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STRESZCZENIE

WSTEP: Poznanie zlozonej etiopatogenezy przewlektej choroby nerek (PChN) budzi nadzieje na rozwdj skutecznych
metod jej wczesnej diagnostyki oraz skutecznej profilaktyki i leczenia. Liczne badania dowodzg znaczenia predyspo-
zycji genetycznej w rozwoju przewleklego uszkodzenia nerek w przebiegu réznych chorob.

Celem pracy byta ocena zwigzku wybranych polimorfizméw genu VEGF (vascular endothelial growth factor) z wy-
stepowaniem przewlektej choroby nerek.

MATERIAL | METODY: Grupe badang stanowity 103 rodziny (trios): dwoje biologicznych rodzicow i dziecko z PChN
w stadium co najmniej trzecim, tj. z eGFR < 60 ml/min/1,73 m’, na tle przewlektego kiebuszkowego zapalenia nerek
(29%) lub nefropatii sSrddmiazszowej (71%). W chwili badania $redni wiek dzieci z PChN wynosit 15,2 roku, a $rednia
filtracja klebuszkowa 28,9 ml/min/1,73 m. U 45% chorych zastosowano leczenie zachowawcze, u pozostalych nerko-
zastepcze. U wszystkich badanych pobrano jednorazowo probki krwi zylnej w celu wyizolowania materiatu genetycz-
nego i przeprowadzono genotypowanie wybranych polimorfizméw genu VEGF metoda TagMan. Do opracowania
statystycznego wynikow postuzyty programy Statistica 10 i Microsoft Office Excel 2003 z wykorzystaniem testu nie-
réWnowagi sprzezen (transmission disequilibrium test — TDT), testu x oraz estymatora Kaplana-Meiera. Za granice
istotno$ci statystycznej przyjeto wartosci p < 0,05.

WYNIKI: Nie wykazano r6znic w przekazywaniu alleli badanych polimorfizmow 1s699947 i rs1570360 genu VEGF
od rodzicow do potomka z PChN.

WNIOSKI: Nie stwierdzono zwigzku polimorfizméw rs699947 i rs1570360 genu VEGF z wystgpowaniem przewlek-
lej choroby nerek w stadium > 3.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Understanding the complex etiopathogenesis of chronic kidney disease (CKD) raises hopes for the
development of effective methods for its early diagnosis and effective prevention and treatment. The significance of
genetic predisposition in renal damage development has been proven in many studies.

The objective of our study was to estimate the connections between selected VEGF polymorphisms and the incidence
of chronic renal failure.

MATERIALS AND METHODS: 103 families, consisting of both parents and affected offspring with CKD stage below
3, i.e. eGFR below 60 ml/min/1.73 m? participated our study. The mean age of the children was 15.2 years and mean
eGFR 28.9 ml/min/1.73 m®. The main reason for renal damage was interstitial nephropathy (71%) and the second
(29%) — chronic glomerulonephritis. 45% of patients were conservatively treated, while others remained on chronic
renal replacement therapy. Venous blood samples were collected for DNA isolation. Selected VEGF polymorphisms
were genotyped by the TagMan method. The obtained results were analyzed on the basis of Statistica 10 and Microsoft
Office Excel 2003 software using the transmission disequilibrium test (TDT), x* test and the Kaplan-Meier estimator.
For all the calculations, a p value below 0.05 was adopted as the limit of statistical significance.

RESULTS: No differences in the estimated and observed rs699947 or rs1570360 allele transmission between the
parents and their affected offspring were found.

CONCLUSIONS: No relations between rs699947 and rs1570360 VEGF polymorphisms and the incidence of chronic

kidney disease of at least stage 3 were established.
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WSTEP

Szacuje si¢, ze przewlekta choroba nerek (PChN)
dotyczy okoto 10% populacji krajow rozwinietych.
Wedlug prognoz epidemiologicznych odsetek ten moze
w przyszto$ci wzrasta¢ m.in. z uwagi na starzenie po-
pulacji oraz zwickszajaca si¢ czgsto§¢ wystepowania
chor6éb metabolicznych i sercowo-naczyniowych [1].
Choroby nerek w poczatkowych etapach przebiegaja
skapoobjawowo, co wielokrotnie powoduje pdzne roz-
poznanie i nieefektywno$¢ leczenia. Skutkiem tego
jest nieodwracalne uszkodzenie nerek i konieczno$¢
wdrozenia leczenia nerkozastgpczego. Na tym etapie
zaawansowania choroby obserwuje si¢ niesatysfak-
cjonujaca jakos$¢ zycia, wysoka wspotchorobowosc,
przedwczesng inwalidyzacj¢ oraz zwigkszona $mier-
telno$¢ pacjentow. Poznanie czynnikow bioracych
udzial w ztozonej etiopatogenezie uszkodzenia nerek
jest kluczem do ustalenia skutecznych metod diag-
nostyki i zwalniania progresji PChN. Prowadzone
w ostatnich dekadach badania jednoznacznie dowodza
znaczenia predyspozycji genetycznej w rozwoju prze-
wleklego uszkodzenia nerek. Jednym z biologicznie
aktywnych bialek wlaczonych w homeostazg uktadu
moczowego jest czynnik wzrostu $rdédblonka naczyn
(vascular endothelial growth factor — VEGF) [4].
Liczne obserwacje kliniczne wskazuja na zwigzek
jego zmienno$ci polimorficznej m.in. z rozwojem po-
wiklan sercowo-naczyniowych, retinopatii cukrzyco-
wej, chorob uktadowych i nowotworowych oraz prze-
wlektym uszkodzeniem nerek [5,6,7,8,9,10,11,12,13,14].
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Celem pracy byta ocena zwiagzku wybranych polimor-
fizméw genu VEGF z wystgpowaniem przewleklej
choroby nerek w stadium co najmniej trzecim.

Praca stanowi kontynuacj¢ wczesniejszych badan pro-
wadzonych w Katedrze Choréb Wewnetrznych, Dia-
betologii i Nefrologii w Zabrzu, majacych na celu
ustalenie genetycznego podioza rozwoju przewleklej
dysfunkcji nerek. W tym celu zaplanowano i przepro-
wadzono badanie rodzin, w ktoérych potomek choruje
na PChN. Badanie uzyskato akceptacje Komisji Bio-
etycznej SUM.

MATERIAL | METODY

Grupe badang stanowity 103 rodziny (trios): dwoje
biologicznych rodzicow i dziecko z PChN w stadium
co najmniej trzecim (tj. z eGFR < 60 ml/min/1,73 mz).
W chwili badania $redni wiek osob z PChN wynosit
15,2 + 27,2 roku, a $rednia szacowana filtracja kie-
buszkowa eGFR obliczana — odpowiednio dla chorych
w wieku ponizej i powyzej 18 lat — na podstawie wzo-
row Schwartza lub MDRD (Modification of Diet in
Renal Disease) 28,9 + 22,2 ml/min/1,73 m?. Przyczy-
na PChN zostala ustalona na podstawie wyniku bada-
nia histopatologicznego bioptatu nerki (24%) lub ty-
powych objawdéw klinicznych i wynikéw badan do-
datkowych, przy wykluczeniu innych schorzen. U 29%
badanych rozpoznano przewlekte kigbuszkowe zapa-
lenie nerek (PKZN), a u 71% przewlekle $rodmiaz-
szowe zapalenie nerek (PSZN), w 78% wspotistnieja-
ce z wada uktadu moczowego. U 38% chorych wspo6t-
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wystepowato nadci$nienie tetnicze. U 45% chorych
zastosowano leczenie zachowawcze, a u pozostatych
nerkozastgpcze (17 osob leczono metoda powtarza-
nych hemodializ, 32 osoby metoda dializy otrzewno-
wej, 8 chorych przebyto udany zabieg przeszczepienia
nerki). Sredni czas obserwacji chorych wynosit 7,1 + 5,7
roku, a pierwsze dostepne z dokumentacji medycznej
stezenie kreatyniny w surowicy krwi 0,7 = 0,2 mg/dl.
Protokoét badania przewidywal jednorazowa wizyte,
podczas ktorej po wyrazeniu przez uczestnikow pi-
semnej zgody na udziat w badaniu (lub/i zgody praw-
nych opiekunéw w przypadku oséb w wieku ponizej
18 lat) przeprowadzano wywiad lekarski, dokonywano
pomiarow antropometrycznych (masa ciata, wzrost)
i pomiaru ci$nienia tetniczego oraz pobierano probke
krwi zylnej (10 ml) do badan genetycznych. Dane
dotyczace rozpoznania choroby nerek, jej przebiegu
oraz leczenia uzyskano przez analiz¢ dostepnej doku-
mentacji medycznej.

Wszystkie badania genetyczne zostaly wykonane
w Laboratorium Katedry Choréb Wewngtrznych, Dia-
betologii i Nefrologii w Zabrzu. Material genetyczny
wyizolowano z leukocytow krwi obwodowej wedtug
protokotu Epicentre Technologies w modyfikacji
wilasnej. Genotypowanie wybranych polimorfizmow
genu VEGF wykonano metoda TagMan (Applied Bio-
systems Company).

Do analizy statystycznej wykorzystano programy
Microsoft Office Excel 2003 oraz Statistica 10. Pod-
stawe analizy statystycznej wynikéw badan genetycz-
nych stanowit test nierdbwnowagi sprzezen (transmis-
sion disequilibrium test — TDT), ktory ocenia przeka-
zywanie alleli od rodzicow do chorego potomka.
Z analizy statystycznej jako nieinformatywne zostaty
wykluczone rodziny, w ktorych obydwoje rodzice byli
homozygotami w zakresie badanych polimorfizméw.
Po sprawdzeniu rozktadu zmiennych iloSciowych
przedstawiono je jako wartosci $rednie £ odchylenie
standardowe. Dane jakosciowe przedstawiono jako war-
tos¢ wzgledng (procent catosci). Wykorzystujac test
%, dokonano analizy rozkladu genotypow poszcze-
golnych polimorfizméw w badanych podgrupach cho-
rych. Ponadto, korzystajagc z estymatora Kaplana-
-Meiera, oceniono, czy genotyp badanych polimorfi-
zmoOw mial wptyw na czas rozpoczgcia przez chorych
leczenia nerkozastgpczego.

We wszystkich analizach statystycznych jako zna-
mienne przyjeto wartosci p < 0,05.

WYNIKI

Polimorfizm rs699947 genu VEGF

Rozktad genotypow badanego polimorfizmu przed-
stawiono w tabeli |. Stwierdzono, Zze genotyp AA
wystepuje u 29% chorych z PChN, CC u 19,5% oraz
AC u51,5%.

W zakresie badanego polimorfizmu informatywne dla
testu TDT bylo 88 rodzin. Nie stwierdzono réznic
w przekazywaniu alleli badanego polimorfizmu od
rodzicow do potomka z PChN (tab. I1).

Tabela I. Rozkfad alleli i genotypéw polimorfizmu rs699947 genu VEGF
w badanej grupie (%)

Table |. Distribution of allele and genotypes of VEGF polymorphism
r$699947 in study group (%)

Wszyscy Chorzy Chorzy
chorzy zPKZN zPSZN
AA 29,0 20 28,8
cC 19,5 20 19,2
AC 51,5 50 52
allel A 54,9 55 548
allel C 45,1 45 452

PKZN - przewlekte kigbuszkowe zapalenie nerek
PSZN - przewlekte $rédmigzszowe zapalenie nerek

Tabela Il. Czgstos¢ przekazywania alleli polimorfizmu rs699947 genu
VEGF od rodzicow do potomkéw z PChN w stadium = 3; test TDT

Tabela Il. Frequency of VEGF gene polymorphism rs699947 allele
transmission from parents to their offspring with CKD stage = 3; TDT test

Przekazany allel A Przekazany allel C

obserwowane/ obserwowane/
Grupy 4 oczekiwane oczekiwane z2 P
tak nie tak nie
WSZysey  sours 45475 451475 50475 02631 0,6079
chorzy
Chorzy
ok 14135 13135 13135 141135 00370 08474
Chorzy 36034 32134 3234 36/34 02353 0,6276
ZPSZN

PKZN - przewlekte kigbuszkowe zapalenie nerek
PSZN - przewlekle $rédmigzszowe zapalenie nerek
TDT - transmission disequilibrium test
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Polimorfizm rs1570360 genu VEGF

Wykazano, ze 10,1% chorych z PChN prezentowato
genotyp AA, 44,4% GG, a 45,5% genotyp AG. Roz-
ktad alleli i genotypow polimorfizmu rs1570360 w ba-
danej grupie przedstawiono w tabeli I11.

Tabela lll. Rozktad alleli i genotypéw polimorfizmu rs1570360 genu
VEGF w badanej grupie (%)

Table Ill. Distribution of allele and genotypes of VEGF polymorphism
rs1570360 in study group (%)

Wszyscy Chorzy Chorzy

chorzy zPKZN zPSZN
AA 10,1 13,8 8,6
GG 444 48,3 42,8
AG 455 379 48,6
allel A 328 328 32,8
allel G 67,2 67,2 67,1

PKZN - przewlekte kiebuszkowe zapalenie nerek
PSZN - przewlekte $rodmigzszowe zapalenie nerek

W zakresie badanego polimorfizmu informatywne dla
testu TDT byly 73 rodziny. Wyniki testu TDT nie wy-
kazaty réznic w przekazywaniu alleli badanego poli-
morfizmu od rodzicow do potomka z PChN (tab. V).

Tabela IV. Czestos¢ przekazywania alleli polimorfizmu rs1570360 genu
VEGF od rodzicéw do potomkéw z PChN w stadium = 3; test TDT

Table IV. Frequency of VEGF gene polymorphism rs1570360 allele
transmission from parents to their offspring with CKD stage = 3; TDT test

Przekazany allel G Przekazany allel A

obserwowane/ obserwowane/
Grupy oczekiwane oczekiwane 12 p
tak nie tak nie
WsZysey  aguo5 43405 43405 38405 0,3086 0,5785
chorzy
Chorzy
7 PKZN 13/125 121125 12,5 13/12,5 0,0400 0,8415
Chorzy
7 PS7N 25/28 31/28 31/28 25/28 0,6428 0,4227

PKZN - przewlekte kiebuszkowe zapalenie nerek
PSZN - przewlekle $rodmigzszowe zapalenie nerek
TDT - transmission disequilibrium test

Przeprowadzona z wykorzystaniem estymatora Kapla-
na-Meiera analiza wptywu genotypéw badanych po-
limorfizméw na czas rozpoczgcia leczenia nerkoza-
stgpczego nie wykazala znamiennoSci statystyczne;j.

DYSKUSJA

Prowadzone od lat badania dowodza, ze VEGF to
multipotencjalna cytokina o szerokim, aczkolwiek nie
do konica poznanym spektrum dziatania zaréwno w fi-
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zjologii, jak i w patologii [4]. Wtaczona jest nie tylko
W nowotworzenie naczyn, ale wptywa tez na prolife-
racj¢, roznicowanie i przezycie komoérek srodblonka
[3]. Posredniczy w procesach wazodylatacji i prze-
puszczalnosci naczyn oraz — poprzez wpltyw na akty-
wator plazminogenu i kolagenazy — w przebudowie
macierzy. Glownym stymulatorem ekspresji i produk-
cji VEGF jest hipoksja [15]. Czynnik wzrostu $rod-
btonka naczyniowego wilaczony jest rowniez w sie¢
wzajemnych zaleznosci z licznymi czynnikami aktyw-
nymi biologicznie, tj. TGF-beta, PDGF, IGF-1, angio-
tensyng II, IL-1 i IL-6. Na jego produkcje wptywa
m.in. stres mechaniczny i oksydacyjny oraz zaawan-
sowane produkty glikacji. Dziatanie VEGF jest pola-
czone ujemng petla sprzezenia zwrotnego z produkcja
tlenku azotu [6]. W nerkach najwicksza ekspresja
VEGF lokalizuje si¢ w podocytach i komorkach ce-
wek nerkowych (glownie cewek dystalnych i zbior-
czych), a receptory dla VEGF znajdujg si¢ gtownie na
komorkach $rodbtonka w regionie przedkiebuszko-
wym, w obszarze kiebuszka oraz w topografii cewek
nerkowych [2]. Dziatanie VEGF jest niezbedne do
prawidlowego rozwoju nefronéw [5,16]. Badania na
zwierzetach wskazuja, ze homozygoty pozbawione
VEGF gina w zyciu plodowym lub zaraz po urodzeniu
[17]. Wydaje si¢, ze dziatanie VEGF moze si¢ rozwi-
ja¢ w dwoch przeciwnych kierunkach: zarowno nieko-
rzystnym, jak i korzystnym [6,18]. Stymulujac neo-
angiogenez¢, VEGF promuje rozrost nowotworow
[7,19]. Poprzez wptyw na rozwdj unaczynienia w tor-
bielach nerek moze by¢ odpowiedzialny za progresje
choroby [20]. Indukcja hipertrofii klebuszkéw nerko-
wych i hiperfiltracji moze by¢ niekorzystna we wczes-
nych stadiach nefropatii cukrzycowej [14]. Z drugiej
jednak strony VEGF, jako stymulator proliferacji
i wzrostu komorek $rodbtonka, jest mediatorem prze-
rostu kiebuszkdéw i cewek w odpowiedzi na redukcje
liczby czynnych nefronow. Obserwuje si¢ jego pozy-
tywne dzialanie stymulujace regeneracje kiebuszkow
i srodmiazszu w przypadku mikroangiopatii zakrze-
powej oraz w nefrotoksycznym dziataniu cyklospory-
ny [4,5,6]. Sugeruje sie¢, ze dziatlanie VEGF moze by¢
gléwnym mechanizmem naprawy kigbuszkéw nerko-
wych niszczonych w przebiegu ich przewleklego pro-
cesu zapalnego na tle immunologicznym [6,8,9,21,
22,23]. Korzystne dziatanie VEGF potwierdzaja obja-
wy uboczne ze strony nerek podczas stosowania anta-
gonistow VEGF, tj. bialkomocz czy nadci$nienie
tetnicze. Przewlekta hipoksja to czynnik silnie stymu-
lujacy wioknienie migzszu nerki — proces nieodwra-
calnie niszczacy jej struktury i pogarszajacy funkcje
[24,25,26]. U chorych z mocznica stwierdza si¢ wyso-
ka ekspresje¢ VEGF, co moze wynika¢ z hipoks;ji tkan-
kowej, wigkszej produkcji VEGF Iub mniejszego
klirensu nerkowego tej cytokiny [6,27].

Gen VEGF jest wysoce zmienny polimorficznie. Po-
szczegolne polimorfizmy moga wptywaé na zmiany
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ekspresji VEGF. Budzi to nadzieje na wykorzystanie
ich jako markerow podatnosci na rozwdj choroby
nerek, jej powiktania lub progresje [10,11,12].

Celem naszych badan byto ustalenie zwigzku wybra-
nych polimorfizméw genu VEGF z wystgpowaniem
przewlektej choroby nerek. Do analizy wytypowaliSmy
m.in. polimorfizmy rs699947 i rs1570360. Rothuizen
i wsp. [10], badajac populacje 1330 chorych leczo-
nych w programie powtarzanych hemodializ, wykaza-
li, ze polimorfizm rs699947 stanowi czynnik zwigk-
szonego ryzyka $miertelnosci niezaleznie od jej przy-
czyny. Lacchini i wsp. [11] sugeruja, ze moze to wy-
nika¢ z wpltywu na remodeling migénia sercowego.
Potwierdza to obserwacja réznic w rozktadzie genoty-
poéw badanego polimorfizmu w grupie 0sob z choroba
wienicowg [12,13]. Jest to temat bardzo wazny w prak-
tyce klinicznej, bowiem populacje¢ chorych w zaawan-
sowanych stadiach PChN charakteryzuje zwigkszona
$miertelno$¢ [10]. Przeprowadzona przez Jimenez-
-Souse i wsp. [23] analiza wynikow 276 chorych po
przeszczepie nerki wykazata, ze badany polimorfizm
stanowi czynnik ryzyka rozwoju przewlektej nefropa-
tii graftu. W grupie osob pochodzenia hiszpanskiego
wykazano, ze polimorfizm rs699947 moze by¢ czyn-
nikiem ryzyka rozwoju nefropatii nadci$nieniowej
[28]. Wedtug danych literaturowych genotyp GA poli-
morfizmu rs1570360 jest czynnikiem zmniejszajacym
ryzyko rozwoju przewlekltej niewydolnosci nerek na
tle nefropatii nadcisnieniowej [29]. Co wigcej, sugeru-
je si¢ jego dziatanie protekcyjne w rozwoju przewlek-
tej choroby wiencowej [12]. Badanie grupy osob
z zapaleniem naczyn z zajeciem nerek (choroba
Schonleina-Henocha) sugeruje zwiazek progresji cho-

roby z badanym polimorfizmem. Osoby chore byly
czesciej nosicielami allelu G 1 charakteryzowaly sig
wigkszg produkcja biatka VEGF niz osoby z grupy
kontrolnej [8].

W tle cytowanych danych literaturowych oczekiwali-
$my, ze przeprowadzone przez nas badanie wykaze
zwigzek wybranych polimorfizmow z wystepowaniem
przewlektej choroby nerek w przebiegu ich przewlek-
fego kiebuszkowego lub $rédmiazszowego zapalenia.
Uzyskane wyniki nie potwierdzity jednak naszych za-
lozen. By¢ moze wynika to z matej liczebnos$ci grupy
badanej, cho¢ wybrany przez nas model badan — ba-
danie rodzin — jest opisywany w literaturze jako model
o duzej czutosci, bowiem wyklucza niejednorodno$¢
fenotypowa badanych. Majgc na uwadze szerokie
spektrum dziatania fizjologicznego i patofizjologicz-
nego VEGF, budzace nadzieje rozwoju nowych kie-
runkow terapii przewlektego uszkodzenia nerek, ce-
lowe wydaje si¢ kontynuowanie badan w tym temacie
[30].

WNIOSKI

Nie stwierdzono zwiazku polimorfizméw rs699947
i rs1570360 genu VEGF z wystepowaniem przewlek-
fej choroby nerek w stadium > 3.

Praca zrealizowana w ramach umowy KNW-1-
153/N/4/0.
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