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Резюме: Цель – изучить процессы 
ремоделирования внеклеточного матрикса у детей 
с гломерулонефритом по уровню активности в
сыворотке металлопротеиназы-2 и 9 (ММП-2,
ММП-9), состоянию системы контроля апоптоза, 
уточнить их роль в прогрессировании заболевания. 
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Материалы и методы. Исследованы 
концентрации ММП-2 и 9, каспазы-3 у детей с 
нефротической формой гломерулонефрита (ГН) 
на разных стадиях заболевания (обострение и 
ремиссия). В зависимости от скорости клубочковой 
фильтрации (СКФ) у пациентов документирована 
хроническая болезнь почек 1 ст. (ХБП I: n=25) и ХБН 
II-III (n=13). Уровень апоптоза в нефробиоптатах 
определен у 8 больных с фокально-сегментарным 
гломерулосклерозом (TUNEL-тест). 

Результаты. Выявлено достоверное 
повышение ММП-2 и 9, более выраженное при ХБП 
ІІ-ІІІ. Клиническая ремиссия ГН на фоне терапии 
сопровождалась снижением уровня эндопептидаз 
только при сохранной СКФ (ХБП І). Установлено, 
что высоким уровням ремоделирующих процессов 
(по ММП) сопутствовала активация апоптоза. 
Это подтверждено значительным повышением 
концентрация проапоптозного эффектора 
каспаза-3 (более выраженным при ХБП ІІ-ІІІ), а при 
гистологическом исследовании - высоким уровнем 
апоптозных клеток в склерозированных клубочках, 
а при глобальном склерозе - перигломерулярно, в 
канальцах и интерстиции. 

Выводы. Прогрессирование повреждения почек 
у детей с ГН и замедлением СКФ сопровождается 
высокими уровнями ММП и каспаза-3 в сыворотке, 
расширением зоны апоптоза в почечной ткани, что 
свидетельствует об активации ремоделирующих 
процессов компонентов внеклеточного матрикса.

Summary: The aim of the study was to investigate 
the remodeling process in the extracellular matrix by the 
matrix metalloproteinase-2 and 9 serum level activities 
(MMP-1, MMP-9) in children with glomerulonephritis, 
state of apoptosis control system, and to specify their role 
in disease progression. 

Materials and methods. MMP-2 and 9, cas-
pase-3 were studied in children with glomerulonephritis, 
nephrotic syndrome (GN) at the different disease stages 
(active stage and remission). There was documented 
Chronic Kidney Disease stage I (CKD I: n = 25) and 
CKD II-III (n = 13) depends on the Glomerular Fil-
tration Rate (GFR). Apoptosis level was determined in 
renal biopsy sample with focal segmental glomeruloscle-
rosis (TUNEL-test, n=8). 

Results. Significant increase in MMP-2 and 9 
was found dominated in CKD II-III. Clinical remis-
sion of GN after therapy was associated with decreased 
endopeptidases level only of safe GFR (CKD I). It was 
found that high levels of remodeling processes (MMP) 
were accompanied by apoptosis activation. This is con-
firmed by a significant increase in of proapoptotic effec-
tor caspase-3 (prevalence in CKD II-III), and a high 
level of apoptotic cells in sclerosal glomerulus or in peri-
glomerular area, in tubules and interstitium at global re-
nal sclerosis. Conclusions. Progression of renal damage 
in children with GN and GFR delay is accompanied by 
high serum levels of MMPs and caspase-3, expansion of 
apoptosis in the kidney, indicated the activation extra-
cellular matrix remodeling process.

ВСТУП. Прогресуюча втрата функції ни-

рок при гломерулярній патології залежить від 

багатьох факторів. Зокрема, протеїнурія ініціює 

тубуло-інтерстиціальні пошкодження за раху-

нок активації хронічного запалення, що інду-

кує фіброгенез [10, 19-21]. Зазначені процеси 

пов’язані з ремоделюванням зовнішньоклітин-

ного матриксу [15]. Важливу роль в ремоделю-

ванні компонентів зовнішньоклітинного ма-

триксу відіграють цинк-залежні ендопептидази 

- матриксні металопротеїнази (ММП), спіль-

ною властивістю яких є здатність протеолізу-

вати компоненти позаклітинного матриксу [4, 

17]. Широкий спектр субстратів ММП дозволяє 

їм, також, контролювати багато інших функцій 

клітин, таких як проліферація, міграція, дифе-

ренціація, регулювати апоптоз, ангіогенез як в 

нормі, так і при патології [15]. 

Мета роботи – дослідити процеси ремоде-

лювання зовнішньоклітинного матриксу у ді-

тей, хворих на гломерулонефрит (ГН), за рівнем 

активності ММП-2 і ММП-9 сироватки, станом 

системи контролю апоптозу, уточнити їх роль в 

прогресуванні захворювання. 

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. Дизайн дослі-

дження – одномоментне (cross-sectional study), 

об’єкт – 38 дітей від 5 до 18 років, хворих на ГН, 

які лікувалися в 2008-2011 роках в клініці дитя-

чої нефрології ДУ «Інститут нефрології НАМН 

України» (клінічна база – ДКЛ №7 м. Києва). 

В дослідження були включені пацієнти з трива-

лістю захворювання не менш, ніж 12 місяців, та 

підтвердженою нефротичною формою ГН (на-

бряки, гіпоальбумінурія <25 г/л, гіперхолесте-

ринемія >6.5 ммоль/л, добова протеїнурія >3 г) 

на етапі до початку імунотропної терапії згідно 

Протоколу (загострення) та через 8-10 тижнів 

(ремісія). Залежно від функціонального стану 

нирок хворих було розподілено в групи з різною 

швидкістю клубочкові фільтрації (ШКФ): ≥90 

мл/хв/1.73 м2 (хронічна хвороба нирок I ст. – 

ХХН I), n=25; 30-89 мл/хв/1.73 м2 (ХХН II-III), 

n=13. Критерієм виключення було зменшення 

ШКФ (<30 мл/хв/1.73 м2).

Комплекс обстеження, окрім загально-

прийнятих методик (огляд, моніторинг артері-

ального тиску, загальний та біохімічний аналізи 

крові, визначення добової протеїнурії, вивчен-

ня сечового осаду та концентраційної спромож-

ності нирок, УЗД органів черевної порожни-

ни, тощо), включав досліджено концентрацій 

ММП-2, ММП-9 та каспаза-3 в сироватці кро-

ві, визначення рівню апоптозу в нефробіопта-

тах. Контрольні показники були отримані при 

обстеженні 15 дітей з «інтактними» нирками та 

ШКФ ≥90 мл/хв/1.73 м2 (надалі – “контроль”). 

Стан ремоделюючих процесів у дітей з ГН 

досліджено за рівнем активних форм ММП-2 та 

ММП-9. Їх концентрації в сироватці крові ви-

значено методом зимографії в 12% поліакрила-
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мідному гелі з додецилсульфатом натрію і 0.1% 

желатину в якості субстрату. Після відмивання 

гелю протеолітичну активність ММП візуалізу-

вали у вигляді знебарвлених смужок на синьому 

фоні,при цьому локалізація смужок відповіда-

ла молекулярній масі кожного із ферментів за 

стандартами [8]. Ступінь протеолітичної актив-

ності оцінювали шляхом виміру площі зони лі-

зису, порівнюючи з результатами використання 

стандартних наборів для визначення ММП-2 і 

ММП-9.

Рівень проапоптозного фактора каспаза-3 

досліджено за методом Western Blotting (WB). 

Для підготовки зразків плазму та суспензію ней-

трофілів хворих у співвідношенні 1:100 розво-

дили в буфері (50 мМ Tris/HCl з pH 7.4, 50 мМ 

NaCl, 1 мМ EDTA, 0.5 мМ дитіотреітолу, 0.5% 

деоксихлорату натрію, 1.5% NP-40.1 мМ феніл-

метилсульфонілу флюориту), додавали інгібі-

тори протеаз (Protease cocktail inhibitor, Roche 

Diagnostics, USA) в співвідношенні 1:1000 до 

кінцевого об’єму. При нанесенні зразків в 12.5% 

поліакриламідний гель для електрофорезу роз-

рахунок об’єму проведено з урахуванням кон-

центрації загального білка плазми обстежених та 

суспензії клітин за методом Бредфорда (Bio-Rad 

protein assay, США). Після електрофорезу зраз-

ки переносили на полівінілден-дифлюоридні 

мембрани та блокували мембран в 5% знежире-

ному молоці на TBS-T (136 мМ NaCl, 10 мМ Tris, 

0.05% Tween 20). Інкубацію з первинним анти-

тілами до каспази-3 (Rabbit anti-caspase-3Ab, BD 

Transduction Laboratories, Cell Signaling, USA) 

у співвідношенні 1:500 виконано протягом 12 

годин при температурі 4 С. Як вторинні антиті-

ла взято Аnti-rabbit horsredish peroxidase Ab (GE 

Healthcare, UK) в концентрації 1:3000 з інкуба-

цією 1 годину при кімнатній температурі. Після 

відмивання мембран (TBS-T) проведено візуалі-

зацію білків за допомогою хемілюмінесцентного 

субстрату ECL (GE Healthcare, UK). Контроль 

об’єму зразків, нанесених в гель при електрофо-

резі, використано β-актин. Імунореактивність 

щодо активності каспаза-3 в групі контролю 

була прийнята за 100%.

Рівень апоптозу в нефробіоптатах дослідже-

но за TUNEL-тестом у 8 хворих з гістологічним 

діагнозом фокально-сегментарного гломеруло-

склерозу (ФСГС). Парафінові зрізи біопсійного 

матеріалу завтовшки 4 μм, попередньо фіксова-

ному у 10% розчині нейтрального забуференно-

го формаліну, 20 хвилин обробляли протеїна-

зою К (20 мкг/мл) при температурі 37°C. Після 

блокування активності ендогенної пероксидази 

протягом 10 хвилин (інкубацією в 0.3% Н
2
О

2 
на 

фосфатному буфері з рН=7.4) використано стан-

дартний набір Poroxidase in Situ Apoptsis detection 

Kit (Chemicon International, UK). Додатково 

ядра клітин було дозабарвлено гематоксиліном 

Харріса (Richard Allan Scientific, USA). 

Матеріал опрацьовано з використанням 

методів варіаційної статистики (STATISTICA 

6.0) та непараметричних статистичних підходів 

(Mann-Whitney test). Результати дослідження 

представлено як Мean±SЕМ, статистично до-

стовірним вважався рівень р<0.050. 

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ. При до-

слідженні ремоделюючих процесів встановле-

но значне підвищення середніх рівнів актив-

них форм ММП-2 та ММП-9 в сироватці кро-

ві у всіх хворих порівняно з групою контролю. 

Захворювання нирок з уповільненням ШКФ 

(ХХН ІІ-ІІІ) супроводжувалося вагомішим під-

вищенням концентрацій ендопептидаз в порів-

нянні з ГН без порушення функції нирок (ХХН 

І) (рис. 1).

А Б
Примітки: ММП - матриксна металопротеїназа, ХХН – хронічна хвороба нирок, *р<0.05 в порівнянні з 

контролем. **р<0.001 в порівнянні з контролем та р<0.01 в порівнянні з ХХН І.

Рис. 1. Рівні ММП-2 (А) та ММП-9 (Б) в сироватці крові  у дітей, хворих на ГН
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Аналіз активності ММП з урахуванням 

ШКФ та стадії ГН визначив, що при ХХН І іму-

нотропне лікування сприяло достовірному змен-

шенню як ММП-2, так і ММП-9 (таблиця 1). 

Таблиця 1

ММП-2 та ММП-9: рівні активності в сироватці крові (нг/мл) у дітей, хворих на ГН, 
з різними стадіями ХХН та активністю патологічного процесу в нирках

Група обстежених
ММП-2 ММП-9

Загострення ГН Ремісія ГН Загострення ГН Ремісія ГН

ХХН І 90±4.5* 65±8.7* ** 386±11.6* 294±15.4* **

ХХН ІІ-ІІІ 360±11.3* 330±14.6* 740±31.2* 719±825.6*

Контроль 4±0.3 4±0.6

Примітка: ХХН – хронічна хвороба нирок; *р<0.001 порівняно з контролем, ** р<0.01 порівняно з 

загостренням.

При цьому, за збереженої функції нирок 

(ХЗН І) експресія каспази-3 зросла до 60.3±7.5% 

відносно контролю (прийнятого за 100%), при 

ХЗН ІІ-ІІІ - до 90.1±9.8% (р<0.001 в порівнянні 

з контролем; р<0.010 в порівнянні з ХЗН І). 

В групі пацієнтів з ХХН ІІ-ІІІ значного по-

кращення показників на фоні запровадженої 

імунотропної терапії та стабілізації стану хворих 

з досягненням ремісії не було (див. табл. 1). 

Слід зазначити, що на всіх етапах обстежен-

ня як в групі пацієнтів зі збереженою ШКФ, так 

і у хворих з її уповільненням, активність ММП-9 

була вище за ММП-2 (р<0.010).

Дослідження стану системи контролю апоп-

тозу у дітей, хворих на ГН, встановило значне 

підвищення експресії проапоптозного фактору 

каспази-3 в сироватці крові (рис. 2). 

А

Б

Примітки: ХХН – хронічна хвороба нирок, WB - метод Western Blotting, *р<0.01 в порівнянні з контролем. 

Рис. 2. Рівні активності (А) та імунореактивність (Б) каспази-3 у дітей, хворих на ГН.
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В зразках біопсійного матеріалу хворих на 

ГН, представленому гістологічно ФСГС, вияв-

лено високий рівень апоптозу за TUNEL-тестом 

(рис. 3). 

Як правило, апоптозні клітини локалізува-

лися в уражених клубочках в зоні сегментарного 

склерозу, а за наявності глобального склерозу – 

перигломерулярно та в канальцях і інтерстиції.

А

Б

Рис. 3 Локалізація апоптозу в гістологічних 
препаратах (відмічено червоними зірочками): А – 

клубочок з tip lesion, Б – глобальний склероз клубочку 
(TUNEL-тест, забарвлення: гематоксилін Харріса, 

збільшення: x20/1.4 Н.А.) 

Обговорення. Нефросклероз є кінцевим на-

слідком захворювань нирок з хронічним перебі-

гом, зокрема - ГН. Він є багатостадійним, вини-

кає та прогресує за рахунок розвитку запалення, 

активації фібробластів, ремоделювання зовніш-

ньоклітинного матриксу [3]. На всіх етапах цьо-

го комплексного патологічного процесу діють 

ММП, які є регуляторами клітинного циклу 

- проліферації і апоптозу. Проліферація клітин 

модулюється, в першу чергу, за рахунок непря-

мих механізмів - так MMP-9 розщеплює мемб-

ранні попередники білка - ліганда епідермаль-

ного фактора росту [13]. Крім того, цей фермент 

спричиняє лізис колагену та його фрагментацію, 

що потенціює хемотаксис нейтрофілів і відіграє 

безпосередню роль в прогресуванні запалення 

[1]. Додатково ММП здатні посилювати проза-

пальний потенціал нейтрофілів, сприяючи по-

довженню терміну їх життя [2, 14]. Активація 

мезангіальних клітин при хронічному запаленні 

призводить до їх трансформації та прискорює 

склеротичні зміни, індукуючи утворення ММП-

2. Остання за рахунок прямого або опосередко-

ваного впливу на утворення фіброгенних цито-

кінів сприяє синтезу зовнішньоклітинного ма-

триксу з накопиченням його перигломерулярно 

та в інвестиції нирок [12]. Під виливом ММП-2 

і ММП-9 відбувається, також, деградація скла-

дових базальної мембрани клубочків - колагену 

IV типу та ламініну, що порушує цілісність філь-

траційного бар’єру та сприяє прогресуванню 

порушення функції нирок [12]. До втрати гломе-

рулярних клітин та розвитку гломерулосклероза 

призводять високі рівні активності ММП, які 

провокують та підтримують апоптоз мезангіаль-

них клітин, підвищують чутливість мезангія до 

індукторів апоптозу [5, 7]. 

Відомо, що ММП збільшує експресію епі-

теліальних клітин проксимальних канальців 

[9]. Продукти деградації, накопичені в зовніш-

ньоклітинному матриксі, активують міофі-

бробласти, стають мітогеном для ниркових 

фібробластів та активаційним фактором для 

ММП-9 [22, 23]. Так само, як і в клубочках, 

ММП-9, розщеплюючи колаген та ламінін ба-

зальної мембрани проксимальних канальців, 

сприяє тубулярній атрофії та інтерстиціаль-

ному фіброзу [6]. Початок інтерстиціального 

фіброзу характеризується інфільтрацією інтер-

стиція запальними клітинами (в основному - 

макрофагами і Т-клітинами), які викликають 

активацію фібробластів. Виникає ланцюгова 

реакція - зростає активність ММП, що спри-

яє ремоделюванню колагену, ламініна і фібро-

нектина [16]. Запально-асоційовані процеси та 

активаційний вплив ММП підтримує апоптоз 

(в першу чергу – в проксимальних каналь-

цях), спровокований характерним для нефро-

тичної форми ГН високим рівнем протеїнурії 

[18]. Наслідком є розширення зон тубулярної 

атрофії, формування атубулярних клубочків. 

Скорочення кількості нефронів зі збереженою 

структурою неминуче супроводжується упо-

вільненням ШКФ та прогресування тубулоін-

терстиціальних пошкоджень.

Вищеописані процеси підсумовані схемою 

механізму розвитку ремоделюючих процесів в 

нирках при прогресуванні ГН (рис. 4).
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Примітки: ММП - матриксна металопротеїназа, ГН – гломерулонефрит

Рис. 4 Схема механізму прогресування пошкодження нирок ГН за участю процесів ремоделювання

Згадані вище зміни формують каскад пато-

логічних процесів, що спричиняє прогресуван-

ня ГН (див. рис. 4).

ВИСНОВКИ. Пошкодження нирок у дітей, 

хворих на ГН з нефротичною формою, супро-

воджується збільшенням активних ММП-2 та 

ММП-9 в сироватці, що свідчить про їх роль в 

потенціюванні запальних процесів та активацію 

ремоделюючих процесів зовнішньоклітинно-

го матриксу. При прогресуванні захворювання 

уповільненням ШКФ поєднується зі збережен-

ням високого рівня ферментів. Зазначені ме-

ханізми індукують вторинні патофізіологічні 

процеси, зокрема апоптоз, що підтверджується 

збільшенням сироваткової концентрації проа-

поптозного ефектора каспаза-3 та розширенням 

зони ураження при гістологічному дослідженні 

органу-мішені – нирки. Отримані результати 

щодо стану процесів ремоделювання та окремих 

ланок апоптозного каскаду при ГН у дітей по-

требують подальшого узагальнення для визна-

чення додаткових патогенетично обґрунтованих 

терапевтичних засобів впливу на патологічний 

процес в нирках. Моніторинг досліджених по-

казників в динаміці захворювання доцільно ви-

користовувати для оцінки активності ГН та про-

гнозу щодо його прогресування.
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