aparat cyfrowy czy systaperio scan scope, sprzzone z
mikroskopem), ktére naginie g przechowywane w pagti komputera [61,
96]. W procesie rejestracji sygnat analogowy (obraikroskopowy) jest
digitalizowany i rejestrowany w pagai komputera w formie pikseli (ang.
picture units) w réznych formatach.

Dwa stosunkowo ¢&to stosowane w naukach biomedycznych to format
tiff (ang. Tagged Image File Format) i .jpg (ang.Joint Photographic Experts
Group). Format .tiff naley do najlepszych [97, 100]. Zaletego zapisu jest
mozliwos¢ kompresji bezstratnej, czyli metody kompresji mhacji do postaci
zawierajcej zmniejszog liczbe bitdw, a gwarantygcej odtworzenie informaciji
z postaci skompresowanej do identycznej postacirwpimej. Obrazy
zapisywane jako .tiff magjwiele megabajtéw (ok. 5 do 20-krotniee¢agj niz
format .jpeg) i dlatego znacznie oly@ja pameé¢ operacyja urzadzen
[www.scantips.com/basics09.html].

W codziennej praktyce klinicznej nagstszym formatem cyfrowych
obrazéw medycznych jest .jpeg (arigint Photographic Experts Group). W
tym formacie stosuje simetod kompresji statycznych obrazéw rastrowych,
przeznaczom gitdwnie do stratnego zapisu obrazow charakteggxoh sé
ptynnymi przejciami barw oraz brakiem lub maatlosciag ostrych krawdzi i
drobnych detali. Format .jpeg, w przecivwséwie do .tiff, zajmuje zdecydo-

wanie mniej miejsca i tym samym powoduje szybprae systemow opera-
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cyjnych i programow graficznych [100, www.scantgmn/basics09.html].

Nastpnym etapem jest poprawienie jakb obrazu przy pomocy
programow graficznych. Wspoétczesne programy gra@iczharakteryzyj sie
mozliwoscig pracy z obrazami o wysokiej rozdzieléepb(najczsciej 480x640,
512x512, 960x1280 pikseli). Obrazy takie mdgy¢ poddawane precyzyjnej
korekcji poprzez poprawianie jasiwp kontrastu oraz cyfrowej filtracji w celu
wyodrebnienia struktur do dalszych pomiaréw [74, 94, 11012].

Uzycie filtrow polega na wykonaniu operacji matematygch na
pikselach obrazwrodiowego, ktorych skutkiem jest nowy, przeksztaico
obraz. Filtry stosuje sicelem wydobycia z oryginalnego obrazu szeregu
informacji, ktére poddaje sidalszej obrobce. Informacjami takimi mpQyc:
potozenie krawdzi czy pozycje rogow obiektéw. Innym zastosowaniem
filtracji jest usuwanie szumow (filtr medianowy nne) lub rozmycie obrazu
(filtr Gaussa), co pozwala wyagmi¢c wazne dla analizy struktury z mniej
czytelnych obrazéw [102]. Unibwia to rozpoczcie dalszych dziata w
komputerowej analizie obrazow czyli segmeniadgst to etap o strategicznym
znaczeniu dla dalszych badalstniep rézne metody segmentacji obrazu
(progowanie, wykrywanie kragdzi, rozdzielenie nachodeych na siebie
struktur algorytmami ,dziatdw wodnych”), dlatego dr adekwatnej metody
ma kluczowe znaczenie dla prawidlowego przeprowaidze analizy
morfometrycznej. W przypadku nauk biomedycznych kdevystosuje si
segmentaej przez progowanie [103], ktérej tak wzylam w mojej pracy,
dlatego szerzej omowijej zasagd. Metoda ta polega na okfeniu wartgci
progowej w skali jasn@i obrazu (histogram rozktadu jased, nasgpnie
kazdy element obrazu (piksel) jest przydzielany dogdz dwdéch kategorii: 0
wartasci wigkszej ladz réwnej wartdci progowej lub o wartei mniejszej
od wartdci progowej. Po tej operacji uzyskuje sibraz binarny, skiadajy sk
z zer i jedynek. Wartg ,,0” moze oznaczéakolor czarny, a wartg ,1” kolor
biaty (zaley to od wyboru dokonanego przez badacza). §past punkty o
odpowiedniej wartéci s3 poddawane analizie goiowej.

Najwazniejszym momentem w procesie segmentacji przezagwagie
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jest wyznaczenie warfoi progowej, jeeli nie zostanie ona prawidtowo
ustalona to staje gizrodtem bedu, ktérego nie mona w zaden sposob
skorygowd [104]. Gdy wart@é¢ progu jest ustalana na podstawie catego obrazu
mamy do czynienia z wyznaczaniem progu globalneggezeli wartas¢ progowa
ustalana jest indywidualnie dla poszczegoinych afisz obrazu to prég okskany
jest mianem lokalnego [109Progowanie globalne przebiega stosunkowo szybko,
chocia mniej doktadnie wyznacza granice badanych strukNajczsciej
stosowan metod, globalry jest progowanie manualne. Wastgprogowa jest
ustalana przez badacza indywidualnie dladego analizowanego zdja.
Istotnym udogodnieniem w czasie progowania mangangst maliwosé
podgbhdu histogramu, czyli wektora zawiegeggo informagi o liczbie
punktéw o okrélonych cechach [72].

Koncowe dziatania to analiza #oowa polegajca na okréeniu liczby

obiektow lub zajmowanej przez nie powierzchni ndareym obrazie.
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CELE PRACY

1. Zastosowanie metod komputerowe] analizy obrazu ptmycych na

obiektywry ocere nasilenia wtoknienidarodmigzszowego.

2. Porownanie warkei uzyskanych metedpotautomatyczpni automatyczs.

3. Okreslenie pracochtonn@i obu metod morfometrycznych analizy nasilenia
wioknienia srodmigzszowego, pod d¢em maliwosci ich zastosowania w

codziennej diagnostyce biopsji nerek.
4. Odniesienie uzyskanych wynikéw pomiarow widkniegi@dmigzszowego

do stanu klinicznego chorych (w czasie biopsjidpach latach obserwacji

| po 10 latach obserwaciji).
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MATERIAL | METODY

Przedmiotem analizy gs wyniki bada morfologicznych swietlno-
mikroskopowych, elektronowo-mikroskopowych, immunofescencyjnych i
morfometrycznych biopsji nerek wykonanych u 39 giebrz r@nymi typami
zmian kkbuszkowych. U wszystkich chorych analizie poddaaiéd uzyskane
dane kliniczne. Najwksz grupe (22 przypadki) stanowili chorzy, u ktérych
rozpoznano ogniskowe segmentalne stwardnienigbukizkéw nerkowych
(FSGS) (fot. 3, 4). W 5 przypadkach wykonano rebpp badaniom morfo-
metrycznym poddano punktaty nerek pochmezz obu biopsji. W kolejnej
grupie znalazto i 6 chorych z rozpoznaniem nefropatii IgA, u ktérych
stwierdzono klas 1V, tzn. zmiany rozplemowe rozlane (fot. 5). Ngsty grupe
stanowili chorzy z glomerulopatibtoniasg (6 przypadkow) (fot. 6). Badaniu
poddano take bioptaty 5 chorych z zapaleniem btoniasto-rozplegm, w 2
przypadkach z tej grupy taé& wykonano rebiopsj(fot. 7).

Grupe kontrolrg (20 przypadkdéw) stanowity fragmenty nerek osob bez
schorzé nerek, u ktérych usugtio narzd z powodu urazow komunikacyjnych.
Dane kliniczne wzadnym z przypadkéw grupy kontrolnej nie ujawniaty
istnienia choroby nerek. Nie maa byto uzyské& wynikéw bada klinicznych
pacjentow z tej grupy, poniewaabiegi operacyjne byly przeprowadzane w
trybie naglym — ze wzgtlu na konieczni@ ratowaniazycia. Do analizy
morfometrycznej w przypadkach grupy kontrolnej waraino losowo fragment
skrawka zbltony wielkascig do wielkaci biopsji nerki (fot. 2).

Obydwie grupy (badana i kontrolna) zostaty wybranemateriatu
archiwalnego Katedry i Zaktadu Patomorfologii Kbanej UM w Poznaniu.
Zbiory Katedry lica ponad 5500 biopsji nerek. Oceny typu glomerulopati
dokonato, niezalmie od siebie, dwoch patomorfologéw zzeejKatedry (Prof.
dr hab. Wiestawa Salwzurawska, Dr hab. Prof. UM Aldona Viwiak).
Chorzy byli hospitalizowani i mieli wykonane biopsperek w latach 1993-
2003 w Katedrze i Klinice Nefrologii, Transplantgloi Choréb Wewgtrznych
UM w Poznaniu (Kierownik: Prof. dr hab. Kazimieradyk).
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1. BADANIA SWIETLNO-MIKROSKOPOWE,
ULTRASTRUKTURALNE | IMMUNOFLUORESCENCYJNE

Rozpoznania ustalono w oparciu o badaggetino-mikroskopowe,
ultrastrukturalne i w wekszaci przypadkow take dzeki wynikom badania
immunofluorescencyjnego. Fragmenty punktatow praezone do badania
swietlno-mikroskopowego po utrwaleniu w obtjym roztworze zbuforowanej
10% formaliny byly rutynowo przeprowadzane, zatapiaw bloczki
parafinowe, krojone na mikrotomie firmy Leica narakki grubgci 2-3um,
barwione podstawoyv metody H&E oraz impregnowane solami srebra wg
metody Jonesa. W exi przypadkéw dla celow diagnostycznych wykonywano
reakcg paS lub barwiono skrawki wg metody trojbarwnej Btasa. Dodatkowo
we wszystkich badanych przypadkach (materiat pozdwydz pierwszej biopsji
I w czgsci przypadkdéw z rebiopsiji) po wyszukaniu bloczkéwaradinowych
wykonano barwienie czerwieniSyriusza, ktére shyto do dalszych analiz
morfometrycznych.

Materiat przeznaczony do badania w transmisyjnymkrosikopie
elektronowym utrwalano w 3,6% roztworze buforowamgtutaraldehydu o pH
7,34 i temperaturze 4°C przez 24 godziny. Nastgo dnia wykrawano
skrawki 0 wymiarach 2x2x1mm i umieszczano w 0,1Mobze kakodylowym
na nasipne 24 godziny. Kolejnego dnia materiat osmowand% OsQ wg
metody Milloniga i odwadniano przeprowadmajprzez szereg alkoholowo-
acetonowy. Nagpnie zatapiano skrawki w mieszaninie aceton:epdejko w
stosunku 1:1 na 60 minut, w stosunku 1:3 na 60 thimuna koniec w czyste]
zywicy epoksydowej Epon 812. Materiat zatopionyzywicy umieszczano w
cieplarce w temperaturze 40°C na 24 godziny, apas w temperaturze 60°C
do czasu spolimeryzowania. Z bloczkow eponowychrzjo@ano skrawki
potcienkie grubéci 0,5-0,1um, ktére po dobarwieniu 0,5%kKitem toluidyny
w 1% boraksie oceniano w mikroskop#vietinym. Skrawki ultracienkie
grubcci 60-80nm kontrastowano 9% nasyconym octanem lwapszez 10

minut w temperaturze pokojowej, przeptukiwvano wodbidestylowan i
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dobarwiano 0,625% cytrynianem ofowiu przez 10 minuttemperaturze
pokojowej i ponownie przemywano wpd bidestylowan. Materiat
fotografowano w transmisyjnym mikroskopie elektrasyon firmy Zeiss model
EM 900 lub EM 10 (przygotowanie materiatu do dajsxeeny morfologicznej
wykonano w Pracowni Mikroskopii Elektronowej pocekownictwem Prof. dr
hab. Wiestawy Biczysko).

W  wigkszaci ocenianych przypadkow (N=37) wykonano badanie
immunofluorescencyjngwiezego materiatu. Te badania przeprowadzono w
Katedrze Immunologii Klinicznej UM w Poznaniu (kaavnikiem w
6éwczesnym czasie byt Prof. dr hab. Jawromski). Materiat biopsyjny pobrany
I dostarczony w gaziku naszonym 0,9% NaCl zamtano w medium (Tissue
Freezing Medium) w mieszaninie zamma@ace] (eter naftowy, aceton, suchy
l6d) w -7C°C. Skrawki kriostatowe gruBoi 4um poddawano bezpmedniej
reakcji immunofluorescencyjnej. Po utrwaleniu skkéw w zimnej
mieszaninie alkoholu z acetonem [1:1] przez 10 mpisuszono je przez 15
minut pod wiatrakiem i nakrapiano PBS oraz inkubowegrzez 5 minut.
Nastpnie nakrapiano przeciwciata antyludzkie przecivwkonunoglobulinom
A, G, M, sktadowym dopetniacza C3, C4, C1lqg orazyiogenowi znakowane
izotiocyjanianem fluoresceiny (FITC). Po inkubacyajacej 30 minut skrawki
ptukano trzykrotnie w PBS przez 10 minut i zamykawoglicerolu pod
szkietkiem nakrywkowym. W mikroskopie fluorescenmoyin oceniano
obecnd¢, skiad i lokalizagj ztogow immunoglobulin (IgG, IgA, IgM), frakcji
dopetniacza (C3, C4, C1q) i fibrynogenu.

Ogniskowe segmentalne stwardnieniebkiszkdw nerkowych (FSGS)
(fac. glomerulosclerosis focalis et segmentalis, ang. focal segmental
glomerulosclerosis) rozpoznano w oparciu 0 nagtijace powszechnie
stosowane kryteria [106]:

o kicbuszki z obecnia mniejszych lub wikszych ognisk segmentalnej

sklerotyzacji (skutek wzrostu 8oi macierzy mezangialnej) (fot. 4),

« obecnd¢ w czsci przypadkdédw ognisk szkliwienia (homogenny,

eozynochtonny materiat paS dodatni, baoyisi czerwono wg metody
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trojbarwnej Massona, a nieimpreggey Sk solami srebra wg metody
Jonesa), ktore niekiedy zawieyapiankowate komorkisrédbtonkowe
obtadowane lipidami,
» zwykle liczne catkowicie sklerotycznie zmienionetdiszki,
* obecnd¢ zlepébw lub zrostébw porailzy segmentami zmienionymi
sklerotycznie a torelakBowmana,
» ogniska wtoknienia wrodmigzszu z zanikiem cewek (fot. 3, 4),est0
towarzysace catkowicie sklerotycznie zmienionyneklszkom,
e grupy komorek piankowatych svodmigzszu,
e w badaniu ultrastrukturalnym obe&do segmentalnych obszaréw
przybytku macierzy, ktorym towarzyszy nierOwnomierpogrubienie
bton podstawnych, elektronowesje ztogi, znikanie wypustek
nézkowatych podocytow, zrosty gdzy toreblg Bowmana a ogniskami
przybytku macierzy [106, 107, 108].
Obecnie wyrania st kilka wariantow morfologicznych FSGS: tzw. podtyp
niespecyficzny — NOS (ango other specified), podtyp z hipercellularrigia
mezangialg, podtyp ze szkliwieniem, podtyp biegunowy (agtpmerular tip
lesion), podtyp komoérkowy z zapadanieme dbton podstawnych (anghe
cellular lesion of FSGS and collapsing glomerulopathy) [108]. We wszystkich
badanych przypadkach rozpoznano podtyp niespecyfiESGS.

Kolejng grupe stanowili chorzy z nefropatilgA, u ktérych rozpoznano
IV klase zmian wg Haasa — zmiany rozplemowe rozlane:

» zwigkszona komorkowsd w ponad potowie kbuszkéw (po wydczeniu
catkowicie  sklerotycznie  zmienionych), dotyca obszarow
mezangialnych (fot. 5), a ta& mazliwy rozplemsrodwiosniczkowy,

» obecnd¢ w czsci przypadkow nielicznych potksiycowatych zrostow
komodrkowych, martwicdcian pojedynczych wimiczek,

* W badaniu ultrastrukturalnym elektronoweste ztogi w poszerzonych

obszarach mezangialnych [109].
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Nastpng badag podgrug stanowili chorzy z nefropatibtoniasg, u
ktorych rozpoznania ustalano w oparciu gepwymienione zmiany:
* obecnd¢ rozlanego, roéwnomiernego pogrubienigian wianiczek
kiecbuszkowych, ktore m@ nawet czasami powodowawyrazne
zwezenie ichswiatta (fot. 6),
* W preparatach impregnowanych solami srebra wg nyetddnesa
stwierdzano charakterystyczne ,kolce” odchgmz od blony
podstawnej, a dulace jej odpowiedzi na obecn& ziogow
podnabtonkowych. W bardziej zaawansowanych przyaeldkobraz
podwdjnej linii pohczonej poprzecznymi wyczernionymi pasmami
(szyny kolejowe, tacuszek czy drabinka)tdacy wynikiem inkorporacji
zlogow w obeb bton podstawnych,
» brak znaczcej proliferacji komoérek mezangialnych czy nabtowich,
« w zaawansowanych przypadkach obd&énoognisk segmentalnej
sklerotyzacji a take catkowicie sklerotycznie zmienionyckeklszkow,
« W oObrazie ultrastrukturalnym #aej wielkaci podnabtonkowe i
srodbtonowe elektronowoegte ztogi, pomidzy ktorymi odklada si
materiat przypominapy struktug btony podstawne (odpowiaday
.kolcom” widocznym w preparatach impregnowanychasal srebra wg
metody Jonesa), w poiejszej fazie zmian obecfio znacznego,
nieregularnego pogrubienia bton podstawnych [56, 107].
W pocztkowej fazie nefropatii btoniaste] #buszki w obrazieswietlno-
mikroskopowym mog mie¢ zachowan prawidtowy struktug, we wszystkich
badanych przeze mnie przypadkach zmiany byly znaczaawansowane. U
wszystkich chorych rozpoznano pierwptlomerulopat btoniasy.

Rozpoznanie zapalenia btoniasto-rozplemowego ustale oparciu o
nastpujace kryteria:

o zwigkszenie liczby komérek w obszarach mezangialnyctazwe
proporcjonalnym wzrostem goi macierzy (w bardziej zaawansowanych
przypadkach tate obraz sklerotyzacji &buszkow) (fot. 7),

* nierdbwnomierne, znaczne pogrubiesotan wiagsniczek kkbuszkowych,
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czasem z obecHoig leukocytow i monocytow wwietle wiosniczek,
zaakcentowanie zrazikowej strukturyliszkow (fot. 7),

zmniejszenie przestrzeni podtorebkowej,

zrosty tli z toreblg Bowmana, w tym tate potksezycowate,

w preparatach impregnowanych solami srebra wg nyetddnesa
obecné¢ dwoch, a niekiedy nawet kilku, srebro-chtonnychrstia w
sieci wiagniczek; pom¢dzy nimi znajdowaly si nieregularneagczace je
,odgakzienia”,

widoczne w badaniu elektronowo-mikroskopowym przsnczenie
wypustek komorek mezangialnych na obwdglip znajdup sie one
miedzy btona podstawn a komorkamirodbtonkowymi, towarzyszy im
macierz mezangialna. Obedto tej warstwy uwidacznia &i w
preparatach impregnowanych solami srebra jako ppowd
okonturowanigcian wigniczek.

obecnaé¢ w badaniu ultrastrukturalnym ztogéw poddbtonkowych oraz
mezangialnych, a tak pojedynczych ztogéw podnabtonkowych [106,
107].

Powyzej wymienione cechy pozwolity na rozpoznanie typuzapalenia

btoniasto-rozplemowego. U wszystkich badanych ctloryie stwierdzono

przyczyn wtérnych tej glomerulopatii i naoa byto w zwiazku z tym rozpozna

zapalenie btoniasto-rozplemowe pierwotne.
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2. BADANIA MORFOMETRYCZNE

2.1. TWORZENIE | REJESTRACJA CYFROWYCH OBRAZOW
MIKROSKOPOWYCH

We wszystkich badanych przypadkach skrawki paraf@maabarwiono
czerwieny Syriusza. W metodzie tej uzyskujes slwukolorowy obraz, gdzie
widknienie srédmigzszowe przybiera intensywnie czerwonamowy kolor,
podczas gdy reszta punktatu ma kotoity [56]. Oczywicie w warunkach
prawidtowych pomgdzy cewkami wsrodmigzszu take znajduje si nieco
widkien kolagenowych, ale jest ich zawsze mnigjosj tyle samo, wic mazna
te ilos¢ pomimg¢ | uzn& za zafatlszowanie obecne wzkgm przypadku. W ten
Sposob opracowane punktaty poddano ocenie morfgozeie;.

Badania  morfometryczne materiatu swietlno-mikroskopowego
wykonano zaréwno w grupie badanej, jak i w grumetkolnej. We wszystkich
przypadkach fotografowano (przy pa@kszeniu obiektywu x 40) za pompc
kamery firmy OLYMPUS (DP12) i zapisywano na dyskonkputera obrazy
calego bioptatu. Automatycznie ustawiano w progearkamery parametry
jasnaci, kontrastu i nasycenia barw obrazu mikroskopawe@/ kadym
przypadku wykonywano kolejne zdja punktatu, aby znalazieson w catgci.
Dla kazdego punktatu rejestrowano od 42 do 131¢&dprednio okoto 60
zdje¢). Obrazy cyfrowe o wielkai 640x480 pikseli zapisywano w formacie
JPG na twardym dysku komputera oraz archiwizowarnmameci zewrgtrznej.
Przy wyciu programu Image J obrysowywano granicedego kebuszka
wzdtuz torebki Bowmana i wycinano te fragmenty obrazuazldnego pola
widzenia. Podobnie pagiowano z daymi i sredniego kalibru naczyniami
srodmigzszowymi, ktére znalazty siwe fragmencie punktatu przeznaczonym

do badania w mikroskopiavietinym.
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2.2. ANALIZA MORFOMETRYCZNA POLAUTOMATYCZNA
NASILENIA WEOKNIENIA SRODMI AZSZOWEGO

W kolejnym etapie dokonywano przeksztatcenia abr&mlorowego
(sktadajcego s¢ z wielu odcieni koloru czerwono-wiiowego izoitego) na
obraz zapisany w skali szaoh zastosowano tak sredni filtr w celu
~wygltadzenia” ziarnistéci zdjeé. Nastpnie przeprowadzono segmentac)
polegajca na wyznaczeniu war§oi progowych czyli wyznaczeniu przedziatu
wartasci koloréw charakterystycznych dla badanego madteri@av moich
badaniach — kolor czerwono4miowy). W ten sposéb obraz zostat podzielony
na plan — obszar reakcji i tto — elementy nie pgdpgee analizie (w moich
badaniach — cewki nerkowe). Efektem segmentacjiobbygz binarny, czarno-
biaty, gdzie obiekty badane zostaty wyelnione poprzez czarny kolor,
natomiast pozostate tto bylo biatle. Na te] podstéawiyznaczono wielkdd
wyodrebnionych struktur i obliczono pole powierzchni regpkna podstawie
liczby pikseli odczytanych z histogramu. Majwyznaczone pole reakcji oraz
znapc wielkaé¢ ocenianego obrazu wyliczormedni procentowy udziat pola
zagtego przez reakej barwry (nasilenie widknieniasrodmigzszowego) dla
kazdego bioptatu (fot. 8, 9, 10, 11, 12).
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2.3. ANALIZA MORFOMETRYCZNA AUTOMATYCZNA
NASILENIA WEOKNIENIA SRODMI AZSZOWEGO

Pocatkowe etapy przygotowania materiatu do analizy maétrycznej
automatycznej byly identyczne jak opisane w punkdprzednim (akwizycja i
rejestracja zdE punktatow oraz usugtie fragmentow obrazu nie
podlegagcych analizie). Dalsze badania przeprowadzono zozewaniem
oprogramowania Nerka 1.0b. Zostalo ono stworzone Zakiadzie
Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Katedry Pamorfologii Klinicznej
(kierowanym przez Prof. dr hab. ZBlete Kaczmarek). Program oparto o
zaimplementowany przez dr tukasza tapajasmdowisku Borland Delhi
autorski algorytm segmentacji kolorowych obrazéwknmskopowych, ktory
pozwala na wyodibnienie na zdjciach preparatow obszaréw tta,aiszu nerki
oraz obszarow witdknienidéddmigzszowego. Aplikacja zostata zaprojektowana
pod Ilgtem pracy z wysokiej rozdzielcgm zdjeciami preparatow
mikroskopowych barwionych czerwigni Syriusza. Wykorzystuje ona
segmentaej metody progowania w przestrzeni barwnej RGB, w ktorejdsa
kolor opisany jest za pomgdrzech sktadowych (R — czerwieni, G — zieleni, B
— bkkitu). System RGB jest standardowym r@zem do opisu obrazéw
barwnych w grafice komputerowej i w przypadku omeavdj aplikacji pozwala
na bardzo precyzyjne odwzorowanie barw w prepahnataikroskopowych.

W zastosowanej metodzie segmentacji kolozdego piksela zdgia
preparatu jest najpierw ,rozbijany” na skiadowe ®&, oraz B. Naspnie
zaleznie od udziatu tych sktadowych w barwie danego ¢liks jest on
klasyfikowany jako tto (w moim przypadku cewki nevke) ydz obszar
widknienia srodmiagzszowego. Po przeprowadzeniu tej operacji dlad&go
punktu obrazu program obliczat obszar zajmowany eprzpiksele
zaklasyfikowane jako tlo i widknieniesrodmigzszowe. Znajom& tych
parametrow  pozwalata precyzyjnie ollré nasilenie  widknienia
srodmigzszowego w danym zeljiu (a nasfpnie w catym bioptacie) i wyragi

go wartdcig liczbowa (% widknieniasrédmigzszowego = obszar widknienia
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srodmigzszowego/obszar zajmowany przez cewki nerkowe +ashstoknienia
srodmigzszowego x 100%).

Program sam dobieral odpowiednie parametry segmentdez
ingerencji uytkownika. Na etapie przygotowania aplikacji algonyanalizy
automatycznej zaprojektowano w ten sposob, by wygdnerowane przez
program byly maliwie zblizone do rezultatbw segmentacji manualnej
prowadzonej przez patomorfologa. W tym celu podcpessnia programu
parametry dziatania algorytmu automatycznego wyzoag na podstawie
analizy wynikbw manualnej segmentacji 200 obrazémneprowadzonej przez
wykwalifikowanego, déwiadczonego patomorfologa. Tak zaprojektowany
algorytm umaliwial automatyczp, szybk i w peini powtarzalp analiz
obrazéw mikroskopowych, genegajwyniki porownywalne z rezultatem pracy
patologa.

Omawiana aplikacja posiada szereg funkcji utatyeygh prae z
obrazami mikroskopowymi, przy czym do napméjszych nalgy mozliwosé
korekcji nierownomiernegoswietlenia preparatu oraz maskowania wybranych
obszaréw obrazu. Funkcja maskowania pozwala naaktigvne (za pomac
myszki) zaznaczenie obszaréw obrazu, ki@ vykluczone z analizy. Deki

temu maliwe jest wyhczenie z analizy tihego rodzaju artefaktow.
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3. OBSERWACJE KLINICZNE

Wyniki  obserwacji  Kklinicznych chorych z  poszczegdm
glomerulopatiami redni dobowy biatkomocz, poziom kreatyniny, klirens
kreatyniny) poréwnano z pomiarami nasilenia wiokisesrodmigzszowego
dokonanymi metaog pétautomatyczp i automatyczg. Wyodrbniono take z
catej badanej grupy tych chorych, u ktérych rozhdan se schytkowa
niewydolna¢ nerek i porobwnano z regzpacjentow.

Dane kliniczne uzyskano z Katedry i Kliniki Nefrglig Transplantologii
i Choréb Wewstrznych, w ktérej stosuje sinastpujace definicje podanych
nizej okrelen:

e ZN - zespdt nerczycowy - biatkomocz przekraczagy 3,5g9/d z
hipoproteinemy, hipoalbuminemy, hipercholesterolemii towarzyszcymi
obrzkami. W wynikach uwzgldnionosredni dobowy biatkomocz, wagé
te uzyskano gredniagc wyniki trzech pomiardow.

* Wykitadniki aktywnego osadu moczu -krwinkomocz — obecnd¢ wiecej
niz 2 krwinek czerwonych wytugowanych w polu widzenia,oghdanym
pod mikroskopem osadzie odwirowanego moczu.

* 1RR —nadcisnienie tetnicze —wartasci przekraczajce 140/90mmHg.

* R —remisja — okreslana na podstawie zmniejszenia biatkomoczu jmni
0,2g/d przy zachowanej prawidtowej funkcji nerekfimiewanej jako
stezenie kreatyniny w surowicy krwdl,2mg%.

e SNN - schytkowa niewydoln& nerek - okreslana jako konieczrig
rozpoczcia leczenia nerkozagiczego.

» PG - progresja choroby —oceniana na podstawie podwojenigzshia
kreatyniny w surowicy krwi w @gu roku.

* BP — brak poprawy —utrzymywanie si biatkomoczu powsej 2,0g/d.

PP — poprawa stanu klinicznego -ekreilana jako spadek biatkomoczu, ale

Z utrzymywaniem siwartasci w granicach 0,2-2,0g/d.
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4. ANALIZA STATYSTYCZNA WYNIKOW POMIAROW
MORFOMETRYCZNYCH | OBSERWACJI KLINICZNYCH

Analiza statystyczna dokonana zostata przez mgriesgike Gorm
(Zaktad Bioinformatyki i Biologii Obliczeniowej Katry Patomorfologii
Klinicznej). Odsetek widknienigrodmigzszu ustalony przy pomocy analizy
potautomatycznej i automatycznej porownywano wzpeegoélnych grupach
glomerulopatii (diagnozowanych w mikroskopieietinym, elektronowym i
fluorescencyjnym) oraz w grupie kontrolnej. Analigeatystyczna wykonana
zostata za pomadestow nieparametrycznych.

Do poréwnania metody potautomatycznej i automatggzastosowano
test kolejnéci par Wilcoxona. Dla poréwnania poszczegolnych pgru
klinicznych oraz grupy kontrolnej z grgbadalg zastosowano test Manna-
Whitney'a. Do wykazania zateosci miedzy nasileniem wioknienia
srodmigzszowego badanym metpdootautomatyczg i automatyczg (AP,
AA), a poszczegoblnymi parametrami klinicznymirgdni dobowy biatkomocz,
najwigksza dobowa utrata biatka z moczem, poziom kreaynklirens
kreatyniny)  wykorzystano wspotczynnik  korelacji paametrycznej
Spearmana . Wartoi wspotczynnika korelacji weryfikowano testem istci
wspotczynnika korelacji oraz podzialem kategoriatny wg ktorego
wspotczynnik istotny statystycznie, lecz z przetlziad O do 0,5 lub od -0,5 do
0 uznano jako stablub bardzo stabkorelacg [110].

Wszystkie wyniki analiz statystycznych pratlyj jako istotne
statystycznie dla poziomu p<0,05. Obliczenia stgtme wykonano przy
pomocy programu Statistica Pl v.10.0. Dodatkowo ikiynostaty zilustrowane

wykresami rozrzutu
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WY NIKI

1. WYNIKI BADAN MORFOLOGICZNYCH

W badanej grupie w oparciu o kryteria morfologiczregodne z

obowigzujgcymi klasyfikacjami, opisane w rozdziale ,Materiat metody”

rozpoznano nagpujace glomerulopatie:

u 22 chorych ogniskowe segmentalne stwardnieniebulsizkéw
nerkowych (FSGS). W grupie tej znalazite 5i kobiet (w wieku od 25
do 41 lat,sredni wiek 31,4 lat) i 17 giczyzn (w wieku od 19 do 50 lat,
sredni wiek 36,88 lat);

u 6 chorych nefropatilgA, klasy IV (zmiany rozplemowe rozlane). W
grupie tej byli wyhcznie mezczyzni (w wieku od 17 do 44 lagredni
wiek 31 lat);

glomerulopat btoniasy rozpoznano u 6 pacjentéw. Grupa ta sktadata
sie z 2 kobiet (w wieku 36 i 66 lafredni wiek 51 lat) i 4 mrczyzn (w
wieku od 18 do 49 latredni wiek 35,25 lat);

w 5 przypadkach rozpoznano zapalenie btoniastoleozpwe typu I. W
grupie tej znaldi si¢ wytacznie mzczyzni (w wieku od 44 do 65 lat,
sredni wiek 53,4 lat).

Szczegotowe dane dotygz wieku, pici, liczby kbuszkdédw w biopsiji

oraz czasu obserwacji w poszczegoélnych grupach ychoprzedstawione

zostaty w tabelach 1-4.
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Tabela 1. Dane dotygee wieku, pici, liczby kbuszkéw w biopsji oraz czasu
obserwacji w grupie chorych z rozpoznaniem ognis@w segmentalnego
stwardnienia kibuszkow nerkowych (FSGS).

liczba obserwacja
nr badania chory wiek ptec

ktebuszkow (w latach)

812227 B.Z. 44 M 11 20
824866 N.t. 46 M 12 20
850771 B.J. 36 M 15 19
877891 G.S. 50 M 11 14
969988 JK*  36(37%) M 15 (14*) 14
978417 K.H. 35 K 15 14
983313 ZS. 40 M 11 13
986743 K.A* 30 (30%) M 14 (14*) 13
817753 G.J. 24 M 14 20
993006 K.K. 46 M 14 13
802118 N.J. 44 M 13 21
1008658 P.H. 25 K 11 19
982094 SW.* 27 (28%) K 13 (14%) 14
775117 T.J. 22 M 10 22
822395 D.W. 38 M 18 20
846449 S.H. 41 K 10 19
853493 S.J. 44 M 14 19
979143 K.M.* 46 (47%) M 10 (14*) 14
763986 C.W. 31 M 13 22
819175 KR* 19 (26%) M 12 (14*) 20
1002649 L. 28 K 15 13
776402 M.Z. 31 M 15 22

* 0znaczono chorych, u ktérych wykonanbiopsg;
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Tabela 2. Dane dotygee wieku, pfci, liczby kbuszkéw w biopsji oraz czasu
obserwacji w grupie chorych z rozpoznaniem nefriofpA.

nr liczba obserwacja
chory wiek ptec

ELENIE! ktebuszkéw (w latach)
997317 S.W. 31 M 11 14
981464 J.P. 25 M 10 14
1006509 M.M. 36 M 16 13
979388 R.J. 33 M 28 14
1011445 T.A 14 M 14 12
1013576  Z.K. 17 M 12 12

Tabela 3. Dane dotygze wieku, pici, liczby kbuszkdéw w biopsji oraz czasu
obserwacji w grupie chorych z rozpoznaniem glonmggatii btoniastej.

nr [ord +F] obserwacja
chory  wiek ptec

ELENIE! ktebuszkéw (w latach)

1022370 H.M. 36 K 14 12
1007752  K.K. 43 M 18 13
983237 W.G. 31 M 17 14
987215 L.G. 66 K 16 13
999999 M.T. 18 M 10 13
985411 M.t. 49 M 14 14

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WYNIKI



44

Tabela 4. Dane dotygeze wieku, pici, liczby kbuszkdéw w biopsji oraz czasu
obserwacji w grupie chorych z rozpoznaniem zapalertoniasto-
rozplemowego.

nr [ord :F] obserwacja
chory wiek ptec

LELEDTE] ktebuszkéw  (w latach)

997457 LB.* 44 (48%) M 14 (14%) 13
1016202 N.R.* 56 (57%) M 10 (11%) 12
967556  t.P. 48 M 14 14
1026149  K.W. 65 M 19 12
1095120  Z.C. 54 M 21 10

* oznaczono chorych, u ktéryeykonano rebiopsj

W badaniu swietlno-mikroskopowym we wszystkich przypadkach
biopsja obejmowata co najmniej 10cktszkow. Najwksza liczba w dwdéch
biopsjach wyniosta 28 &buszkow §rednio 14,21 kibuszkow).
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2. WYNIKI BADANIA IMMUNOFLUORESCENCYJNEGO

Badanie imunofluorescencyjne (IF) przeprowadzon87Awprzypadkach
(w 2 przypadkach nie byto #buszkdéw w czsci punktatu przeznaczonej do
badania w mikroskopie fluorescencyjnym).

Szczegotowe wyniki badania IF uwzdhiajgce zaréwno lokalizagj
jak i typ ztogow zestawiono w tabelach 5-8 (w pasg®Hinych grupach

glomerulopatii).

Tabela 5. Zestawienie wynikdw badania immunofluceesyjnego w grupie
chorych z rozpoznaniem ogniskowego segmentalnegardhienia kibuszkow
nerkowych (FSGS).

typ ztogow
lokalizacja ztogow

immunokompleksow

IgM, C3 mezangialna 4

IgM, IgA, C3 mezangialna 5
IgM,C3, Clq mezangialna 2
IgM,C3, C1q, C4 mezangialna 2
IgM, IgG, C3, Clq mezangialna 2
IgM, IgA, C3, Clq mezangialna 3
IgM, IgA, C3, Clq, C4 mieszana (mezangialna i naczyniowa) 2

N — liczba pacjentow
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Tabela 6. Zestawienie wynikdw badania immunofluceesyjnego w grupie
chorych z nefropadilgA.

typ ztogéw immunokompleksow lokalizacja ztogow
IgA, IgM, C3 mezangialna 2
IgA, IgM,C3, Clq mezangialna 2
IgA, IgM mezangialna 1
IgA, C3 mezangialna 1

N — liczba pacjentéw

Tabela 7. Zestawienie wynikdw badania immunofluceesyjnego w grupie
chorych z glomerulopatibtoniass.

typ ztogéw immunokomplekséw lokalizacja ztogow
IgG, C3 naczyniowa 3
IgG, IgM, C3 naczyniowa 1
IgG, IgM,C3, Clq naczyniowa 2

N — liczba pacjentow

Tabela 8. Zestawienie wynikow badania immunofluceesyjnego w grupie
chorych z zapaleniem btoniasto-rozplemowym.

typ ztogow immunokomplekséw lokalizacja ztogow

IgG, IgA, IgM, C3 mieszana 3

(mezangialna i naczyniowa)

IgG, IgM, C3 mieszana 2

(mezangialna i naczyniowa)

N — liczba pacjentéw
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3. BADANIA MORFOMETRYCZNE SWIETLNO-MIKROSK OPOWE

We  wszystkich  badanych przypadkach wykonano badania
morfometryczneswietino-mikroskopowe. Mialy one na celu pomiary gol
powierzchni widknienia w stosunku do catej powidénzic bioptatu (po
graficznym usuriciu klebuszkoéw orazsredniej wielk@dci i duzych naczy
srodmigzszowych). Pomiarow dokonano dwiema metodami: pétaatyczni
(za pomog programu ImageJ) i automatyezr(przy udziale autorskiego
programu Nerka 1.0b.), szczegotowy opis znajdujensrozdziale ,Materiat i
metody”. Wyniki pomiardw morfometrycznych nasileniavtoknienia
srodmigzszowego w poszczegolnych grupach nefropati umEsrz w
tabelach 9-12.
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Tabela 9. Wartei procentowe pomiarow pola powierzchni wioknienia
srodmigzszowego u chorych z FSGS.

nr badania
812227 B.Z. 24 25
824866 N.t. 34 33
850771 B.J. 37 37
877891 G.S. 31 31
969988 JK.* 37 (37%) 35 (36*)
978417 K.H. 34 33
983313 ZS. 35 36
986743 K.A* 36 (35%) 35 (35%)
817753 G.J. 38 39
993006 K.K. 21 22
802118 N.J. 39 39
1008658 P.H. 36 36
982094 S.W.* 25 (25*) 26 (26*)
775117 T.J. 35 36
822395 D.W. 27 28
846449 S.H. 31 32
853493 S.. 34 36
979143 K.M.* 33 (34%) 34 (35%)
763986 C.W. 35 34
819175 K.R.* 34 (38%) 33 (39%)
1002649 L. 37 38
776402 M.Z. 33 34

* oznaczono chorych, u ktérych wykonano rebigp8P — analiza potautomatyczna,
AA — analiza automatyczna
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Tabela 10. Wartwi procentowe pomiaréw pola powierzchni widknienia
srodmigzszowego u chorych z rozpoznaniem nefropatii IgA.

nr badania chory AP (%) AA (%)
997317 S.W. 31 32
981464 J.P. 32 32
1006509 M.M. 15 13
979388 R.J. 23 24
1011445 T.A. 21 22
1013576 Z.K. 24 25

AP — analiza pétautomatyczna, AA — analiza autocmatg

Tabela 11. Warkei procentowe pomiarow pola powierzchni widknienia
srodmigzszowego u chorych z rozpoznaniem glomerulopatiilaiete;.

nr badania chory AP(%) AA(%)
1022370 H.M. 31 32
1007752 K.K. 32 33
983237 W.G. 37 37
987215 L.G. 28 29
999999 M.T. 27 28
985411 M.t. 29 29

AP — analiza p6tautomatyczna, AA — analiza autocmAtg
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Tabela 12. Wartwi procentowe pomiaréw pola powierzchni widknienia
srodmigzszowego u chorych z zapaleniem btoniasto-rozplemowy

nr badania chory AP (%) AA (%)
997457 L.B.* 33 (36*) 34 (36*)
1016202 N.R.* 34 (36%) 34 (35%)
967556 t.p. 18 17
1026149 K.W. 31 31
1095120 Z.C. 37 38

* oznaczono chorych, u ktérych wykonano rebigpsj
AP — analiza pétautomatyczna, AA — analiza autocm&tg

W catej badanej grupieaiznie z rebiopsjami, 46 bioptatowjednia
wartas¢ nasilenia widknienia srodmigzszowego uzyskana w analizie
potautomatycznej wyniosta 31,52+5,78% (waciood 15 do 39%). Po
przeprowadzeniu analizy automatyczfrejdnia warté¢ wyniosta 31,83+5,78%
(wartasci od 13 do 39%). Poréwnanie wynikow uzyskanychyprzyciu
obydwu metod wykazato,ze nie ma istotne] tdicy miedzy analia
potautomatyczp a automatyczn(p=0,06).

W grupie FSGS odsetek widknienia w analizie poOtmatycznej
wynosit od 21 do 3%rednio 33,15+4,75%, natomiast po zastosowaniu anali
automatycznej wartgi procentowe wahaly siod 22 do 39%,srednio
33,44+4,48% (fot. 11). Warfoi uzyskane w grupie FSGS porownano z
odsetkiem wioknienia w pozostatych badanych grupddie byto istotnych
statystycznie rinic z wyjtkiem grupy nefropatii IgA (p<0,001) oraz grupy
kontrolnej (p<0,001), w ktérych ujawnionozeze wartéci.

W grupie nefropatii IgA analizowanej potautomatyeziwdsetek pola
powierzchni zajtego przez widknienié&rédmigzszowe wynosit od 15 do 32 %,
srednio 24,3316,38%. W analizie automatycznej wamitote wynosity
odpowiednio od 13 do 32%rednio 24,67+7,09% (fot. 9).
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U chorych z nefropatibtoniasg wyniki uzyskane w analizie pomiarow
pola powierzchni wioknieniasrodmigzszowego wyniosty od 27 do 37%,
srednio 30,67+3,61%. W analizie automatycznej wamitote wyniosty
odpowiednio od 28 do 37%rednio 31,33+3,39% (fot. 10).

Analiza poétautomatyczna przeprowadzona u choryclzapaleniem
btoniasto-rozplemowym ujawnita odsetek pola powtlrd zagtego przez
widknienia wynoszcy od 18 do 37%gsrednio 31,50+6,95%. Natomiast w
analizie automatyczne] wasm te wyniosty odpowiednio od 17 do 38%,
srednio 31,50+7,45%. Porownano uzyskane w obu adlizwvartéci pola
powierzchni  zajtego przez  widknienie srodmigzszowe  pomgdzy
poszczegolnymi grupami chorych nie znajgujstotnych statystycznie znic
(z wyjatkiem wyzej wymienionych grup FSGS i nefropatii IgA).

W 7 przypadkach wykonano rebiogsju 5 chorych z rozpoznaniem
FSGS oraz u 2 chorych z rozpoznaniem zapaleniaastmrozplemowego. We
wszystkich tych przypadkach w powtérnych biopsjsakie dokonano analizy
morfometrycznej widknieniarodmigzszowego. W zwjizku z tym ogolna liczba
bioptatow, w ktorych wykonano pomiary pola powidmic wioknienia
srodmigzszowego wyniosta 46. Rebiopsje wykonane zostatytesusikowo
krotkim czasie po wykonaniu pierwszej biopsji. Ubogych z grupy FSGS czas
ten wynositsrednio 16,8 miescy, w 4 przypadkach wahat¢spd 6 do 10
mieskcy, u tych chorych nasilenie widknienigddmigzszowego wzrosto
nieznacznie — najwcej o 1% (tabela 9). U jednego chorego (KR) rehiops
wykonano po 7 latach od pierwsze] biopsji, a w&rtowtdknienia
srodmigzszowego wzrosta o okoto 5% przyweiu obu metod analizy obrazu
(tabela 9). U jednego chorego z zapaleniem btamHestplemowym rebiops;j
wykonano po 11 miestach, a u drugiego po 46 migsach. W obu
przypadkach nasilenie wioknienigrédmigzszowego take zmienito st
nieznacznie (1-3%) (tabela 12).

W tabeli 13 podano wardoi najniésze, najwysze isrednie (wraz z
odchyleniem standardowym) nasilenia wtokniestizdmigzszowego w rénych

grupach glomerulopatii dla obu metod pomiarow.ttuje to take rycina 1.
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Tabela 13. Wyniki pomiaréw wioknieni@ddmigzszowego (w %): najasze,
najwyzsze isrednie (wraz z odchyleniem standardowym) uzyskarenalizie
poétautomatycznej i automatycznej u chorych zngmi glomerulopatiami.

sredniatSD

AP 27 21 39 33,15+4,75

AA 27 22 39 33,44+4,48

srednia+SD

AP 6 15 32 24,33+6,38

AA 6 13 32 24,67+7,09

sredniatSD

AP 6 27 37 30,6743,61

AA 6 28 37 31,3343,39

srednia+SD

AP 7 18 37 31,5046,95

AA 7 17 38 31,50+7,45

FSGS - ogniskowe, segmentalne stwardnienioudzkéw nerkowych, N IgA — nefropatia IgA,
M — glomerulopatia btoniasta, M-P — zapalenie kdsto-rozplemowe,

N — liczba chorych, AP — analiza pétautomatyczn# A analiza automatyczna, min — nagzra
wartas¢  wtoknienia srodmigzszowego, max — najwgza warté¢ witoknienia srodmigzszowego,
sredniaxSD -$redni odsetek wtoknienia wraz z odchyleniem stasiolaym.
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Rycina 1. Wpykres ilustruje srednie wartéci nasilenia widknienia
srodmigzszowego w rénych typach glomerulopatii, analizowane metod
potautomatycza (AP) i automatyczay (AA).
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bloniasto- bioniasta

rozplemowe

Badania morfometryczn@vietlno-mikroskopowe wykonano ta& w 20
przypadkach z grupy kontrolnej (fragmentye@z korowej nerek bez zmian
patologicznych, nerki uswib z powodu urazéw komunikacyjnych). W grupie
kontrolnej wiek wahat giod 15 do 59 latsrednio 36,8 lat. Nie odnotowano
statystycznie istotnych #aic odngnie wieku (p=0,583). Wyniki pomiaréw
pola powierzchni wioknienigrodmigzszowego dokonane obiema metodami
przedstawiono w tabeli 14 i 15.
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Tabela 14. Wyniki pomiaréw pola powierzchni wiokmigsrodmigzszowego w
stosunku do powierzchni catego bioptatu w grupienti@ne] w analizie
potautomatycznej i automatycznej (w %).

chory AP (%) AA (%)
M.S. 7 8
K.M. 9 9
P.O. 6 5
D.J. 12 13
K.O. 10 9
S.W. 9 8
D.W. 12 13
K.R. 16 16
M.Z. 7 8
M.H. 8 9
AR. 8 9
K.B. 11 11
M.R. 10 9
E.R. 14 15
U.K. 12 13
B.S. 6 5
J.S. 9 8
M.G. 7 9
IJ. 11 12
K.S. 12 13

AP — analiza potautomatyczna, AA — analiza aattyczna

Srednia warté¢ nasilenia wioknienigrodmigzszowego uzyskana w analizie
potautomatycznej wyniosta 10,10+3,02% (od 6 do 16P9© przeprowadzeniu
analizy automatyczndyednia warté¢ to 9,80+2,71% (wartkei od 5 do 16%).
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Analiza statystyczna ujawnita istotne znice pomé¢dzy grupm badam a
kontrolng (p<0,001) oraz poradzy r&nymi glomerulopatiami a grup
kontrolm (p<0,001) (rycina 2).

Rycina 2. Wykres ilustruje efice medzy cab grum badam a grup kontrolrmg
w nasileniu  wiOknienia $srédmigzszowego analizowanego metod
potautomatycza (AP) i automatyczg (AA).

35

30 -

25 A

mAP

20 -
mAA

15 -

10 -

Grupa bhadana Grupa kontrolna

Tabela 15. Wartwi najnizsze, najwysze i srednie wraz z odchyleniem
standardowym uzyskane w analizie potautomatyczaejomatycznej w grupie
kontrolnej.

1\

grupa kontrolna N min max $r+SD
AP 20 6 16 10,10+3,02
AA 20 5 16 9,80+2,71

N — liczba chorych, AP — analiza po6tautomatyczn#@, A analiza automatyczna, min — napgda
wartas¢ widknienia srodmigzszowego, max — najwgza warté¢ witdknienia srédmigzszowego,
srednia=SD -$redni odsetek wtoknienia wraz z odchyleniem stasiolaym.
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4. OBSERWACJE KLINICZNE

Podstawowym kryterium doboru badanej grupy byla zimosé
uzyskania doktadnych danych Klinicznych, a z&akdtugi czas obserwacji
umazliwiajacy ocer ostatecznego przebiegu choroby, dlatego biopsje
pochodzity z lat 1991-2003. Grupa chorych liczyl [@zypadkow. W czasie
wykonania pierwszej biopsji wiek wynosit od 19 dé &t §rednio 38,66 lat).

W 7 przypadkach wykonano rebiogsjU 17 chorych wysgpienie objawdw
nerkowych byto poprzedzone infekcjami (nafazej byty to infekcje gérnych
drég oddechowych i infekcje drég moczowych). Darmidzne odndénie

pocztkowych objawow nerkowych przedstawiono w tabeli 16

Tab. 16. Pocgkowe objawy nerkowe u chorych w poszczegoélnychpgohn
glomerulopatii.

B+E B+NT ZN ZN+E ZN+NT ZN+NT+E B+E+NT

FSGS 1 1 2 2 7 9

NigA 3 1 1 1
M 1 1 2 1 1

M-P 3 2

ZN — zespot nerczycowy, E — krwinkomocz, NT — nadienie ttnicze, B — biatkomocz,
FSGS — ogniskowe segmentalne stwardnierieudzkow nerkowych, N IgA — nefropatia IgA,
M — glomerulopatia bfoniasta, M-P — zapalenie sto-rozplemowe.

Do najczstszych pocgkowych objawow nerkowych nalat zespot
nerczycowy. Wysipit on u 32 chorych (u 20 chorych z FSGS, w 2 padkach
nefropatii IgA, u 5 chorych z glomerulopatbtoniasy oraz w 5 przypadkach
zapalenia btoniasto-rozplemowego). U 17 chorychpaesvi nerczycowemu
towarzyszyt krwinkomomocz, a w 25 przypadkach oleechylo take
nadcgnienie ttnicze. Biatkomocz wysgpit u 7 chorych (2 chorych z FSGS, 4 z
nefropaty IgA oraz 1 z glomerulopati btoniasy). W 6 przypadkach
biatkomoczowi towarzyszyt krwinkomocz (1 chory z&S, 4 z nefropadilgA
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oraz 1 z glomerulopatibtoniasg), a w kolejnych 3 nadénienie ttnicze (1
chory z FSGS, 1 z nefropatigA oraz 1 z glomerulopati btoniasg). U
wiekszasci chorych (19/22 z FSGS, 3/6 z nefropdgA, 6/6 z glomerulopadi
btoniast oraz 4/5 z zapaleniem btoniasto-rozplemowym)saigiwve stzenie
kreatyniny w dniu wykonania biopsji wynosito poizey 1,2 mg%.

W kolejnych tabelach przedstawione zostaly poziodrgdniego
dobowego biatkomoczu, kreatyniny oraz klirensu &eimy w czasie pierwszej
biopsji w poszczegdblnych grupach glomerulopatibéle 17-20), natomiast
zalenosci miedzy parametrami klinicznymi a nasileniem widknienia

srodmigzszowego w catej badanej grupie ilusgroyciny 3-8.
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Tabela 17.Srednia dobowa utrata biatka z moczengzehie kreatyniny w
surowicy krwi oraz klirens kreatyniny u chorych 8GS w czasie biopsiji.

Uprot
nr badania chory
(Srednia)
812227 B.Z. 3,80 1,4 110,40
824866 N.t. 4,50 1,7 70,50
850771 B.J. 4,80 1,9 41,25
877891 G.S. 4,10 2,0 75,24
969988 J.K. 4,90 2,1 50,00
978417 K.H. 4,40 1,8 69,58
983313 ZS. 5,10 1,9 55,21
986743 K.A. 4,90 1,9 64,09
817753 G.J. 5,40 2,5 48,05
993006 K.K. 3,40 0,9 98,30
802118 N.J. 6,10 2,9 56,87
1008658 P.H. 5,30 1,3 65,19
982094 S.w. 3,90 1,2 96,72
775117 T.J. 5,10 2,1 54,10
822395 D.W. 3,80 1,1 85,50
846449 S.H. 4,10 1,6 91,30
853493 S.J. 4,10 1,3 59,00
979143 K.M. 4,10 1,8 97,70
763986 C.w. 4,30 1,9 70,50
819175 K.R. 4,60 1,9 60,50
1002649 LI 5,00 2,7 40,90
776402 M.Z. 4,70 1,8 58,50

Uprot (rednia) —$redni biatkomocz dobowy (w g/d), Pcr e&tnie kreatyniny
w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — klirens kreatyningn{/min);
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Tabela 18.Srednia dobowa utrata biatka z moczengzehie kreatyniny w
surowicy krwi oraz Klirens kreatyniny u chorych efiopaty IgA w czasie
biopsiji.

Uprot
nr badania chory
(srednia)
997317 S.W. 4,20 1,7 90,00
981464 J.P. 2,40 1,6 88,90
1006509 M.M. 2,70 0,9 115,00
979388 R.J. 3,20 1,3 102,80
1011445 T.A. 2,90 1,2 123,80
1013576 Z.K. 2,70 1,1 108,30

Uprot (grednia) —$redni biatkomocz dobowy (w g/d), Pcistezenie kreatyniny
w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — klirens kreatyningn{/min);

Tabela 19.Srednia dobowa utrata biatka z moczenyzenie kreatyniny w
surowicy krwi oraz klirens kreatyniny u chorych ibmerulopaty bltoniasg w
czasie biopsiji.

Uprot
nr badania chory
(Srednia)
1022370 H.M. 4,40 2,4 72,80
1007752 K.K. 4,10 1,7 71,43
983237 W.G. 5,30 2,3 47,90
987215 L.G. 3,80 1,5 82,40
999999 M.T. 3,70 1,3 95,23
985411 M.t. 3,90 1,4 91,80

Uprot (rednia) —$redni biatkomocz dobowy (w g/d), Pcr e&tnie kreatyniny
w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — klirens kreatyningn{/min);
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Tabela 20.Srednia dobowa utrata biatka z moczengzehie kreatyniny w
surowicy krwi oraz klirens kreatyniny u chorych apaleniem btoniasto-
rozplemowym w czasie biopsiji.

Uprot
nr badania chory
(Srednia)
997457 L.B. 4,20 1,8 75,02
1016202 N.R. 4,50 1,3 68,03
967556 L.P. 3,80 0,9 105,60
1026149 K.W. 4,20 1,7 77,06
1095120 Z.C. 4,90 2,2 53,90

Uprot (rednia) —$redni biatkomocz dobowy (w g/d), Pcr e&tnie kreatyniny
w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — klirens kreatyningn{/min);
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Rycina 3. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy srednim dobowym biatkomoczem a
nasileniem widknieniasrodmigzszowego, analizowanego megogotautomatyczp
(AP), w catej badanej grupie.
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Rycina 4. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy srednim dobowym biatkomoczem a
nasileniem widknienidarodmigzszowego, analizowanego megaautomatycza (AA),
w calej badanej grupie.
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Rycina 5. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy stzeniem kreatyniny w surowicy krwi
(mg/dl) a nasileniem widknieni&r6dmigzszowego, analizowanego megoddtauto-
matyczn (AP), w catej badanej grupie.
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Rycina 6. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy stzeniem kreatyniny w surowicy krwi
(mg/dl) a nasileniem witoknieni&édmigzszowego, analizowanego mejodutoma-
tyczm (AA), w catej badanej grupie.
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Rycina 7. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy klirensem kreatyniny (ml/min) a
nasileniem witdknieniasrodmigzszowego, analizowanego megogotautomatyczp
(AP), w catej badanej grupie.
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Rycina 8. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy klirensem kreatyniny (ml/min) a
nasileniem widknienidarodmigzszowego, analizowanego megaautomatycza (AA),
w calej badanej grupie.
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U 7 chorych bez poagkkowych objawow ZN zastosowano leczenie
objawowe. U wszystkich chorych z objawami ZN ge#ono leczenie
glukokortykosteroidami, pogkowo w postaci pulsow Metyloprednizolonu,
nastpnie Prednizolon (w dawce 1mg/kg) przez 4-6 tygpdei stopniowym
zmniejszaniem dawki do dawki podtrzyracgj. W tej grupie u g&ci chorych
zastosowano tak leczenie  immunosupresyjne  (Chlorambucilem,
Cyklofosfamidem czy Azatiopryr), wigczono je u 17/22 pacjentow z FSGS, u
1/6 z nefropati IgA, u 4/6 z glomerulopati btoniasg i u 4/6 z zapaleniem
btoniasto-rozple-mowym. Dane klinicznie dotygce obserwacji chorych po 2
latach i ostateczny efekt przebiegu choroby po dt@ch przedstawiono w
kolejnych tabelach (tabele 21-24). Po 2 latachde@ u 9 chorych udatogsi
osiggm¢ remisg (4/22 chorych z FSGS, 4/6 z nefropatgA oraz 1/6 z
glomerulopati btoniasg). Popraw stanu klinicznego (dobowa utrata biatka z
moczem w granicach 0,2-2,0g/d) uzyskano u 17 cliofycd0/22 z FSGS, u 2/6
z nefropata IgA, u 3/6 z glomerulopati btoniast i u 2/5 z zapaleniem
btoniasto-rozplemowym). U 9 chorych nie udate, snimo leczenia, oggng¢
poprawy stanu klinicznego (6/22 chorych z FSGS,/@ 2 glomerulopadi
btoniast oraz 1/5 z zapaleniem bioniasto-rozplemowym), alalszych 4
chorych (2/22 z FSGS i 2/6 z zapaleniem btoniasgplemowym) doszio do
progresji choroby.

Rezultaty leczenia i naturalnego przebiegu chomkgzaty s znacznie
gorsze po 10 latach obserwacji. U 26 chorych dodptadozwoju schytkowej
niewydolngci nerek wymagarej hemodializowania i/lub przeszczepienia
nerki (17/22 chorych z FSGS, 2/6 z nefropaigA, 3/6 z glomerulopadi
btoniast oraz 4/5 z zapaleniem btoniasto-rozplemowym). th8rych doszio
do progresji choroby, chocianie rozwirely si¢ jeszcze objawy schyitkowej
niewydolndgci nerek (2/22 chorych z FSGS, 1/6 chorych z gladogath
btoniast). U 3 chorych odnotowano poprawtanu klinicznego, chocianadal
utrzymywat s¢ biatkomocz powyej 0,2 g/d (1/6 chorych z nefropatgA oraz

2/6 z glomerulopadi btoniasg). Catkowiy remisg po 10 latach obserwacii
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udato s¢ osggnma¢ u 7 chorych (3/22 chorych z FSGS, 3/6 z nefrapgth oraz
1/5 z zapaleniem btoniasto-rozplemowym).

Tabela 21. Najwksza dobowa utrata biatka z moczemzehie kreatyniny w
surowicy krwi, klirens kreatyniny, efekt leczenia @ latach obserwacji oraz

koncowy efekt obserwacji (po 10 latach) u chorych 65S

efekt leczenia  efekt leczenia
nr badania chory

po 2 latach po 10 latach

812227 B.Z. 0,12 0,9 125,00 R PG
824866 N.t. 2,40 1,3 90,00 BP SNN
850771 B.J. 3,70 1,4 79,65 BP SNN
877891 G.S. 0,34 11 98,10 PP SNN
969988 J.K. 1,70 1,5 81,20 PP SNN
978417 K.H. 1,60 1,3 91,00 PP PG
983313 ZS. 4,80 1,4 84,90 BP SNN
986743 K.A. 1,70 1,4 83,20 PP SNN
817753 G.J. 1,80 1,6 78,60 PP SNN
993006 K.K. 0 0,8 200,00 R R

802118 N.J. 1,27 1,7 81,40 PP SNN
1008658 P.H. 4,50 3,0 58,60 PG SNN
982094 S.W. 0,18 0,7 187,50 R R

775117 T.J. 0,70 1,6 31,90 PP SNN
822395 D.W. 0,18 1,0 103,00 R R

846449 S.H. 0,40 1,3 72,00 PP SNN
853493 S.J. 8,30 2,6 25,00 PG SNN
979143 K.M. 6,40 1,3 91,25 BP SNN
763986 C.W. 2,40 1,3 92,00 BP SNN
819175 K.R. 1,60 1,6 75,00 PP SNN
1002649 L.l 2,30 1,7 66,23 BP SNN
776402 M.Z. 1,30 1,3 98,50 PP SNN

Uprot — najwyszy dobowy biatkomocz (w g/d), Pcr -e&tnie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl),
Ccr — klirens kreatyniny (ml/min), R — catkowitannésja (dobowa utrata biatka z moczem pepnio,2
g/d), PP — poprawa stanu chorego (dobowa utratiebz moczem w granicach 0,2-2,0g/d), BP — brak
poprawy, PG — progresja objawéw nerkowych, SNNhykowa niewydolné¢ nerek.
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Tabela 22. Najwiksza dobowa utrata biatka z moczemngzshie kreatyniny w
surowicy krwi, klirens kreatyniny, efekt leczenia @ latach obserwacji oraz
koncowy efekt obserwaciji (po 10 latach) u chorych fzopati I1gA.

efekt leczenia efekt leczenia

nrbadania - chory - Uprot po 2 latach po 10 latach
997317 S.W. 0 1,3 195,00 R SNN
981464 J.P. 0,17 1,2 92,60 R SNN
1006509 M.M. 0,18 0,8 135,00 R R
979388 R.J. 1,00 0,8 119,50 PP PP
1011445 T.A. 0,70 0,9 118,60 PP R
1013576 Z.K. 0,19 0,8 128,50 R R

Uprot — najwyszy dobowy biatkomocz (w g/d), Pcr -estnie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl),
Ccr — klirens kreatyniny (ml/min), R — catkowitamésja (dobowa utrata biatka z moczem pepnio,2
g/d), PP — poprawa stanu chorego (dobowa utratékabia moczem w granicach 0,2-2,0g/d),
SNN — schytkowa niewydolr$é nerek.

Tabela 23. Najwiksza dobowa utrata biatka z moczemngzehie kreatyniny w
surowicy krwi, klirens kreatyniny, efekt leczenia @ latach obserwacji oraz
koncowy efekt obserwaciji (po 10 latach) u chorychanggtrulopati btoniasy.

efekt leczenia efekt leczenia
nr badania

po 2 latach po 10 latach

1022370 H.M. 4,30 1,2 97,20 BP SNN
1007752  K.K. 0,58 1,0 108,00 PP SNN
983237 W.G. 0,12 1,7 83,50 R SNN
987215 L.G. 1,08 0,9 101,20 PP PG
999999 M.T. 2,50 0,9 118,50 BP PP
985411 M.t. 1,68 1,0 122,00 PP PP

Uprot — najwyszy dobowy biatkomocz (w g/d), Pcr -e&tnie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl),
Ccr — klirens kreatyniny (ml/min), R — catkowitamésja (dobowa utrata biatka z moczem pepnio,2
g/d), PP — poprawa stanu chorego (dobowa utratkabfamoczem w granicach 0,2-2,0g/d), BP — brak
poprawy, PG — progresja objawow nerkowych, SNNhylowa niewydolné¢ nerek.
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Tabela 24. Najwiksza dobowa utrata biatka z moczengzehie kreatyniny w
surowicy krwi, klirens kreatyniny, efekt leczenia @ latach obserwacji oraz
koncowy efekt obserwacji (po 10 latach) u chorych pateniem btoniasto-
rozplemowym.

efekt leczenia  efekt leczenia

nrbadania po2latach  po 10 latach
997457 L.B. 7,40 1,5 91,52 BP SNN
1016202 N.R. 6,20 2,6 81,20 PG SNN
967556 t.P. 0,50 0,7 119,00 PP R
1026149 K.W. 1,07 1,2 96,70 PP SNN
1095120 Z.C. 8,60 4,4 35,00 PG SNN

Uprot — najwyszy dobowy biatkomocz (w g/d), Pcr -estnie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl),
Ccr — klirens kreatyniny (ml/min), R — catkowitannésja (dobowa utrata biatka z moczem pepnio,2
g/d), PP — poprawa stanu chorego (dobowa utratkabiamoczem w granicach 0,2-2,0g/d), BP — brak
poprawy, PG — progresja objawéw nerkowych, SNNhykowa niewydolné¢ nerek.

W catej badanej grupie poréwnano wyniki pomiarowrfmmetrycznych
pola powierzchni wioknieniasrodmigzszowego dokonane metpdanalizy
potautomatycznej i automatycznej z wddiami sredniej dobowej utraty biatka
w czasie biopsji, ze @gteniem kreatyniny w surowicy krwi oraz klirensem
kreatyniny. Zaréwno w analizie potautomatycznejk ja automatycznej
uzyskano sila zaleenos¢ pomidzy nasileniem widknienia &ednig dobowg
utrag biatka z moczem, steniem kreatyniny w surowicy krwi oraz klirensem
kreatyniny.

Grupa badana liczyta 46 bioptatow, poniewa 7 chorych wykonano
rebiops¢. Nasilenie widknienia srodmigzszowego oceniono zaréwno w
pierwszej biopsiji, jak i w materiale pocha@dym z rebiopsji. Do grupy badanej
wiaczono take odpowiednie wartei parametrow klinicznych w czasie
rebiopsji.

Dane dotycace powyszych korelacji umieszczono w tabeli 25.
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Tabela 25. Analiza zataosci migdzy nasileniem witdknieni&édmigzszowego
(badanym metad potautomatyczyn i automatyczg) a srednim dobowym
biatkomoczem, steniem kreatyniny w surowicy krwi oraz klirensem
kreatyniny w catej badanej grupie w czasie biopsiji.

Nasilenie wtdknienia srodmigzszowego (AP i AA) a rézne

parametry kliniczne w czasie biopsji

AP & $rednia Uprot 46 0,91 <0,001
AP & Pcr 46 0,88 <0,001
AP & Ccr 46 -0,89 <0,001
AA & srednia Uprot 46 0,90 <0,001
AA & Pcr 46 0,87 <0,001
AA & Ccr 46 -0,87 <0,001

N — liczba bioptatow, r — wspétczynnik korelacji éspmana, p — poziom istoim, AP — analiza
potautomatyczna, AA — analiza automatyczitednia Uprot —sredni biatkomocz dobowy (g/d), Pcr —
stezenie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — ldins kreatyniny (ml/min);

Podobnie silne zalmosci odnotowano pomdzy wynikami uzyskanymi
obiema metodami pomiaru pola powierzchni wiokniesriddmigzszowego a
najwigkszz dobowy utrag biatka z moczem, steniem kreatyniny w surowicy
krwi oraz wartéciami klirensu kreatyniny po 2 latach obserwacji catej

badanej grupie (39 chorych). Dane przedstawia &®@li ryciny 9-14.
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Tabela 26. Analiza zataosci migdzy nasileniem witdknieni&rédmigzszowego
a najwtksz dobowy utray biatka, s¢zeniem kreatyniny w surowicy krwi oraz
klirensem kreatyniny w catej badanej grupie potadha obserwacji.

AP & Uprot 39 0,53 <0,001
AP & Pcr 39 0,90 <0,001
AP & Ccr 39 -0,84 <0,001

AA & Uprot 39 0,57 <0,001
AA & Pcr 39 0,92 <0,001
AA & Ccr 39 -0,84 <0,001

N — liczba bioptatéw, r — wspétczynnik korelacji égpmana, p — poziom istotfod, AP — analiza
potautomatyczna, AA — analiza automatyczna, Upratajwicksza dobowa utrata biatka z moczem
(g/d), Pcr — stzenie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — ldims kreatyniny (ml/min);
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Rycina 9. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy najwy:szym dobowym biatkomoczem
(g/d) a nasileniem widknieniggédmigzszowego w catej badanej grupie po 2 latach
obserwacji (analiza metggotautomatyczp— AP).

9
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biatkomocz obserwacja gid

Rycina 10. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy najwyszym dobowym biatkomoczem
(g/d) a nasileniem widknienigédmigzszowego w catej badanej grupie po 2 latach
obserwacji (analiza metgdutomatycza— AA).
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Rycina 11. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy stzeniem kreatyniny w surowicy krwi
(mg/dl) a nasileniem widknien&a6dmigzszowego w catej badanej grupie po 2 latach
obserwacji (analiza metggotautomatyczp— AP).
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Rycina 12. Wykres ilustruje zaleos¢ miedzy stzeniem kreatyniny w surowicy krwi
(mg/dl) a nasileniem witdknien&a6dmigzszowego w catej badanej grupie po 2 latach
obserwacji, (analiza metgéutomatyczg— AA).

50

4.5

4,0

3.5

3,0 .

2.5

kreatynina obsenwacja

20

0.5
10 12 14 16

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WYNIKI



72

Rycina 13. Wykres ilustruje zaleos¢ migdzy klirensem kreatyniny (ml/min) a
nasileniem wioknieniasrédmigzszowego w catej badanej grupie po 2 latach
obserwacji (analiza metggotautomatyczp— AP).

kirens kreatyniny obserwacja
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Rycina 14. Wykres ilustruje zaleos¢ migdzy klirensem kreatyniny (ml/min) a
nasileniem wibdknieniasrodmigzszowego w catlej badanej grupie po 2 latach
obserwacji (analiza metgdutomatycza— AA).
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Kolejne porownania dotyczyly wynikéw leczenia i ebsacji po 10
latach choroby w catej badanej grupie, niezaile od typu rozpoznanej
glomerulopatii. W grupie chorych, u ktorych doszido schytkowej
niewydolndgci nerek (N=26) nasilenie wtdknien§addmigzszowego w analizie
potautomatycznej wahatoesod 31 do 39%sfednio 34,28+2,48%). W analizie
automatycznej uzyskano identyczny zakres wart@rednio 34,60+2,43%). U
pozostatych chorych (N=13), u ktérych Kkliniczniezg@bieg byt bardziej
korzystny (progresja, poprawa stanu Kklinicznegglzb catkowita remisja)
nasilenie wtoknienigrodmigzszowego w analizie potautomatycznej wahato si
od 15 do 36% sfednio 25,1415,70%). Odpowiednie wadd w analizie
automatycznej wyniosty od 13 do 36%ddnio 25,50+5,95%). W przypadku
chorych, u ktérych nie udaloesoshgnac¢ remisji i doszto do pospu choroby
(N=3) odsetek wibdknieniasrodmigzszowego wynosit w analizie pot-
automatycznej od 24 do 34%rddnio 28,67+5,03%), natomiast w analizie
automatycznej od 25 do 33%€dnio 29,00+4,00%). W ligzej 3 osoby grupie
pacjentow, u ktorych wskutek leczenia udale sizysk& poprawe stanu
klinicznego odsetek witdknien&a6dmigzszowego w analizie pétautomatycznej
wahat s¢ od 23 do 29%sfednio 26,33+£3,06%). W analizie automatycznej byto
to odpowiednio od 24 do 29%rédnio 27,00+2,65%). U chorych, ktorzy po 10
latach obserwacji ogjreli remisje (N=7) nasilenie wioknieniasrdd-
migzszowego w analizie pétautomatycznej wyniosto oddtb27% grednio
21,57+4,16%). W analizie automatycznej wéectde wyniosty odpowiednio od
13 do 28% {rednio 21,86+5,27%).

Zanotowano statystycznie istotnezmce pomédzy grum chorych ze
schytkowsg niewydolndgciag nerek a pozostatymi pacjentami w odniesieniu do
odsetka widknieniagrodmigzszowego zaréwno w analizie potautomatycznej,
jak i automatycznej (p<0,001). Nasilenie wioknieniEddmigzszowego u
chorych, ktorzy oagreli remisje (21,57+4,16% w analizie pétautomatycznej i
21,8615,27% w analizie automatycznej) Zak@nit siec w stosunku do tych, u
ktorych wysspita poprawa stanu klinicznego (odpowiednio obiematodami
26,33+3,06% i 27,00+2,65%) czy progresja choroby8,§2+5,03%;
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29,00+4,00%), jednak nie mwa bylo ocerdi statystycznej istotrigci ze
wzgledu na mad liczebna¢ grup.

Dane dotyczce nasilenia widknienigrodmigzszowego u chorych ze
schytkows niewydolngcia nerek, progresgj choroby, popraw stanu

klinicznego oraz remigjprzedstawiono w tabelach 27-29.

Tabela 27. Analiza nasilenia witoknien&édmigzszowego u chorych ze
schytkowg niewydolndgcia nerek po 10 latach obserwacji.

SNN N min max sr+SD
AP 26 31,00 39,00 34,28+2,48
AA 26 31,00 39,00 34,60+2,43

SNN — schytkowa niewydolré nerek, N — liczba chorych, AP — analiza pétautomata,
AA — analiza automatyczna, min — nagey % widknienia, max — najurgzy % widknienia,
$r £ SD —$redni % widknienia i odchylenie standardowe.

Tabela 28. Analiza nasilenia wtoknienigddmigzszowego u chorych z
progresy, poprave i remisp po 10 latach obserwaciji.

PG+PP+R N min max sr+SD
AP 13 15,00 36,00 25,14+5,70
AA 13 13,00 36,00 25,50+5,95

PG — progresja, PP — poprawa, R — remisja, N bdichorych, AP — analiza pétautomatyczna,
AA — analiza automatyczna, min — nagry % wioknienia, max — najugzy % widknienia,
ér £ SD —$redni % widknienia i odchylenie standardowe.

Tabela 29. Analiza nasilenia wtoknierfi@dmigzszowego u chorych z remisj
po 10 latach obserwacji.

R N min max sr+SD
AP 7 15,00 27,00 21,57+ 4,16
AA 7 13,00 28,00 21,8615,27

R — remisja, N — liczba chorych, AP — analiza ptdmatyczna,
AA — analiza automatyczna, min — napgzy % wioknienia, max — najurgzy % widknienia,
ér + SD —$redni % widknienia i odchylenie standardowe.
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Rycina 15. Por6éwnanie nasilenia wiékniedradmigzszowego (mierzonego metpd
poétautomatyczay i automatyczg) miedzy grum chorych, u ktérych doszio do SNN a
pozostatymi pacjentami po 10 latach obserwaciji.

35

30
250
20 B AP
B AA
15

10

1

SNN Pozostali chorzy (PG, PP, R)

SNN - schytkowa niewydolrio nerek, PG — progresja, PP — poprawa, R — remisja,
AP — analiza p6tautomatyczna, AA — analiza autgumta.

W grupie chorych, u ktorych doszto do schytkowegwydolngci nerek
srednia dobowa utrata biatka z moczem w czasie pigg@ahata s¢ od 0,40 do
6,10g/d ¢rednio 4,54+0,68 g/d). U pozostatych chorych (zgpesp, popravg
kliniczng badz remisp) srednia dobowa utrata biatka z moczem wahatadiO
do 5,30g/d {rednio 3,66+0,69g/d). Analiza zaleosci ujawnita statystycznie
istotrg réznice pomidzy grum chorych ze schytkogvniewydolndgcia nerek a
pozostatymi chorymi (p<0,001) (tabele 30-32).

Skezenie kreatyniny w surowicy krwi w czasie biopsji anorych, u
ktérych po 10 latach obserwacji rozwia si schytkowa niewydoln& nerek
wynosit od 1,60 do 2,90mg/dlsrednio 2,00+0,35mg/dl). U pozostatych
chorych wartéci te wynosity odpowiednio od 0,90 do 2,30mg/dtefinio
1,31+0,38 mg/dl). Rinice medzy tymi grupami byly statystycznie istotne
(p<0,001).

Wartasci klirensu kreatyniny w grupie chorych, u ktorydoeszio do
schytkowej niewydolnéci nerek wyniosty w czasie biopsji od 40,90 do
97,70ml/min grednio 66,03+15,86ml/min). U pozostatych chorychrtasi te
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wahaly s¢ od 65,19 do 123,80ml/mirkrednio 96,47+16,63 ml/min). Raice
te takze byly statystycznie istotne (p<0,001).

Po 2 latach obserwacji u chorych, u ktérychrpéj doszio do schytko-
wej niewydolndci nerek najwgksza dobowa utrata biatka z moczem wahata si
od 0,00 do 8,60g/ckednio 2,86+2,71g/d). U pozostatych chorych waritde
wyniosty odpowiednio od 0,00 do 4,50g/érddnio 1,08+1,21g/d). Grupy te
roznity si¢ statystycznie istotnie (p=0,04). W grupie choryalktorych rozwi-
neta sk schytkowa niewydoln@ nerek sgzenie kreatyniny w surowicy krwi po
2 latach obserwacji wahatoesdd 1,00 do 4,40mg/dkrednio 1,56+0,66mg/dl).
Migedzy @3 grum a pozostatymi chorymi odnotowano statystycznietigt
réznice (p<0,001), gdy sizenie kreatyniny w surowicy krwi wyniosto u nich
od 0,70 do 3,00mg/dkfednio 1,04+0,59mg/dl). Klirens kreatyniny takraznit
sie statystycznie istotnie (p<0,001), wynosit on bawi@ chorych, u ktorych
doszto do schytkowej niewydol&a nerek od 25,00 do 195,00 ml/mirédnio
86,57+29,68ml/min). U pozostatych chorych wacide wyniosty odpowiednio
od 58,60 do 200,00 mI/migrednio 123,39+35,50 ml/min).

Tabela 30. Wartwi najnizsze, najwysze orazsrednie wraz z odchyleniem
standardowym dotygze dobowej utraty biatka z moczesredniej dobowej
utraty biatka z moczem, gftenia kreatyniny w surowicy krwi i klirensu
kreatyniny w czasie biopsji i po 2 latach obserwagjgrupie chorych, u
ktorych rozwirgta sie schytkowa niewydolna@ nerek.

SNN N min-max $r+SD
Uprot srednia w czasie biopsji 26 0,40-6,10 7,63+0,68
Pcr w czasie biopsji 26 1,60-2,90 2,00+0,35
Ccr w czasie biopsji 26 40,90-97,70 66,03+£15,86
Uprot po 2 latach obserwaciji 26 0,00-8,60 2,86%+2,71
Pcr po 2 latach obserwacji 26 1,00-4,40 1,56%0,66
Ccr po 2 latach obserwaciji 26  25,00-195,00 86,57+29,68

SNN — schytkowa niewydolr$é nerek, N — liczba chorych, U prot — najgyga dobowa utrata biatka z
moczem (w g/d), Uprotrednia —srednia dobowa utrata biatka z moczem (w g/d), P@tzenie
kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — klirensdatyniny (ml/min).

J. Bulak Analiza morfometryczna nasigeni WYNIKI



77

Tabela 31. Warkei najnizsze, najwysze orazsrednie wraz z odchyleniem
standardowym dotygze dobowej utraty biatka z moczesredniej dobowej
utraty biatka z moczem, gftenia kreatyniny w surowicy krwi i klirensu
kreatyniny w czasie biopsji i po 2 latach obsenwacjgrupie pozostatych
chorych (z progresj popraw kliniczng badz remisp).

PG+ PP +R N min-max $r+SD
Uprot srednia w czasie biopsji 13 0-5,30 3,66+0,69
Pcr w czasie biopsji 13 0,90-2,30 1,31+0,38
Ccr w czasie biopsji 13 65,19-123,80 96,47+16,63
Uprot po 2 latach obserwacji 13 0,00-4,50 1,08+1,21
Pcr po 2 latach obserwacji 13 0,70-3,00 1,04%0,59
Ccr po 2 latach obserwacji 13 58,60-200,00 123,39+35,50

PG - progresja, PP — poprawa, R — remisja, ldzbad chorych, U prot — najurgza dobowa utrata
biatka z moczem (w g/d), Uprétednia —srednia dobowa utrata biatka z moczem (w g/d), Betzenie
kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl) , Ccr — kliretseatyniny (ml/min).

Tabela 32. Analiza statystyczna dotyca porownania grupy chorych, u
ktorych doszto do schytkowej niewydokw nerek z pozostatymi pacjentami w
zakresie poszczegolnych parametréw klinicznych asiez biopsji oraz po 2
latach obserwacii.

SNN vs pozostali chorzy ( PG + PP + R) p

Uprot srednia w czasie biopsji <0,001
Pcr w czasie biopsji <0,001
Ccr w czasie biopsji <0,001

Uprot po 2 latach obserwacji 0,04
Pcr po 2 latach obserwacji <0,001
Ccr (ml/min) po 2 latach obserwacji <0,001

SNN - schytkowa niewydoldé nerek poprawa, PG - progresja, PP — poprawa;- Remisja,

U prot — najwysza dobowa utrata biatka z moczem (w g/d), Ugretinia —$rednia dobowa utrata
biatka z moczem (w g/d), Pcr —¢senie kreatyniny w surowicy krwi (mg/dl), Ccr — ldins kreatyniny
(ml/min), p — poziom istotriwi.
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Odsetek wioknienia w grupie chorych, u ktérych ddlosdo schytkowej
niewydolnagci nerek wyranie r&nit sie od wynikdw uzyskanych u pozostatych
pacjentow (PG, PP, R), aghajac warté¢ ponad 30%. Niestety, grupa chorych z
lepszym przebiegiem klinicznym liczyta zaledwie ds®b, w zwazku z tym nie udato
Sie uzysk& statystycznej istotrigi.

Rycina 16. Poréwnanie nasilenia wiokniesi@dmigzszowego midzy grup chorych,
u ktérych doszto do SNN a pozostatymi pacjentamilf latach obserwacji.

Odsetek wicknienia srodmigzszowego

40
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SNN - schytkowa niewydolr$é nerek, PG — progresja, PP — poprawa, R — remisja.
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OMOWIENIE

Opracowanie niniejsze obejmuje geudorostych chorych z edymi
pierwotnymi glomerulopatiami diagnozowanych w 1&tal991-2003. W tym
miejscu konieczne jest podklenie sposobu doboru badanej grupy.
Decydugca w tym wzgdzie okazata gi mazliwosé uzyskania doktadnych
danych klinicznych, a tale dtugd¢ czasu obserwacji (od 10 do 23 lat). Na
wybor przypadkéw do opracowania morfometrycznegéymngh takze fakt,ze u
czesci chorych liczba kibuszkow w biopsji wynosi pomagj 10. W mojej pracy
umiescitam jedynie przypadki, w ktorych w bioptacie zab s¢ 10 i wiecej
kicbuszkow §rednio 14,21). Zgodnie z doniesieniami innych abmorf111]
uznatam bowiemze wtedy znajdzie siw badanym materiale odpowiednio
duwzy fragment utkanidarodmigzszu.

Komputerowa analiza obrazu stajeg storaz cgsciej stosowanym
narzdziem w ocenie preparatow mikroskopowych biopsjireke Ocena
dokonywana przez patologa jest zawsze subiektynaaet jeeli dokonuje jej
kilku doswiadczonych patologébw. Pagkowo wprowadzono metody
potilosciowe, ktore w kilkupunktowej skali oceniaty zmiany kicbuszkach
nerkowych Rdz w srodmigzszu. Okazaly si one bardzo przydatne, gsto je
stosowano i nadalgsw powszechnym zyciu, pomimo i takze obarczonesgs
ryzykiem subiektywizmu [29, 68, 75, 112]. Z tegoymalu zacgto wprowadza
metody cyfrowej analizy obrazu. Sprzyjat temu z@k szybki rozwoj
bioinformatyki, usprawnienie nagdzi programowania, coraz #sze ceny
sprztu komputerowego, powszechna apsics¢ bezptatnego (freeware)
specjalistycznego oprogramowania, a zeakwzrost mocy obliczeniowej
komputeréw.

W przypadku choréb nerek w odniesieniu do nasilewtaknienia
srodmigzszowego stosowanie morfometrycznych metod analmgzu nie jest
zbyt powszechne. Kilka doniesiglotyczy chorych po przeszczepieniu nerek.

Diaz-Encarnacion i wsp. badali poklmowo oraz metogl potautomatyczas u
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chorych z przewlektym odrzucaniem przeszczepuzna€ miedzy odsetkiem
widknienia srodmigzszowego a takimi parametrami klinicznymi jak poziom
filtracji ktebuszkowej, dobowa utrata biatka z moczenxiestie kreatyniny w
surowicy krwi. Do oceny nasilenia wiokniendeddmigzszowego aywali oni
preparatow barwionych czerwigniSyriusza oraz metad trojbarwry wg
Massona. Uzyskane przez nich wyniki potwierdzity zmg role oceny
morfometrycznej nasileni@édmigzszowego w rokowaniu u chorych a®iezo
rozpoznanym przewlektym odrzucaniem przeszczepd. [Bakker i wsp.
oceniali u chorych po przeszczepieniu nerki groreadz lamininy 2 i
kolagenu IV wsrédmigzszu przy ayciu programu do automatycznej analizy
obrazu, take uzyskujc zalenosci migdzy ekspreg badanych markerow a
parametrami klinicznymi [76]. Danilewicz i wsp. lmidgrup pacjentow z
ostrym odrzucaniem przeszczepu. Wykazali ahiwerost ekspresji tryptazy
komorek tucznychg-SMA, wzrost obgtosci sSrodmigzszu i zwekszenie liczby
komérek CD68+, CD43+, CD20+ ma znacyg wptyw na odrzut przeszczepu w
poréwnaniu z pacjentami, u ktorych przeszczeppstyijat [113]. Chea i wsp.
przy wyciu programu do potautomatycznej analizy obrazumag@eJd)
poréwnywali immunoekspresp-SMA, E-kadheryny, wimentyny, TGB1 oraz
Smad 2/3 u pacjentéw z autosomalnie domicyn zespotem wielotorbie-
lowatasci nerek [77]. Zmianysrédmigzszowe w warunkach dwiadczalnej
nefropatii wywotanej obgizeniem biatkiem badali Shimizu | wsp.zyi oni
analizy potautomatycznej w preparatach barwionyzérwieny Syriusza do
oceny stopnia uszkodzerfi@dmigzszu przez cytokigprozapalg MCP-1 [78].
Takze nieliczne g w pismiennictwie opracowania analiage wioknienie
srodmigzszowe w przypadku pdiych glomerulopatii. Kilka prac dotyczy
chorych z nefropaji IgA. Liu i wsp. oceniali rag komorek tucznych w
patogenezie zmian cewkowgoddmigzszowych w tej nefropatii. Uzyskali oni
silng zaleznos¢ miedzy liczlp komorek tucznych a nasileniem widknienia
srodmigzszowego, ktére analizowano mejopdtautomatyczy w preparatach
barwionych wg metody tréjbarwnej Massona [79]aghdowska-Danilewicz i

wsp. badali immunoekspresichemokin CC i ich receptorow u chorych z
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nefropaty IgA i innymi kiebuszkowymi zapaleniami nerek przebieggmi z
proliferacp komorek mezangialnych, porownajje z obgtoscig srodmigzszu
[114]. Komputerowa analiza obrazu mikroskopowegmeprowadzona przez
Stein-Oakley 1 wsp. wykazata wzrost ekspresji ptogaff i czynnika wzrostu
fibroblastow (bFGF) w obszarach widknierfi@ddmigzszowego u chorych z
nefropaty IgA i FSGS [115]. Nowym markerem uszkodzediadmigzszu w
nefropatii IgA okazata ginestyna. Jest to biatko filamentowspednich, ktore
w warunkach prawidtowych obecne jest jedynie w pytimch. Jego pojawienie
sie zaobserwowano wirédmigzszu w nefropatii IgA uzyskag zalenosé
migdzy stopniem ekspresji nestyny a nasileniem widkiaiérédmigzszowego.
Komorki z obecnéciag nestyny ujawniaty tate CD34 ia-SMA, co sugerujeze
byly to srodmigzszowe miofibroblasty [116]. Danilewicz i wsp. bada
biopsjach pacjentow z #buszkowymi zapaleniami nerek przebieggmi z
proliferacpg komdrek mezangialnych, a tak w glomerulopatii btoniastej
korelacje pomidzy ekspregj tryptazy komérek tucznych wérodmigzszu,
obecndcig a-SMA a wzrostem obkjosci srodmigzszu [117, 118]. Otsubo i
wsp. za pomag programu do analizy pétautomatycznej oceniali telse
widknienia §rodmigzszu w preparatach barwionych megottojbarwry wg
Massona korelgr go z ekspregjtryptazy komorek tucznych i obecon o-
SMA u chorych ze zmianami ¢duszkowymi w przebiegu zapalenia natzy
zwigzanego z przeciwciatami ANCA [119].

Poniewa w ocenie biopsji nerek niezwykle wree jest ustalenie w jaki
sposoOb zachowuje ¢sisérédmigzsz, tzn. jakie jest nasilenie widknienia
srodmigzszowego przebiegagego z zanikami cewek, postanowitamazagic
jego dokladp ocery. Do uwidocznienia widknienigrodmigzszowego stm
rézne metody barwienia. Wyboru metody w moich baddnidokonatam na
podstawie opracowania Diaz Encarnacion i wsp.,zktqoréwnywali caty ich
szereg (tzn. metedtrojbarwry Massona, barwienie czerwignByriusza, a
takze ocer w mikroskopie polaryzacyjnym preparatéw barwiongzierwiens
Syriusza). W ich pracy najlepszmetod, okazalo s badanie preparatow

barwionych czerwieni Syriusza. Autorzy jedynie w tej metodzie uzyskali
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znacaca korelacg miedzy poziomem filtracji kibuszkowej w czasie biopsji a
nasileniem wioknieniarodmigzszowego [75].

W badanym przeze mnie materiale zastosowatam mitaiyczn i
automatyczes metod analizy obrazu. Warksi nasilenia wioknienia
srodmigzszowego uzyskane przyzyciu obu tych metod nie #aity sie
statystycznie istotnie (p=0,06). Natomiast bardzazed r&nice mana
zaobserwowa w praktycznym, codziennymzyciu obydwu tych metod. W
analizie potautomatycznej najistotniejszym, tzw.memtem krytycznym, po
zastosowaniu filtréw ¢éredniapcych obraz, jest ustalenie progu jagrioNalezy
przy tym zaznaczy ze za kadym razem, gdy opracowywane jest nowe:aid
naleey od nowa ustawi prog jasnéci, co jest bardzo czasochtonne.
Opracowanie jednego zdja trwa okoto 0,5-1,5 minuty i wynik uzyskiwany
jest w pikselach, ktore nagginie musz zost& przeliczone na warfoi
procentowe, a w kalej badanej biopsji opracowywasednio okoto 60 zdg.
Podobny czas wykonania jednego badania mefadautomatyczai uzyskali
inni autorzy (15-30 minut) [75]. W przypadkuycia analizy automatycznej
wszystkie kolejne etapyasodpowiednio zaprogramowane (bez ingerencji
uzytkownika), powoduje toze czas opracowania jednegoeniy skraca sido
kilku sekund i uzyskany wynik jest podany w pro@ett

W badanej grupie chorych ligzej 39 osOb (46 bioptatéw) napkisz
liczb¢ stanowili pacjenci z ogniskowym, segmentalnym stlmgniem
kiebuszkow nerkowych (N=22, 56,41%). Jest to jedna a&caxciej
wystepujacych glomerulopatii, ktérej klinicznie towarzyszgspot nerczycowy,
krwinkomocz, a take czasami nadaiienie ttnicze [106, 108]. We wszystkich
badanych przeze mnie przypadkach stwierdzono podiggpecyficzny FSGS
(FSGS, NOS) [108]. U chorych obecne byly segmentalmniska sklerotyzacji,
dodatnie w reakcji paS oraz bagse Ss¢ na czarno w preparatach
impregnowanych solami srebra wg metody Jonesa [1@&]. W czsci
przypadkéw (N=15) wykonano ta& badanie elektronowo-mikroskopowe, w
ktorym stwierdzano przybytek macierzy mezangialng towarzyszeniem

zlogbw oraz znikanie wypustek #dwatych podocytow, a badanie
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immunofluorescencyjne we wszystkich przypadkach awgho gtéwnie
obecndé¢ ztogow IgM i C3 o ranym nasileniu. W moich badaniaghednie
pole powierzchni witdknienigrédmigzszowego w grupie FSGS wyniosto w
analizie potautomatycznej 33,15+4,75%, a w analizitomatycznej
33,44+4,48%. Wartei te r&nity sie statystycznie znamiennie od wynikow
pomiaréw uzyskanych w grupie kontrolnej (p<0,008)eco niszy odsetek
widknienia srédmigzszowego i w moim badaniu odnotowali u chorych z
FSGS Bohle i wsp. W opublikowanej przez nich praggniost on bowiem
27,38% [21]. Przyczyn jest najprawdopodobniej fakke w badanej przeze
mnie grupie u zdecydowanej ¢kiszaci chorych (18/22, 81,8%) doszto w
dalszym przebiegu choroby do rozwoju schytkowejuy@olnasci nerek. Dao
nizsza wartas¢ uzyskat Danilewicz (18,8%) [90]. Autorzy ci jednakywali
innej metody i nie stosowali barwienia czerwigBiyriusza w celu ujawnienia
widknieniasrédmigzszowego, a ponadto nieznany byt dalszy przebiegotlyo
w prezentowanej przez nich grupie FSGS. Dlategavbglzdne wartéci mogy
sie nieco r@ni¢. U 5 chorych z tej grupy wykonano rebiopsjmateriat ten
takze poddano ocenie morfometrycznej. Wéeto nasilenia widknienia
srodmigzszowego byty tylko nieco wagze od uzyskanych w pierwszej biopsji,
poniewa biopsje te byly w wikszaci wykonane po stosunkowo krotkim
czasie {rednio 16,8 miesty).

U 6 chorych z rozpoznaniem nefropatii IgA w obrazweietino-
mikroskopowym obecny byt w ponad potowieglitiszkow rozplem komorek
mezangialnych a tak w r&nej liczbie potksizycowate zrosty komorkowe.
Rozpoznano w zwrku z tym IV klag nefropatii IgA wg Haasa [109]. We
wszystkich przypadkach w badaniu immunofluorescgnyey obecne byly
mezangialne, ziarniste zlogi IgA czasem z towarzggzm innych ziogdéw
immunokompleksowSrednia warté¢ nasilenia wioknienigrodmizszowego
wyniosta w tej grupie w metodzie potautomatyczrj33+6,38, a w metodzie
automatycznej 24,67+7,09. Wastd te r&nity si¢ statystycznie znamiennie od
pomiaréw w grupie kontrolnej (p<0,001). Wyniki mbigomiarow nasilenia

widknieniasrodmigzszowego byly nieco wagze ni w badaniach Danilewicza i
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wsp. [118], gdzie w grupie pacjentébw z daksamy glomerulopati z
towarzyszeniem biatkomoczu wyniosty 20,12+8,45%. sWfyowanie
biatkomoczu w nefropatii IgA jest zgzane zwykle z obecKoig bardziej
nasilonych zmian morfologicznych, jakie widuje s¥ klasie IlI, IV czy V wg
Haasa. Dlatego uwam, ze badan przeze mnie grupnefropatii IgA mana
poréwna& z grup prezentowas przez Danilewicza i wsp. Chczaznacz§
takze, iz cytowani autorzy zyli potautomatycznej metody z zastosowaniem
siatki stereologicznej z regulowaticzbg punktdw, a preparaty barwione byty
wg metody trojbarwnej Massona. W porownaniu z grukontrolrg
odnotowatam w nefropatii IgA ponad dwukrotny wzrostsilenia widknienia
srodmigzszowego. Do podobnych wnioskéw doszli MackensenaHiagvsp.
[69].

Grupa chorych z glomerulopatbtonias liczyta 5 przypadkow. Zmiany
morfologiczne obejmowaty przede wszystkim pogrulgerscian gtli
naczyniowych, miejscami bardziej rbwnomierne, ntajai mniej regularne. W
impregnacji solami srebra wg metody Jonesa ogniskexdoczne byty tzw.
.kolce”, czyli wypustki btony podstawne] twasze s¢ pomidzy ztogami
immunokompleksow zlokalizowanymi podnabtonkowo. k&eth przypadkach
wykonano badanie elektronowo-mikroskopowe, ktorawmjito ziogi pod-
nabtonkowe, ale tale inkorporowane w obb biony podstawnej oraz
pogrubienie bton podstawnych. We wszystkich przieatt w badaniu
immunofluorescencyjnym stwierdzono obeghmiarnistych ztogow IgG i C3 w
lokalizacji naczyniowej. Nasilenie widkniendeddmigzszowego wyniosto w tej
grupie srednio 30,67+3,61% w analizie potautomatycznej,1a33+3,69% w
analizie automatycznej. Wakm te r&nity si¢ statystycznie istotnie od wyni-
kow uzyskanych w grupie kontrolnej (p<0,001).Wzrosisilenia wtoknienia
srodmigzszowego w glomerulopatii btoniastej zaobserwowae i wsp. [121],
Danilewicz i wsp. [118], Horvatic i wsp. [111]. Wabaniach prowadzonych
przez Lee i wsp. oraz Danilewicza i wsp. uzyskareteci procentowe byty
dos¢ niskie (18,2%). W badanej przeze mnie grupie loytg znacgco wyzsze,

ale grupa ta liczyta jedynie 6 chorych i u 5 z ndbszio do progresji lub
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rozwoju schytkowej niewydolriei nerek. W duéej grupie chorych z
glomerulopati btoniasg, liczacej 60 pacjentéw, Horvatic i wsp. porownali
nasilenie widknieniasrodmigzszowego midzy grum chorych z dobrym
przebiegiem klinicznym, a tymi u ktorych doszto slthytkowej niewydolnéci
nerek lub zgonu. W tej ostatniej grupie uzyskakdnp wartgé¢ nasilenia
widknieniasrodmigzszowego 38,40% (30,00-50,00%). Mima uizyli oni innej
metody barwienia — metody tréjbarwnej wg Massonaizyskane warki
bezwzgédne byly poréwnywalne z moimi wynikami. W badaneggz nich
grupie udato si takze uzyska istotne statystycznie zdice w odniesieniu do
widknienia srodmigzszowego w przebiegu Klinicznym. Chorzy, u ktérych
odsetek wioknieniasrodmigzszowego wynosit powxej 18% mieli gorszy
przebieg kliniczny. Z kolei w grupie pacjentow zrkgstnym przebiegiem
klinicznym wskanik ten wynosit 18% lub mniej [111]. W calej badaprzeze
mnie grupie take udalo s wskaz& wartgé¢ nasilenia wiOknienia
srodmigzszowego (30%), powrej ktorej przebieg kliniczny okazatgsgorszy,
tzn. doszto do schytkowej niewydolw nerek wymagagcej leczenia nerko-
zastpczego. Ze wzgdu na ma liczbe przypadkow (N=13) w grupie z
bardziej korzystnym przebiegiem Kklinicznym nie zna bylo potwierdz
statystycznej istotrigi.

W badanej grupie znalazio¢sib przypadkow zapalenia btoniasto-
rozplemowego typu I. W badanigwietlno-mikroskopowym widoczny byt
nasilony rozplem komorek mezangialnych, wzrosgcilomacierzy mezan-
gialnej, a take znacznego stopnia pogrubiedean gtli wtosniczkowych. W
preparatch impregnowanych solami srebra wg metoalyesh odcinkowo
ujawniono charakterystyczne podwojne okonturowabieny podstawnej
wiosniczek. W badaniach immunofluorescencyjnych ujawaiave wszystkich
badanych przypadkach ziarniste ztogi IgG i frak&3 dopetniacza w lokalizacji
mieszanej, tzn. w obbie mezangium i wzdh petli witosniczkowych. W
badaniu elektronowo-mikroskopowym zaobserwowano $ygoiibtonkowe |
mezangialne ztogi, a ta& interpozycj komorek mezangium na obwaoetip W

analizie potautomatycznej pole powierzchni wiokmeeintbdmigzszowego w tej
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grupie wyniosto 31,50+6,95%, a w analizie automatyg 31,50%7,45%.
Uzyskane wartei byly statystycznie znamiennie artie od pomiarow
dokonanych w grupie kontrolnej (p<0,001).W przypadie] glomerulopatii
opublikowano nieliczne doniesienia. Uzyskane prioegch autorow warti
dotyczice nasilenia widknienigarodmigzszowego oscylygj wokét 20% [118,
122]. Autorzy prezentowali wksze grupy badanych chorych i nie podali
danych dotyczcych obserwaciji klinicznych po wielu latach trwaglzoroby. W
calej badanej przeze mnie grupie u 4 pacjentowepagtioroby doprowadzit do
schytkowej niewydolnéci nerek, a jedynie w jednym przypadku
zaobserwowano remgsj Ten niekorzystny przebieg kliniczny miat
najprawdopodobniej zwkek z uzyskanymi przeze mnie xggymi wynikami
pomiaréw nasilenia wtdknienidrodmigzszowego. W dwoch przypadkach z
grupy zapalenia bioniasto-rozplemowego wykonanoiopdg. Uzyskane
wartcsci nie byty znaczco r&ne od stwierdzanych w pierwszej biopsji (ok.
2%), co bylo zwdzane z niedtugim okresem czasu, jaki uptypomicdzy
biopsjami. U jednego chorego wynosit on 15 miegia u drugiego 4 lata.
Podsumowujc, mog stwierdze, iz wyniki moich bada okazaly s,
nawet w wartéciach bezwzgidnych, poréwnywalne z wynikami badanych
autorow. Mimo, = zwykle wywali oni odmiennych metod barwienia
(najczscie] metody trojbarwnej wg Massona), azaknnych metod pomiaru.
Nasilenie wiOknienia srodmigzszowego uwza sk za glowny
pozakkbuszkowy czynnik w rozwoju schytkowej niewydofed nerek.
Badania licznych autorow potwierdzity zat®s¢ wielu parametrow
czynnaciowych nerek od witoknienigrodmigzszowego [18, 19, 21, 22, 120,
121, 122]. Mechanizmy powodigie, ze wtoknieniesrodmigzszowe prowadzi w
koncu do niewydolnéci nerek nie zostaly do koa poznane i bardzo wiele
doniesié porusza ten temat, aage teorie i meliwosci zostaty przedstawione
we wstpie. Wzajemne zammosci migdzy zmianamisrédmigzszowymi a
nasileniem zmian obserwowanych w gtie kicbuszkéw nerkowych tale

przedmiotem wielu doniesie W wielu z nich udato giwykaza brak zwgzku
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migdzy nasileniem widknienidrédmigzszowego a zmianami ¢puszkowymi
[20, 22, 23, 27].

W badanej przeze mnie grupie we wszystkich typgldmerulopatii
ujawniono zalenosci migdzy wynikami pomiarOw pola powierzchni
widknienia srédmigzszowego a wikszacig parametréw czynrigiowych
nerek. Jednym z najegiej wymienianych czynnikow magych wpltyw na
rozwéj schytkowej niewydoln@i nerek w przebiegu przewlektych
glomerulopatii jest biatkomocz. W przypadku glomepatii przebiegaijcej z
wysoce selektywnym biatkomoczem, gaky zmiany minimalne (MCD, ang.
minimal change disease, tac. glomerulonephritis submicroscopica) rozwija st
zwykle przewlekta niewydolng nerek, a leczenie kortykosteroidami powoduje
zmniejszenie biatkomoczu i najprawdopodobniej djatenie dochodzi do
uszkodzenia cewek i wtoknieni&odmigzszowego. Dlatego uwa Sk, ze w
glomerulopatiach, w ktorych uszkodzeniu ebdiszkdw nerkowych nie
towarzyszy wioknieniesrédmigzszowe z zanikiem cewek nie dochodzi do
schytkowej niewydolnéci nerek [21, 28, 112]. Bazzi i wsp. badalizdwgrupe
chorych z zespotem nerczycowym, w ktorej rozpoznhaistologicznie MCD,
FSGS i glomerulopadi btoniasg. Autorzy udowodnili,ze w przypadkach z
wysoce selektywnym biatkomoczem nasilenie uszkodz&mddmigzszu byto
znacznie mniejsze, a klinicznie obserwowano catkpWib czsciowg remisg i
brak progresji do przewlekiej niewydokwoy nerek [112].

Skutkiem wysokiego biatkomoczu jest aktywacja koekdrnabton-
kowych cewek nerkowych, ktére zaczynmgprodukowa rozne mediatory.
Modelem deéwiadczalnym postyt sie Eddy, ktéry udowodnit zakose
migdzy poziomem biatka w moczu a nasileniem uszkodzecewek i
obecndcig naciekow zapalnych [123]. W ostatnich latach ujgmo wiele z
mechanizmow odpowiedzialnych za uszkodzednidmigzszu spowodowane
biatkomoczem. Albumina i inne biatkas sfiltrowane przez kbuszki do
przegczu i nasgpnie reabsorbowane przez komorki nabtonka cewelsich
[124, 125]. W warunkach fizjologicznych niewielkas¢ czasteczek biatka jest

w bardzo wydajny sposéb reabsorbowana na drodzeocgtury dzéki
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kompleksowi receptorow megaliny i kubuliny, w zwku z tym mocz jest
praktycznie pozbawiony biatka [126]. W przypadkzkadzenia kibuszkow w
przegczu pierwotnym znajduje gitak dua ilos¢ biatka, ze nie mog by¢ one

reabsorbowane ani  degradowane w lizosomach [12V].warunkach
przechzenia biatkiem dochodzi do ekspresji mediatoréw ppanych i
warunkugcych widknienie, powoduje to obecido naciekow zapalnych i
widknieniesrodmigzszowe [124, 127]. W procesie tym bierze udziat eviglog

metabolicznych powodagych pojawienie si chemokin, cytokin, rénych

czynnikbw wzrostu, biatek chemotaktycznych dla nmoow, a take

aktywacp ukiadu dopetniacza [124, 127]. Do naj&adej wymienianych
cytokin prozapalnych i utatwiggych widknienie naley: RANTES, MCP-1
(ang. monocyte chemoattractant protein-1), inté&iteau 8, endotelina, TGF-
betal oraz angiotensyna Il [125].

W moich badaniach uwzglnitam sredni dobowy biatkomocz w czasie
biopsji oraz najwkszy dobowy biatkomocz po 2 latach obserwacji. Aqzal
zaleenosci miedzy tymi dwoma parametrami a nasileniem wioknienia
srodmigzszowego dotyczyta catej badanej grupy, gy przypadku nefropatii
IgA, glomerulopatii btoniastej i zapalenia blon@sbzplemowego grupy te
okazaty s¢ zbyt malo liczne dla porowna testéw statystycznych. Zadeos¢
migdzy srednim dobowym biatkomoczem a pomiarami pola poxdeni
widknienia srédmigzszowego byla bardzo silna, zaréwno w analizie
potautomatycznej (r=0,91, p<0,001), jak i w ana&izautomatycznej (r=0,90,
p<0,001). Istotp korelacg wykazatam take w przypadku najwiszego
dobowego biatkomoczu po 2 latach obserwacji w aielpétautomatycznej
(r=0,53, p<0,001) oraz automatycznej (r=0,57, p&0)0 Podobne wyniki
uzyskali Bazzi i wsp. w grupie FSGS oraz u chorygiomerulopat btoniasg
[112], Widdams-Attoprs i wsp. w nefropatii IgA [28120], natomiast
Kostadinova-Kunowska i wsp. oraz Danilewicz i wgpzapaleniu btoniasto-
rozplemowym [118, 122].

Skzenie kreatyniny w surowicy krwi oraz klirens kreaityy takze

nalezg do czynnikbw zwjzanych z nasileniem widknieniaddmigzszowego.
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Parametry te tale ocenitam w catej badanej grupie uzygkupardzo wysok
dodatnj korelacg miedzy stzeniem kreatyniny w surowicy krwi w dniu, w
ktorym wykonano biopgj a widknieniem srodmigzszowym w analizie
potautomatycznej (r=0,90; p<0,001) i automatyczr(ef0,92; p<0,001).
Podobne zalsosci ujawnitam w odniesieniu do tenia kreatyniny w
surowicy krwi po 2 latach obserwacji, w analizielqadomatycznej (r=0,90;
p<0,001) i automatycznej (r=0,92; p<0,001). Zakbardzo wysak ujemry
korelacg zaobserwowatam ralzy poziomem widknienidgrodmigzszowego a
wartasciami klirensu kreatyniny w dniu, w ktérym wykonahmpsg w analizie
potautomatycznej (r=-0,84; p<0,001) oraz w analaigomatycznej (r=-0,84;
p<0,001). Po 2 latach obserwacji klirens kreatynkoyelowat z nasileniem
widknienia  §rédmigzszowgo  po  zastosowaniu  zar6bwno  analizy
potautomatycznej jak i automatycznej (r=-0,84; ©80d). Podobne zatacici
odnotowywali inni autorzy [21, 22, 23, 24, 26, 9, 90].

Ze wzgkdu na fakt,ze poza chorymi z FSGS pozostate grupy byty zbyt
mate liczebnie postanowitam porowinayzej wymienione parametry kliniczne
w odniesieniu do grupy chorych, u ktérych rozgn si schytkowa
niewydolnac¢ nerek z tymi, u ktorych przebieg choroby byt baegkorzystny.
W te] ostatniej grupie znatk si¢ pacjenci z remigj popravg Stanu
klinicznego, brakiem poprawy oraz z proggedg@nice medzy tymi dwiema
grupami Kklinicznymi okazaly i statystycznie istotne w odniesieniu do
sredniego dobowego biatkomoczugznia kreatyniny w surowicy krwi oraz
klirensu kreatyniny w dniu wykonania biopsji (p<01). Podobnie po 2 latach
obserwacji najwyszy dobowy biatkomocz, gtenie kreatyniny w surowicy
krwi i klirens kreatyniny okazaly si statystycznie istotnie #e w obu
wymienionych powyej grupach klinicznych (odpowiednio p=0,04; p<0,001
p<0,001).

Biorac pod uwag uzyskane przeze mnie wyniki ura stwierdz, ze
badanie morfometryczne jest istotnym uzupetnieniemozpoznania
histopatologicznego. Uzyskujemy ki niemu obiektywy informacg o

znaczeniu rokowniczym, a mianowicie ogennasilenia wiOknienia
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srodmigzszowego. Przeprowadzona przeze mnie analiza dakiicznych
jest bardzo cenna ta& z powodu diugiego okresu obserwacji chorych. Nie
znalaztam w dogpnym pémiennictwie prac, ktére uwzgdniatyby zalenos¢
migdzy nasileniem witoknieni&ddmigzszowego a kacowym efektem leczenia

i naturalnego przebiegu wadych glomerulopatiach.

Analiza danych bada morfometrycznych biopsji nerek wykonanych
przez innych autorow, ktorych wyniki przedstawitamminiejszym omadwieniu,
wskazuje,ze uzyskane wartci mogy sic dos¢ znacznie réni¢. Dlatego kada
pracownia przed wdieniem bada morfometrycznych do diagnostyki
patomorfologicznej powinna stwor&witasny ukiad odniesienia. Powinien on
obejmowa& wyniki pomiarow uzyskane w grupie kontrolnej (bemian
patologicznych wsrodmigzszu) oraz w rgnych grupach glomerulopatii. Ze
wzgledu na fakt stosowania #0ych metod morfometrycznych shecych do
pomiaréw nasilenia widknienigrédmigzszowego oraz tdych metod barwie
[18, 21, 22, 69, 75, 90, 111, 113, 117, 118, 122] Wvyzej wymieniony ukfad
odniesienia &dzie wiarygodnym materiatem dla porowinarzede wszystkim w
danej pracowni. Jednak wspétpragujz tym samym zespotem klinicystow

mozna wspolnie wyeigng¢ wnioski rokownicze.
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WNIOSKI

. Nieistotne statystycznie #bice medzy analia potautomatyczp i
automatyczg pomiarow nasilenia widknienigrodmigzszowego nasuwaj
wniosek,ze dla oceny zmian wystarczy zastosowanie metodgnaatycznej,

poniewa jest ona dio szybsza w kyciu.

. Dla zobiektywizowania oceny morfologicznej zmianodmigzszowych w

biopsji nerek wskazana bytabyA#razowa ocena morfometryczna.

. Uzyskane wyniki oceny ikciowej wioknienia srodmigzszowego nerek
wskazug na zwazek obrazu klinicznego &bkowych zapale nerek z

nasileniem zmiadrodmigzszowych.

. Z uwagi na fakt,ze zmianysrédmigzszowe § nierOwnomiernie rozimne,
warunkiem uwiarygodnienia wynikbw pomiarow jest skgnie dostatecznej

llosci materiatu biopsyjnego.

. Poziom nasilenia wtdéknieni&@ddmiagzszowego mee by wskazoéwlg w ocenie

odlegtego rokowania i prognozowaniu progresji.

. Stwierdzane niekiedy niewielkie nasilenie zmiagbkiszkowych w poréwnaniu
z nasileniem widknienigrédmigzszowego mge zaleée¢ miedzy innymi od

faktu, ze badanieswietlno-mikroskopowe niedostatecznie ujawnia ob&éno
sklerotyzacji kébuszkéw. Wskazuje to na konieczfo zabezpieczenia

materiatu do badania elektronowo-mikroskopowego.
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STRESZCZENIE

Wioknienie srodmigzszowe z zanikiem cewek towarzyszy wszystkim
przewleklym glomerulopatiom, pog&szy od zapale kicbuszkowych pier-
wotnych i wtdrnych, poprzez glomerulopatie wrodzonglomerulopatie
zwigzane z chorobami metabolicznymi i nadoeniem. Powszechnie uwa
sie, ze pogorszenie funkcji nerek jest uwarunkowane gléwatopniem
nasilenia zmiasdrédmigzszowych, a przede wszystkim witdkniedr@dmigzszu
zwigzanego z odkladaniem macierzy pozakomorkowej. Tagdie stosowana
wzrokowa ocena preparatow mikroskopowych a zdéakbarwié histo-
chemicznych ujawniggych widknienie srédmigzszowe jest ocen subiekty-
wna. W tej sytuacji konieczne wydajeesivdrazenie metod obiektywizacii
wynikow oceny preparatéw mikroskopowych.

Celem moich bada byto: zastosowanie metod komputerowej analizy
obrazu pozwalarych na obiektyws ocere nasilenia widknieniasrod-
migzszowego, poroéwnanie wakm uzyskanych meted pétautomatycza i
automatyczy, okrelenie pracochtonn@i obu metod morfometrycznych
analizy nasilenia widknienigrodmigzszowego, pod gem maliwosci ich
zastosowania w codziennej diagnostyce biopsji neoekz odniesienie
uzyskanych wynikdw pomiarow wioknienigrédmigzszowego do stanu
klinicznego chorych (w czasie biopsji, po dwochatdt obserwacji i po 10
latach obserwaciji).

Przedmiotem analizy byty wyniki bafslamorfologicznych swietino-
mikroskopowych, elektronowo-mikroskopowych, immunofescencyjnych i
morfometrycznych biopsji nerek wykonanych u 39 e¢lebr z r&nymi
pierwotnymi glomerulopatiami. Najekszy grup (22 przypadki) stanowili
chorzy, u ktdrych rozpoznano ogniskowe segmentstivardnienie kibuszkow
nerkowych (FSGS). W kolejnej grupie znalazte 8ichorych z rozpoznaniem
nefropatii IgA, u ktérych stwierdzono kkaslV, tzn. zmiany rozlane,

rozplemowe. Nagprg grupe stanowili chorzy z glomerulopatibtoniasy (6
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przypadkéw). Badaniu poddano #ak bioptaty 5 chorych z rozpoznanym
zapaleniem btoniasto-rozplemowym.

Grupe kontrolrg (20 przypadkdéw) stanowity fragmenty nerek osob bez
schorzé nerek, u ktérych usugtio narzd z powodu urazow komunikacyjnych.
Dane kliniczne wzadnym z przypadkéw grupy kontrolnej nie ujawniaty
istnienia choroby nerek.

We wszystkich badanych przypadkach skrawki parafen@abarwiono
czerwieny Syriusza. Badania morfometryczne wykonano zaréwngrupie
badanej, jak i w grupie kontrolnej. We wszystkiatzypadkach fotografowano
(przy powekszeniu obiektywu x 40) za pomp&amery firmy OLYMPUS
(DP12) i zapisywano na dysku komputera obrazy cakegptatu. W kolejnym
etapie przeprowadzono anglizpdtautomatyczp przy pomocy programu
ImageJ oraz analzautomatycza z zastosowaniem oprogramowania Nerka
1.0b. W calej badanej grupigrednia warté¢ nasilenia widknieniasrod-
migzszowego uzyskana w analizie potautomatycznej wyaid$,52+5,78%. Po
przeprowadzeniu analizy automatycznefrednia warté&¢  wyniosta
31,8315,78%. Porownanie wynikéw uzyskanych przyciu obydwu metod
wykazato, ze nie ma istotne] tdicy miedzy analiz potautomatyczp a
automatycza (p=0,06).

W catej badanej grupie porownano wyniki pomiaroarfometrycznych
pola powierzchni widknieniarodmigzszowego z warkziami sredniej dobowej
utraty biatka w czasie biopsiji, ¢genia kreatyniny w surowicy krwi oraz
klirensem kreatyniny. Zarowno w analizie poétautoycahej, jak i auto-
matycznej uzyskano sHn zaleenos¢ pomidzy nasileniem widknienia a
wymienionymi wyzej parametrami klinicznymi.

Zanotowano statystycznie istotnezmice pomédzy grum chorych ze
schytkowy niewydolndgciag nerek a pozostatymi pacjentami w odniesieniu do
odsetka widknienigrodmigzszowego zaréwno w analizie potautomatycznej,
jak i automatycznej (p<0,001). Nasilenie wioknieniEddmigzszowego u
chorych, ktorzy oggreli remisje (21,57+4,16% w analizie potautomatyczne;j i

21,8615,27% w analizie automatycznej) Zak@nit siec w stosunku do tych, u
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ktérych wystpita poprawa stanu klinicznego (odpowiednio 26,38630;
27,00+2,65%) czy progresja choroby (28,67+5,03%0@84,00%). Wart&t
odsetka widknieniasrodmigzszowego, powsej ktérej przebieg choroby byt
gorszy wyniosta 30%, jednak nie sma byto ocerd statystycznej istotrigi tej
wartagsci ze wzgédu na mad liczebnd¢ grupy z bardziej korzystnym
przebiegiem Klinicznym.

Przeprowadzone przeze mnie badania wykazaly nieeststatystycznie
réznice medzy analiz potautomatyczg i automatycza pomiaréw nasilenia
widknienia srodmigzszowego co przemawia za zastosowaniem metody auto-
matycznej, poniewajest ona d#o szybsza w tyciu. Dla zobiektywizowania
oceny morfologicznej zmiarsrédmigzszowych w biopsji nerek wskazana
bytaby kadorazowa ocena morfometryczna.

Uzyskane wyniki oceny ikziowe] wioknieniasrodmigzszowego nerek,
pomimo pewnych rinic z cytowanymi w gimiennictwie, potwierdzity
zaleznos¢ wynikéw bada klinicznych §redni dobowy biatkomocz, gtenie
kreatyniny w surowicy krwi i klirens kreatyniny) odhasilenia zmian
srodmigzszowych. Z uwagi na fakt,ze zmiany srodmigzszowe §
nierownomiernie rozteone, warunkiem uwiarygodnienia wynikOw pomiarow

jest uzyskanie dostatecznejsitd materiatu biopsyjnego.
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SUMMARY

Interstital fibrosis with tubular atrophy accompasi all chronic
glomerulopathies: primary and secondary, congegkainerulopathies and leasions
related to metabolic diseases and hypertension. tiiddtional evaluation of light
microscopic sections and histochemical reactiersibjective. There is a necessity to
use objective methods for evaluation of tubulo+istitali fibrosis.

The aim of my study was: 1) to apply the computgge analysis permitting
an objective assessement of interstital fibra8jso compare the value of the semi-
automated and the automated method of computereraaglysis, 3) to estimate the
usefulness of both methods in everyday nephropagigis practice, 4) to refer the
results of measurements of tubulo-interstial fimde clinical findings (in the time of
the biopsy, after two years and after 10 yearsogkovation).

The material consisted of light-, electron-, flusrent microscopic and
morphometric results of 39 renal biopsies withafiint primary glomerulopathies. In
all cases clinical parameters were also analyzbd.ldrgest group (22 cases) consisted
of patients with focal segmental glomerulosclerdsiSGS). The next group (6 cases)
stated patients with IV class of IgA nephropatembranous glomerulopathy was
diagnosed in 6 cases and membrano-proliferativengfalonephritis in 5 patients.
The control group consisted of 20 cases. Fragmeintsormal kidneys, which were
removed due to injury, served as control. In botbugs morphometric study was
performed.

Paraffin block sections were stained Sirius red phdtographed using DP12
Olympus camera connected with microscope (at magtidbn 400x). Then computer
semi-automated analysis using ImageJ program wesrped. Automated digital
Image analysis has been performed thanks Nerké alQorithm thresholding RGB
images.

Morphometric studies showed 31.52+5.78 % averagreemtage of tubulo-

interstitial fibrosis in semi-automated method &8ti83+5.78 % using automated
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analysis. The comparison revealed no statisyicsiljnificant difference between
semi-automated and automated method (p = 0,06).

Results of morphometric studies have been corgtlatth average proteinuria
(per 24 hours), creatinine level and creatininarmgace in the time of diagnosis and
during follow-up (2 years, 10 years). Statisticadignificant correlations were found
both using semi-automated and automated digitdy/sisap<0,001).

Patients with ESRD in long term follow-up were abveel to have statistically
significant differences in average percentage bilrinterstitial fibrosis, also in both
method of morphometric analysis (p<0,001). The rxté tubulo-interstitial fibrosis
in patients with remission (21.57+4.16%, 21.86+8a27was different than in
remaining patients with partial remission (26.38636, 27.00£2.56%) or progression
(28.67+5.03, 29.00+4.00%). The extent of tubuleistitial fibrosis of 30% or more
was related with poor long term follow-up (ESRDogression).

The studies showed that differences between setoivated and automated
digital image analysis were not statistically sfgpaint what indicates the usefulness of
automated analysis, which is easier and much iegsdonsuming, so may be used as
standard procedure helpful in morphological assaesé of tubulo-interstitial fibrosis.
Quantitative morphometric analysis confirmed higbrrelations between clinical

parameters and the extent of tubulo-interstitiaidsis.



Fot. 1. Obraz ultrastrukturalrdyédmigzszu nerki z widocznym pojedynczym rezygym
fibroblastem ( F —gdro fibroblasta), powkszenie x 4500
(dzieki uprzejmdaci Prof. W. Biczysko).




Fot. 2. Fragment punktatu nerki (grupa kontrolnabrazsrodmigzszu prawidtowy,
bez wyktadnikow widknienidarodmigzszowego (barwienie H&E, x 200).

Fot. 3. Fragment biopsji nerki od chorego z FSG&dmigzsz z nasilonym wiok-
nieniemsrédmigzszowym (barwienie H&E, x 200).




Fot. 4. Fragment biopsji nerki od chorego z FSG®&eémigzsz po prawej stronie z
obecndcia rozlegtego ogniska widknienia, po lewej stronigbkiszek z segmentaln
sklerotyzacy (barwienie H&E, x 200).

Fot. 5. Nefropatia IgA klasy IV wg Haasa. W obgldszkach rozlany wzrost liczby
komorek mezangialnyclBrodmigzsz pomédzy kiebuszkami z obecroia rozlegtego
ogniska wioknienia (barwienie H&E, x 200).




Fot. 6. Glomerulopatia btoniasta. Wekbiszku nierbwnomierne pogrubiesiEan
petli wio $niczkowych.Srodmigzsz z obecnixia wioknienia (barwienie H&E, x 200

Fot. 7. Zapalenie bitoniasto-rozplemowe. Webkiszku nierbwnomierne, silne
pogrubieniescian tli wtosniczkowych oraz obszary mezangialne ze wzrosternbyic
komorek.Sr6dmigzsz z obecnéia nasilonego wioknienia (barwienie H&E, x 200).




Fot. 8. Grupa kontrolna. Fragmembdmiazszu bez zmian patologicznych (barwienie
czerwieny Syriusza, x 200)

Fot. 9. Fragmené§rodmigzszu chorego z FSGS. Odsetek widknienia wyniost mv ty
przypadku 38-39% (barwienie czerwigisyriusza, x 400).




Fot. 10. Fragmenirodmigzszu chorego z nefropatlgA, odsetek widknienia wynidst
w tym przypadku 23-24% (barwienie czerwigBiyriusza, x 400

Fot. 11. Fragmentsrddmigzszu chorego z glomerulopatiblonias, odsetek
widknienia wyniést w tym przypadku 28-29% (barwierizerwieni Syriusza, x 400).

v




Fot. 12. Zapalenie Dbfoniasto-rozplemowe. Odsetelokmienia wynidést w tym
przypadku 35-36% (barwienie czerwigisyriusza, x 400).




Fotografie ilustruj poszczegodlne etapy analizy morfometrycznej:

A. Pierwotne zdjcie fragmentu bioptatu barwionego czerwieByriusza.

B. Obraz przetworzony za pomp@rogramu ImageJ —zycie filtra wredniapcego
powoduje usurcie ziarnistéci i ,wygtadzenie” obrazu.

C. Usunkcie fragmentu obrazu nie podlegaggo dalszej analizie.

D. Obraz binarny po segmentacji. Obszar wtokniginéalmigzszowego widoczny w
kolorze czarnym.
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