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(57) Rezumat:
1

Inventia se referd la medicind, si
anume la pediatrie, si poate fi utilizatd in
urologie si nefrologie pentru pronosticarea
riscului de dezvoltare a fibrozei/sclerozei
renale la copiii cu reflux vezicoureteral.

Esenta inventiei constd in aceea ca se
recolteaza in dinamica urina copiilor cu reflux
vezicoureteral, §i anume pand la si dupa
tratament, apoi se efectueaza testarea urinei cu
ajutorul testului imunosorbant legat de enzima

2
(ELISA) cu determinarea valorii cantitative a
factorului de crestere al fibroblastelor-beta
(FGF-beta) si a moleculei de leziune renala-1
(KIM-1), in cazul in care valoarea cantitativa a
FGF-beta depaseste 55 pg/ml, iar a KIM-1
depaseste 337 pg/ml, se pronosticheaza risc de
dezvoltate a fibrozei/sclerozei renale la copiii

cu reflux vezicoureteral.

Revendicari: 1



(54) Method for predicting the risk of developing renal fibrosis/sclerosis in

children with vesicoureteral reflux

(57) Abstract:
1

The invention relates to medicine,
namely to pediatrics, and can be used in
urology and nephrology for predicting the risk
of developing renal fibrosis/sclerosis in
children with vesicoureteral reflux.

Summary of the invention consists in
that urine is collected dynamically from
children with vesicoureteral reflux, namely
before and after treatment, then the urine is
examined using an enzyme-linked

2
immunosorbent assay (ELISA) to determine
the quantitative value of fibroblast growth
factor-beta (FGF-beta) and kidney injury
molecules-1 (KIM-1), if the quantitative value
of FGF-beta exceeds 55 pg/ml, and KIM-1
exceeds 337 pg/ml, the risk of developing renal

fibrosis/sclerosis in children with
vesicoureteral reflux is predicted.
Claims: 1

(54) MeTox NpOrHo3upoBaHus pucKa pa3BuTus pudpo3a/ckiaepo3a movek y aerei

C MY3BIPHO-MOY€TOYHHKOBBIM pe(l).]'llOKCOM

(57) Pedepar:
1

N3o0perenue OTHOCUTCS K MEIULIMHE,
a HMMEHHO K IeAMaTpHHM, M MOXET OBbITh
UCIIOJIb30BAHO B YPOJIOTHH M HE()POJIOTHH ISt
HPOTHO3UPOBAHUS pucka pa3BUTHSA
(hubpo3a/ckieposa MoYeK y OeTel C IMy3BIPHO-
MOYCTOYHHUKOBBIM PEIIIOKCOM.

CylmHOCTh M300pETeHHsT COCTOHMT B
TOM, YTO COOMpAIOT B AWHAMHKE MOYY y JeTeH
C IMy3BIPHO-MOYETOYHUKOBBIM PE(IIIOKCOM, a
MMEHHO JI0 U T0CJIe JICUSHHUS], 3aTEM MPOBOIST
uccie0BaHne MOYH c MOMOIIIBIO

2
nmmyHodepmentHoro aHanmza (MDA) ¢
OIIpe/IeIeHNEeM KOJMYECTBEHHOTO 3HAUCHHMs
¢daktopa poctra (ubpodiacrop-6era (FGF-
O6erta) W MONEKYNBl IOBPSXICHUS TIOYeK-1
(KIM-1), B ciy4ae eciud KOJHYECTBCHHOE
snageHne FGF-Oera mpespmmaer 55 mr/mi, a
KIM-1 mpesbimaet 337 nr/mit, TpOTHO3UPYIOT
pUCK pa3BuTHS (UOpO3a/CKIepo3a IMOUYCK Y
JeTeit c ITy3bIPHO-MOYETOYHHKOBBIM
pedmrokcom.
I1. popmymnsr: 1
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Descriere:

Inventia se refera la medicind si anume la pediatrie si poate fi utilizata in urologie si nefrologie
pentru pronosticarea riscului de dezvoltare a fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux vezicoureteral.

In pofida progreselor semnificative obtinute in ultimele decenii la descifrarea mecanismelor de
formare a fibrozei/sclerozei tubulointerstitiale la copiii cu reflux vezicoureteral (RVU), totusi, problema
mentionatd raméne incomplet elucidatid. Se cunoaste cd fluxul retrograd de urind duce la ischemia
parenchimului renal, urmatd de activarea sistemului renina-angiotensind si deteriorarea tuturor
structurilor nefronului. in conditiile hipoxiei tisulare locale, se produce o eliberare semnificativa a
factorului de crestere vascular-endotelial (VEGF). VEGF este sintetizat de catre podocite si celule
endoteliale ale capilarelor glomerulare, fiind implicat In mentinerea si reglarea proceselor fiziologice
precum angiogeneza si limfogeneza. De asemenea, a fost dezvaluit rolul factorului in mentinerca
fluxului sanguin peritubular. VEGF este un regulator cheie al angiogenezei atat in conditii fiziologice,
cat si patologice (Apte R. S., Chen D. S., Ferrara N. VEGF in Signaling and Disease: Beyond Discovery
and Development. Cell. 2019 Mar 7, vol. 176(6), p. 1248-1264). Dereglarea sistemului de semnalizare
VEGF a fost identificata intr-o mare varietate de boli renale (Gu J. W., Manning R. D. Jr, Young E. et
al. Vascular endothelial growth factor receptor inhibitor enhances dietary salt-induced hypertension in
Sprague-Dawley rats. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp. Physiol. 2009 Jul, vol. 297(1), R. 142-148).

VEGEF este o proteina de semnalizare produsd de o multitudine de celule pentru stimularea
vasculogenezei §i angiogenezei, procese importante implicate in dezvoltarea embrionard, repararea
plagilor, instalarea si progresia bolilor renale si altor boli, instalarea proceselor inflamatorii (Gu J. W.,
Manning R. D. Jr, Young E. et al. Vascular endothelial growth factor receptor inhibitor enhances
dietary salt-induced hypertension in Sprague-Dawley rats. Am. J. Physiol. Regul. Integr. Comp.
Physiol. 2009 Jul, vol. 297(1), R. 142-148).

Investigarea mecanismelor de formare a fibrozei/sclerozei parenchimului renal in stadiile
incipiente sunt de o incontestabild actualitate si valoare, deoarece afectiunile aparatului urosecretor se
impun in atentia specialistilor ca problemd de rang global, date fiind morbiditatea prin acestea in
crestere progresivd, evolutia grava si incidenta inalta la copii, dar si pentru imperfectiunea solutiilor
terapeutice, oferite de medicina moderna. De aceea, cercetdrile in aceasta directie vor permite o
abordare mai rationala a problemei terapiei renoprotectoare si, prin urmare, va Incetini sau preveni
progresia ulterioard a procesului fibrotic/sclerotic in rinichi, precum si va deschide noi directii si

Metodele traditionale clinice, de laborator si instrumentale pentru determinarea gradului de
afectare a parenchimului renal nu sunt intotdeauna informative, deoarece permit depistarea doar a
stadiilor tardive ale procesului fibrotic/sclerotic la nivelul rinichilor (Apte R. S., Chen D. S., Ferrara N.
VEGF in Signaling and Disease: Beyond Discovery and Development. Cell. 2019 Mar 7, vol. 176(6), p.
1248-1264; Becker A.M. Postnatal evaluation of infants with an abnormal antenatal renal sonogram.
Current Opinion in Pediatrics. 2009, vol.21, p. 207-213).

In ultimul deceniu, cercetitorii au fost din ce in ce mai interesati de metodele minim invazive
de diagnosticare a procesului fibrotic/sclerotic la nivelul rinichilor, fapt extrem de important pentru
uronefrologia pediatricd. Elucidarea acestor biomarkeri va face posibild evaluarea obiectiva a gradului
de afectare a rinichilor si va contribui la cresterea eficacitatii tratamentului, precum si prezicerea
evolutiei bolii i reducerea incidentei complicatiilor.

De aceea efortul cercetatorilor este orientat spre dezvoltarea si implementarea unor metode
minim invazive pentru diagnosticarea leziunilor timpurii ale parenchimului renal, deoarece toate
metodele disponibile au o serie de dezavantaje, principalul dintre acestea fiind invazivitatea. In plus,
arsenalul de metode disponibile face posibild detectarea doar a leziunilor grave ale parenchimului renal,
care apar la etapele avansate ale procesului patologic.

Este cunoscutd metoda instrumentala ultrasonografica (USG) de diagnosticare a modificarilor
fibrotice/sclerotice renale, bazatd pe identificarea structurii si dimensiunii parenchimului si sistemului
colector al rinichilor datoritd sigurantei sale relative, vitezei, cost-eficientei reduse, preciziei, fiind
utilizate pe scara larga la copii [1].

Dezavantajele acestei metode constau in sensibilitatea i specifitatea ei nesatisfacatoare,
deoarece, ecografia poate detecta doar modificari sclerotice/fibrotice la nivelul rinichilor doar atunci
cand acestea sunt pronuntate semnificativ (Gallo P., Schenone M., Giberti C. Ureteropelvic Jonction
Obstruction: Which Is The Best Treatment Today? F. Gallo, M. Schenone, C. Giberti. J.
Laparoendoscopic advanced surgical techniques. 2009, vol. 19 (5), p. 657-662).
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Este cunoscutd metoda instrumentald de diagnosticare radioizotopicd (nefroscintigraficd) a
modificarilor fibrotice/sclerotice renale, bazata pe determinarea gradului si volumului parenchimului
functional prin indicele captarii integrale a radiofarmaceuticului. Principiul metodei se bazeaza pe
studiul starii functionale si Structurale a parenchimului renal prin inregistrarea radioactivitatii in zona
rinichilor cu ajutorul unui scaner dupa administrarea intravenoasd a radiofarmaceuticului. Imaginea
rinichilor obtinutd in timpul studiului face posibild identificarea zonelor de acumulare crescutd sau
scazuta a medicamentului etichetat [2].

Dezavantajele metodei indicate constau in sensibilitatea si specifitatea ei nesatisfacatoare,
invazivitatea ei, pericolul inalt de afectare radioactivd a rinichilor si altor organe, deoarece, metoda
propusa nu indeplineste cerintele privind expunerea selectiva la celulele renale, fiind afectat in mod
inevitabil, sistemul imunitar si toate celulele care se divid rapid (de exemplu, epiteliul intestinal, seria
eritro-, mielo- si limfopoietici a maduvei osoase, celulele gonadelor si foliculilor pilosi). Alte
dezavantaje ale metodei indicate constau in costul 1nalt al remediului radiofarmaceutic, precum si al
utilizarii echipamentelor radioizotopice care, in plus, necesita si masuri speciale de protectie; necesitatea
inzestrarii laboratorului cu utilaj costisitor special de masurare a izotopilor radioactivi, care trebuie
tratati ca mutageni posibili si care cer respectatea riguroasa a tehnicii de securitate - manipularea cu
grija si eliminarea radioizotopilor in mod corespunzator; pentru copiii de varstd mica, este necesara
aplicarea intravenoasa a anestezicului, care este un factor stresogen si poate cauza diverse efecte
secundare (ameteli, cefalee, diaree-constipatie, tulburari grave ale functiei hepatice, etc.), fapt ce nu
permite asigurarea unei securitdti mai eficiente a acestor pacienti. Cele indicate limiteaza utilizarea
acestei metode invazive pentru diagnosticul modificarilor sclerotice (fibrotice) renale la acesti pacienti.

Este cunoscutd metoda instrumentald de diagnosticare a modificarilor fibrotice/sclerotice
renale, bazata pe criteriile de cartografiere Doppler-color, si care se bazeaza pe determinarea indicelui
de rezistentd (IR) al arterelor interlobare, indicand astfel modificari sclerotice in parenchimul renal [3],
(Kaminska A., Yamao Y., et al. Evaluation of reflux kidney using renalresistive index. J. Urol. 2002,
vol. 165(6), p. 2010-2012; Asepuenko M. B., Koeryn O. II., Komaposa C. FO. Jomieporpaduueckie
KPUTEpUH HapyIIEHHsS DPEHAJIBHOTO KPOBOTOKA Y JETeH C XPOHHUYECKMMH 3a00JIEBaHUSMH OPraHoB
MOYeBOi#l cucremMbl. Matepuansl MexyHapoJHOH LIKOJNBI U HAyYHO-NPAKTHYECKOW KOH(epeHIHn 1o
JIETCKON HE(PPOJIOruU « AKTyasIbHbIE MPOOJIEMBI AeTCKOH Hedposorum». Openbypr. 2010, c. 362-363).

Dezavantajele metodei indicate constau in sensibilitatea si specifitatea ei nesatisfacatoare,
deoarece cresterea indicelui IR la copiii cu modificari sclerotice ale parenchimului renal nu intotdeauna
coreleazd cu gradul modificarilor fibrotice/sclerotice in rinichi. Acest fapt este asociat cu suntarea
arteriovenoasa a sangelui la nivel juxtamedular, fiind un mecanism fiziopatologic universal de
compensare patologicd a rezistentei periferice crescute, ceea ce determina absenta unei relatii directe
intre gradul de scleroza a parenchimului renal si indicatorii rezistentei periferice a fluxului sanguin
arterial renal (E. b. OnbxoBa, E. M. Kpsutosa, U. U. Eppemosa. Hedposnorus u auamus. 2001, Ne 2, c.
299). Un alt dezavantaj al metodei indicate constd in aceea ca aceasta este subiectiva, iar rezultatele
obtinute depind de calificarile specialistului care o efectueaza. In plus, la pacientii cu RVU,
caracteristicile de viteza ale fluxului sanguin renal se modificd semnificativ, creeaza mari dificultati
privind interpretarea lor corectd, ceea ce nu permite un diagnostic fiabil al afectarii parenchimului renal.

Este cunoscutd metoda invaziva de diagnosticare a modificarilor fibrotice/sclerotice renale,
bazatd pe biopsia renald, considerat cel mai bun instrument pe care clinicienii il pot folosi pentru a
aborda extinderea fibrozei renale la orice nivel al structurii rinichiului [4].

Dezavantajele metodei mentionate constau in aceea ca este o procedura extrem de invaziva si
stresogena si care poate cauza diverse efecte secundare, precum coagulopatii (sindroame hemoragice
sau trombotice, etc.), necesitarea aplicarii intravenoase a anestezicului, fapt ce nu permite asigurarea
unei mai bune securitati ale acestor pacienti. Cele indicate limiteaza utilizarea acestei metode invazive
pentru diagnosticul modificarilor sclerotice (fibrotice) renale la acesti pacienti.

Procesul fibrotic poate fi descris ca o ,,vindecare esuata a ranilor” sau ca o acumulare excesiva
de matrice extracelulara (MEC), iar exagerarea acestui eveniment duce la un rezultat patologic
(Henderson N. C., Rieder F., Wynn T. A. Fibrosis: From mechanisms to medicines. Nature. 2020, vol.
587, p. 555-566). De notat cd depozitarea excesivi de MEC, in consecintd, duce la perturbarea
arhitecturii parenchimatoase normale si a functiei renale (Djudjaj S., Boor P. Cellular and molecular
mechanisms of kidney fibrosis. Mol. Asp. Med. 2019, vol. 65, p. 16-36). Fibroza este un proces
ireversibil, care reprezintd un punct de nereturnare a leziunilor si disfunctiei tisulare, reducand profund
posibilele strategii terapeutice eficiente la dispozitia clinicienilor (Panizo S., Martinez-Arias L., Alonso-
Montes C., et al. Fibrosis in Chronic Kidney Disease: Pathogenesis and Consequences. Int. J. Mol. Sci.
2021, vol. 22, p. 408. doi: 10.3390/ijms22010408). De aceea, identificarea biomarkerilor care ar permite
estimarea fibrozei renale §i a progresiei leziunilor intr-o manierd neinvaziva este de o importanta
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fundamentald, pentru a ajuta medicii clinicieni sa adapteze strategiile de imbunatatire a diagnosticului,
managementului si receptivitatii pacientilor la terapie.

Este cunoscutd metoda miniminvazivda de pronosticare al riscului de dezvoltare a
fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux vezicoureteral (RVU), bazatd pe determinarea in urind a
nivelului markerilor biologici ai inflamatiei - proteinei-1 chimiotactice monocitare (MCP-1), nivelului
markerilor fibrogenezei - factorului de transformare a cresterii-beta (TGF-beta), nivelului markerilor
angiogenezei - factorului vascular-endotelial de crestere (VEGF) si ai afectarii principalelor
componente ale nefronului (colagenul de tip 1V, izoformele de tip a si « ale glutation-S-transferazei
(GST) 1n urina copiilor cu RVU 1n dinamica (pana si dupa tratamentul efectuat) [5].

Dezavantajele acestei metode constau in sensibilitatea si specificitatea ei nesatisfacatoare,
gradul Tnalt de complexitate, precum si costul inalt al realizarii metodei indicate.

Cea mai apropiatd metodd de metoda revendicatd este metoda de pronosticare al riscului de
dezvoltare a fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux vezicoureteral (RVU), bazati pe determinarea in
urind a nivelului factorului de crestere vasculoendotelial (VEGF) si, daca valoarea acestuia este egala
sau depaseste 140 pg/ml, se pronosticheaza afectarea parenchimului renal. VEGF este un factor implicat
in reglarea proceselor fiziologice precum angiogeneza si limfogeneza, este sintetizat de podocite si
celule endoteliale renale. VEGF este o proteind de semnalizare produsa de o multitudine de celule
pentru stimularea vasculogenezei si angiogenezei, procese importante implicate in dezvoltarea
embrionard, repararea plagilor, instalarea si progresia bolilor renale si altor boli, instalarea proceselor
inflamatorii si cresterea tumorala [6].

Dezavantajele metodei indicate constau in sensibilitatea si specificitatea ei nesatisfacatoare,
deoarece VEGF nu este un marker specific al leziunii renale, nivelul acestei proteine putand fi indus de
diferiti factori, cum ar fi stresul oxidativ, septic, hemoragie, toxic, psihogenic, etc. Astfel, metoda nu
este specifica si, prin urmare, nu este suficient de precisa si devine necesar sa se recurga la metode mai
precise si mai specifice.

Problema inventiei constd in elaborarea unei metode neinvazive, mai sensibile si mai precise
pentru diagnosticarea leziunilor fibrotice/sclerotice ale parenchimului renal la copiii cu RVU, cu
utilizarea unor biomarkeri sensibili, precisi, specifici, cost-eficienti.

Esenta inventiei consti in aceea cd se recolteaza in dinamicd urina copiilor cu reflux
vezicoureteral, si anume pana la si dupa tratament, apoi se efectueaza testarea urinei cu ajutorul testului
imunosorbant legat de enzimd (ELISA) cu determinarea valorii cantitative a factorului de crestere al
fibroblastelor-beta (FGF-beta) si a moleculei de leziune renala-1 (KIM-1), in cazul in care valoarea
cantitativa a FGF-beta depageste 55 pg/ml, iar a KIM-1 depaseste 337 pg/ml, se pronosticheaza risc de
dezvoltate a fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux vezicoureteral.

Valorile indicate au fost calculate reesind din faptul cd nivelul FGF-beta in lotul LO (martor)
oscileaza de la 4,9 pana la 55 pg/ml, iar valorile KIM -1 - de la 24,8 pana la 337 pg/ml.

Esenta inventiei poate fi confirmatd prin urmatoarele date experimentale, expuse in tabel.
Nivelul biomarkerilor fibrozei/sclerozei renale in urind (FGF-P, KIM-1) in refluxul vezicoureteral
(RVU) la copii la etapele de cercetare.

Tabel
Loturile de FGF-beta, pg/ml,| KIM-1, pg/ml,
studiu urina urina
Lotul LO (martor) 19,30 + 15,52 201,37 £ 104,53

100%

100%

Lotul LI RVU p/t

182,95 + 220,47
948%

507,84+ 384,85
173%

Lotul LI RVU d/t

185,60 + 144,77
962%

610,10 + 489,27
196%

Nota: Loturile de studiu: LI RVU - refluxul vezicoureteral; p/t - pana la tratament; d/t — dupa

tratament.

Din datele expuse in tabel se vede ca nivelul FGF-beta la etapele de cercetare (p/t si d/t) a
crescut semnificativ (de circa 9,5 ori, i respectiv, de 9,6 ori, comparativ cu martorul, p<0,001). Nivelul
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KIM-1 la etapele de cercetare (p/t si d/t) a crescut semnificativ (de 1,7 ori, si respectiv, de circa 2 ori,
comparativ cu martorul, p<0,001). De notat ca dupa cura de tratament valorile indicilor mentionati nu se
normalizeaza, fapt ce demonstreazd persistenta procesului patologic si sensibilitatea inaltd a metodei
indicate. Dupa cum se stie, FGF-beta participa la tranzitia epitelial-mezenchimald (TEM) a celulelor
epiteliale tubulare renale. TEM este unul dintre evenimentele cheie in procesul de fibroza interstitiala
renala (Strutz F., Zeisberg M., Hemmerlein B., et al. Basic fibroblast growth factor expression is
increased in human renal fibrogenesis and may mediate autocrine fibroblast proliferation. Kidney Int.
2000; vol. 57(4): p.1521-1538; Strutz F., Zeisberg M., Ziyadeh F. N., et al. Role of basic fibroblast
growth factor-2 in epithelial-mesenchymal transformation. Kidney Int. 2002, vol. 61(5), p. 1714-1728).
Supraexprimarea FGF-beta stimuleaza proliferarea fibroblastelor si productia de matrice extracelulara
(MEC), ceea ce promoveaza leziuni tubulointerstitiale renale in diabet (Floege J., Kriz W., Schulze M.,
et al. Basic fibroblast growth factor augments podocyte injury and induces glomerulosclerosis in rats
with experimental membranous nephropathy. J. Clin. Invest. 1995, vol. 96(6), p. 2809-2819). FGF-beta
poate, de asemenea, induce TEM prin activarea stabild a cdii de semnalizare PI3K/AKT. Sinteza MEC
si proliferarea si activarea fibroblastelor interstitiale, ai celulelor mezangiale glomerulare si ai celulelor
epiteliale tubulare joacd un rol esential in dezvoltarea fibrozei renale (Agrawal S., Maity S., AlRaawi
Z., et al. Targeting Drugs Against Fibroblast Growth Factor(s)-Induced Cell Signaling. Curr. Drug.
Targets. 2021, vol. 22(2), p. 214-240).

Expresia renald a KIM-1 creste semnificativ in tesutul renal uman la pacientii cu boli renale
(van Timmeren M. M., van den Heuvel M. C., Bailly V., Bakker S. J. L., van Goor H, Stegeman C. A.
Tubularkidney injury molecule-1 (KIM-1) in human renal disease. J. Pathol. 2007, vol. 212 (2): p. 209-
217). KIM-1 urinar s-a dovedit a fi un marker foarte sensibil si specific al leziunii renale tubulare
proximale si poate, de asemenea, sd distingd necroza tubulara acutd ischemica de azotemia prerenala
(Bhosale S. J., Atul P., Kulkarni A. P. Biomarkers in acute kKidney injury. Indian J. Crit. Care. Med.
2020, 24 (Suppl 3), S90-S93). Humphreys si colab. (Humphreys B. D., Xu F., Sabbisetti V., et al.
Chronic epithelial kidney injury molecule-1 expression causes murine Kidney fibrosis. J. Clin. Invest.
2013, vol. 123, p. 4023-4035) au demonstrat ca expresia cronica a KIM-1 conduce la inflamatie, fibroza
interstitiala i sinteza excesiva a matricei extracelulare, ducind in cele din urma la fibroza (Waanders F.,
van Timmeren M. M., Stegeman C. A., Bakker S. J., van Goor H. Kidney injury molecule-1 in renal
disease. J. Pathol. 2010, vol. 220, p. 7-16).
inofensivitatii metodei de apreciere a leziunilor fibrotice/sclerotice 1n rinichi datoritd folosirii
biomarkerilor urinari sensibili FGF-beta si KIM-1 pentru diagnosticarea leziunilor fibrotice/sclerotice la
copiii cu RVU. Avantajul determinarii FGF-beta si KIM-1 1n practica clinica consta in aceea ca acesti
biomarkeri ajuta la stabilirea unui diagnostic neinvaziv mai precis si poate sugera tratamente eficiente
de pronosticare a riscului ridicat de afectare a rinichilor la copiii cu RVU.

Metoda se efectueazd in modul urmator: se recolteaza urina copiilor cu RVU in dinamica (pana
la inceperea tratamentului si dupa efectuarea tratamentului). Apoi, probele de urina se centrifugheaza la
5000 rpm, timp de 10 minute, iar supernatantul a fost congelat si depozitat la minus 30 grade Celsius,
pana la efectuarea analizelor. in mod similar, au fost colectate probe de urini de la copiii practic
sanatosi, fara careva patologii ale sistemului urinar. Apoi, pentru pronosticarea leziunilor
fibrotice/sclerotice ale parenchimului renal la copiii cu RVU in urind se determina nivelul FGF-beta si
KIM-1 pana si dupa tratament si, daca valoarea acestora depaseste 55 pg/ml, si respectiv - 337 pg/ml, se
pronosticheaza un risc de dezvoltare a fibrozei/sclerozei renale. Valorile indicate au fost calculate
reesind din faptul ca nivelul FGF-beta in lotul martor oscileaza de la 4,9 pana la 55 pg/ml, iar valorile
KIM-1 de la 24,8 pana la 337 pg/ml. Nivelul biomarcherilor indicati de FGF-beta si KIM-1 a fost
apreciat cu ajutorul kiturilor de analize a testului imunosorbant legat de enzima (ELISA) (sandwich) ale
firmei Vector-Best (Rusia) conform instructiunilor anexate.

Principiul metodei ELISA se bazeaza pe utilizarea anticorpilor specifici de Tnaltd purificare
catre biomarkerii mentionati, denumiti ,,capture antibodies”, adica ,,anticorpi de capturare”, care sunt
imobilizati necovalent pe suprafata internd a godeurilor microplacii cu 96 godeuri, si servesc pentru
capturarea specificd a biomarkerilor respectivi (FGF-beta si KIM-1) din proba de cercetat. Apoi
biomarkerii mentionati din proba de cercetat fixati la microplaca reactioneaza cantitativ cu conjugatul
nr. | ce contine anticorpi catre biomarkerii mentionati conjugati cu biotina (anticorpii de detectie). Apoi
biomarkerii respectivi care au reactionat cu conjugatul nr. 1 interactioneazd cu conjugatul nr. 2 ce
contine complexul streptavidina-peroxidaza din hrean. In continuare cantitatea de conjugat nr. 2 care a
reactionat se determind prin reactia de colorare cu utilizarea substratului peroxidazei - peroxidului de
hidrogen si a cromogenului tetrametilbenzidind prin spectrofotometrie la riderul pentru microplaci.
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Principiul metodei constd In aceea cd, mai intai biomarkerii respectivi (BM) - FGF-beta si
KIM-1 din proba de cercetat reactioneaza cu anticorpii specifici imobilizati pe microplaca, apoi BM
fixati la microplaca reactioneaza cantitativ cu conjugatul ce contine anticorpi anti-BM conjugati cu
biotina, apoi se adauga anticorpii ce contin complexul streptavidina legata de peroxidaza din hrean, apoi
se adauga substratul peroxidazei - H>O> si cromogenul (tetrametilbenzidind), iar intensitatea colorarii
este proportionala cu concentratia BM si se médsoara prin spectrofotometrie la riderul pentru microplaci,
totodatd, cu cat este mai mare gradul de crestere a BM, cu atat riscul dezvoltarii fibrozei/sclerozei renale
este mai mare.

Avantajul acestei metode constd in aceea cd proba de cercetat nu trebuie sa fie purificata
inainte de analiza, iar metoda este foarte sensibila.

Cele relatate pot fi demonstrate prin urmatoarele exemple clinice.

Exemplul 1

Pacienta S.G., 4 de ani. Diagnosticul clinic: Reflux vezico-ureteral bilateral mixt: pe dreapta gr.
111, pe stanga gr. IV. Hipoplazia renalad pe stanga. Pielonefritd cronica secundara, evolutie recidivanta.
Pe parcursul examindrilor clinico-paraclinice, copilul a urmat tratament cu utilizarea urosepticilor
(Furagin 50 mg cate 1/2 past. X 4 ori/zi per 0s). Pacientul a fost evaluat din punct de vedere a riscului
operator atat prin scorurie utilizate, prin predictorii clinici, cat si prin predictorii chirurgicali. Unul din
predictorii favorabili a pronosticului a fost capacitatea functionald bunid a pacientului, anterior o
persoand clinic sandtoasd. Afectiunea chirurgicald datd a avut character bilateral si pacientul a fost
supus interventiei chirurgicale pe partea dreapta si stinga. A fost efectuatd plastia antireflux procedeul
”Lich”. Postoperator s-a continuat tratamentul antibacterian de (Ceftriaxon 500 mg x 2 ori/zi,
intravenos), reechilibrare hidro-electrolitica si metabolicd, Metoclopramidd 3 mg x 2 ori/zi, probiotice,
antidolore, etc. Datele de laborator - fara careva devieri semnificative. Evolutia postoperatorie a fost
favorabild fara careva complicatii, pacienta fiind externati la a 7-a zi postoperator. A urmat
monitorizarea prin evolutie clinica, date de laborator, imagistice la fiecare 6 luni. Nivelul excretiei
urinare a markerilor fibrozei/sclerozei renale constituie nivelul FGF-beta si KIM-1 pana la initierea
tratamentului constituie 342 pg/ml si, respectiv, 897 pg/ml. Dupd efectuarea tratamentului valorile
biomarkerilor indicati au ramas inalte - 351 mg/ml si, respectiv, 754 pg/ml, fapt ce reflectd afectarea
parenchimului renal §i risc crescut al dezvoltarii fibrozei/sclerozei renale.

Exemplul 2

Baiat, Z.V., in varsta de 1 an, in perioada intrauterind, la 38 saptamani de gestatie, la examenul
ultrasonografic s-a determinat o malformatie congenitald renourinard: Agenezia rinichiului pe dreapta.
Megaureterohidronefroza refluxantd pe stanga, gradul V, mixt in rinichi unic ectopiat pelvian, cu
diminuarea evidentd a functiei unicului rinichi pe stanga. Pielonefrita recidivanta. Boala cronica renala
(BCR), gr. 11.

Diagnosticul a fost confirmat postnatal prin ecografia sistemului urinar. Investigatiile clinice si
paraclinice au inclus: anamnesticul, debutul bolii, examenul clinic general, de laborator:
hemoleucograma, sumarul urinei, urocultura cu aprecierea antibiogramei, urografia intravenoasa,
scintigrafia renald in dinamica, cistoureterografia mictionald. Hemoleucograma a indicat sporirea
nesegmentatelor si cresterea nivelului limfocitelor, ceea ce denota persistenta procesului inflamator la
copil. In analiza biochimica a sangelui se atestd o sporire a ureei, ceea ce indica prezenta BCR la copil.
Sumarul urinei: Fara modificari semnificative.

Copilului, in scop de decompresiune a cdilor urinare, i-a fost instalat un cateter in vezica
urinard, pe o perioadd de 6 luni. Pentru depistarea refluxului vezicoureteral pe rinichi unic congenital
ectopiat pelvian s-a recurs la ultrasonografia sistemului urinar, prin care s-a stabilit prezenta
megaureterohidronefrozei refluxante pe stanga, gradul V in rinichi ectopiat pelvian.

Concluzie: La copil este prezentd o anomalie congenitald renourinara: rinichi unic pe stinga,
ectopiat pelvian cu functia diminuata considerabil. Agenezia rinichiului pe dreapta.

Dispensarizarea copilului a inclus: hemoleucograma o datd pe lund, sumarul urinei (Proba
Neciporenko, Proba Zemnitki, ultrasonografia organelor interne si a sistemului urinar, determinarea
filtratiei glomerulare, cistoureterografia mictionald, scintigrafia renald in dinamica, urografia
intravenoasd (sub monitorizarea ureei §i a creatininei serice)). Copilul a fost spitalizat repetat
postoperator pentru examen urologic aprofundat. Nivelul excretiei urinare a markerilor
fibrozei/sclerozei renale constituie nivelul FGF-beta si KIM-1 pana la inceperea tratamentului constituie
351 pg/ml si, respectiv, 768 pg/ml. Dupa efectuarea tratamentului valorile biomarkerilor indicati au
ramas Tnalte - 351 mg/ml si, respectiv, 754 pg/ml, fapt ce reflectd afectarea parenchimului reanal si risc
crescut al dezvoltarii fibrozei/sclerozei renale. Pe baza datelor obtinute, a fost diagnosticat CKD, care a
necesitat administrarea terapiei nefroprotectoare. Metodele instrumentale efectuate pentru
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diagnosticarea starii functiei renale au confirmat prezenta unor zone minimale de afectare a
parenchimului renal.

Exemplul 3

Pacientul C.M. in varstd de 5 ani. Diagnosticul clinic: Anomalie de dezvoltare a sistemului
reno-urinar. Nefrosclerozd pe stanga. Stare dupa plastia antireflux bilaterala. Pielonefritd cronica
secundara in remisie.

Pacientul nu reprezintd careva acuze, doar o stare generald satisfacitoare, afebril, constient.
Tegumentele roz palide, curate, tesutul celular subcutanat normal dezvoltat (m=T8100g). Palparea
bimanuala a rinichilor indolora. Datele de laborator: Hemoleucograma in limitele valorilor normale,
VSH - 6 mm/h. Markerii biochimici - farda modificari patologice. Examenul sumar al urinei: culoarea
galbena, reactia acida, densitatea relativa - 1011, epiteliu plat - 0-2 c/v, leucocite - 1-2 c/v, proteine -
reactia negativa. Nivelul excretiei urinare a markerilor fibrozei/sclerozei renale FGF-beta si KIM-1 pana
la inceperea tratamentului constituie 496 pg/ml si, respectiv, 1069 pg/ml. Dupa efectuarea tratamentului
valorile biomarkerilor indicati au ramas inalte - 391 mg/ml si, respectiv, 895 pg/ml, fapt ce reflecta
afectarea parenchimului renal si risc crescut al dezvoltarii fibrozei/sclerozei renale.

Concluzie: in contextul agravarii conditiei clinice, cat si a investigatiilor paraclinice (laborator,
imagistic) a pacientului, si in pofida interventiilor chirurgicale efectuate, cat si a tratamentului medical
tintit, procesul de nefroscleroza a progresat, ceea ce ne indica ca refluxul vezico-ureteral prezintd 0
malformatie congenitald grava, manifestatd prin dezvoltarea cicatricelor renale, rezultat al infectiilor
urinare recidivante, care la unii pacienti provoaca instalarea progresivd, ireversibild a Bolii Renale
Cronice.

Particularitatile cazurilor prezentate rezidd in asocierea refluxului vezicoureteral cu pericol
crescut de infectie, pielonefritd recidivanta si interventii chirurgicale, dar cu risc majorat de afectiune
morfo-functionald a rinichilor, fapt dovedit prin cresterea pregnantd a biomarkerilor urinari ai
fibrozei/sclerozei renale - FGF-beta si KIM-1.

Dupa cum se poate observa din descriere si din exemplele date, metoda propusd permite
diagnosticarea leziunilor renale intr-un stadiu incipient, ceea ce va face posibild prescrierea terapiei
nefroprotectoare acelor pacienti care au nevoie de aceasta cat mai curdnd posibil. La rdndul sau,
nefroprotectia adecvatd, initiata in timp util va ajuta la Incetinirea progresiei bolii cronice de rinichi
(CKD). Metoda propusa pentru pronosticarea riscului de dezvoltare al bolii cronice de rinichi, bazata pe
masurarea nivelului FGF-beta si KIM-1, este simpla si nu este inferioard ca acuratete diagnosticului
instrumental. Avantajul sdu este, de asemenea, cad nu necesitd interventie invaziva suplimentara,
utilizarea de echipamente scumpe si radiofarmaceutice si poate fi efectuata si in conditii de ambulatoriu.
Spre deosebire de metodele existente in prezent, metoda permite un pronostic al riscului de dezvoltare a
fibrozei/sclerozei renale, fiind in acelasi timp o metodd sensibila, neinvazivd de diagnostic si
pronostic.
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(57) Revendiciri:

Metoda de pronosticare a riscului de dezvoltare a fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux
vesicoureteral, care constd in aceea ca se recolteazd in dinamica urina copiilor cu reflux vezicoureteral,
si anume pana la si dupa tratament, apoi se efectueaza testarea urinei cu ajutorul testului imunosorbant
legat de enzima (ELISA) cu determinarea valorii cantitative a factorului de crestere al fibroblastelor-
beta (FGF-beta) si a moleculei de leziune renald-1 (KIM-1), in cazul in care valoarea cantitativd a FGF-
beta depaseste 55 pg/ml, iar a KIM-1 depaseste 337 pg/ml, se pronosticheaza risc de dezvoltate a
fibrozei/sclerozei renale la copiii cu reflux vezicoureteral.
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