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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Stanoveni vybranych biomarkerti nefrotoxicity v moci a

v plazmé

Objev a vyvoj novych biomarkerii, které mohou byt pouzity pro diagnostiku
poskozeni ledvin diive a piesnéji, je nezbytny pro u€innou prevenci nefrotoxicity
vyvolané 1éky. Mechanismy nefrotoxicity vyvolané léky, zahrnuji zmény glomerularni
hemodynamiky, toxicity tubuldrnich bunék, zanétu, krystalické nefropatie atd. Detekce
v pocate¢nim stadiu poskozeni pomoci citlivych a specifickych biomarkert patii mezi
Ackoli nékteré tyto biomarkery nevykazuji specificnost a senzitivitu, bylo neddvno
stanoveno nékolik slibnych kandidati na biomarkery pro hodnoceni nefrotoxicity, napf.
vybrané KIM-1, cystatin C a NGAL. Vyhody téchto biomarkert ve srovnani s tradi¢né
pouzivanymi biomarkery jsou: vyssi citlivost, specificita, jiZ zminéna v€asna diagndza a

neinvazivnost (moznost stanoveni hladin biomarkert z krve nebo moci).

Cilem této diplomové prace bylo zjistit hladinu vybranych biomarkert KIM 1,
cystatin C a NGAL v moci a plazmé potkanti. Vyhodnoceni bylo provedeno analytickou
metodou ELISA. Tato metoda byla zavedena a optimalizovana v naSich laboratornich
podminkach. Nase vysledky ukézaly pozitivni korelaci rostouci hladiny vybranych
biomarkeri a rostouciho poskozeni ledvin, tj. vysSich koncentraci gentamicinu
aplikovanych na krysy. Zvysené hladiny biomarkerti v moc¢i a plazmé jsme pozorovali i
pii nizkych nefrotoxickych davkach gentamicinu. Na druhé strané byly tyto biomarkery

detekovany pfi minimalnich koncentracich u kontrolnich potkant se zdravymi ledvinami.
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The discovery and development of novel biomarkers, that can be used for
diagnosis of kidney damage earlier and more accurately, are needed for the effective
prediction of drug-induced nephrotoxicity. Mechanisms of drug-induced nephrotoxicity
include changes in glomerular hemodynamics, tubular cell cytotoxicity, inflammation,
crystalline nephropathy, etc. Detection at initial stage of damage using sensitive and
specific biomarkers belongs between one of the most important strategies in the treatment
of acute kidney injury and renal failure. Although some these biomarkers do not show
specificity and sensitivity, several promising biomarker candidates have been established
recently to evaluate nephrotoxicity, e.g. selected KIM-1, cystatin C and NGAL. The
advantages of these biomarkers compared to traditionally used biomarkers are higher
sensitivity, specificity, just mentioned early diagnosis and non-invasiveness (the

possibility of determination levels of the biomarkers from blood or urine).

The aim of this diploma thesis was to determine level of selected biomarkers
KIM-1, cystatin C and NGAL in rat urine and plasma. The evaluation was performed
using analytical ELISA method. This method has been introduced and optimized in our
laboratory conditions. Our results showed positive correlation of increasing level of
selected biomarkers and increasing kidney damage, i.e. higher concentrations of
gentamicin applied to rats. We observed elevated urinary and plasma levels of mentioned
biomarkers even at low nephrotoxic doses of gentamicin. On the other hand, these

biomarkers were detected at minimal concentrations in control rats with healthy kidneys.
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1. SEZNAM ZKRATEK

ACEi inhibitory angiotenzin konvertujiciho enzymu

Ag antigeny

AKI Acute Kidney Injury (akutni poskozeni ledvin)

ALP alkalick4 fosfataza

BUN mocovinovy dusik v krvi

cysC cystatin C

CKD Chronic Kidney Disease (chronické poskozeni ledvin)
DTPA diethyltriaminopentaoctova kyselina

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

ESKD onemocnéni ledvin v konecném stadiu

FGF-23 fibroblastovy riistovy faktor 23

GF glomerularni filtrace

GFR rychlost glomerularni filtrace

GM gentamicin

HRP kienova fosfataza

KIM-1 Kidney Injury Molecule-1 (molekula poskozeni ledvin-1)
MDD vicenasobné denni davkovani

NGAL neutrofilni s gelatindzou asociovany lipokalin

NSAID nesteroidni protizanétliva 1éciva

P1, P2, P3 potkan €.1,¢.2,¢. 3

PBS fostatovy pufr

RF rizikové faktory

SCr sérovy kreatinin

TMB substrat chromogenni substrat urceny pro detekci enzymové aktivity

v metod€ ELISA (3,3¢,5,5¢-tetramethylbenzidine)


https://www2.ikem.cz/plm_lp/_LP_18242-L0000006.htm

2. UVOD

Akutni poskozeni ledvin (AKI) a akutni selhani ledvin piedstavuji zavazny
problém soucasné mediciny. Jejich uspésna 1écba je uzce spojena s vcasnou diagnostikou
Jiz v pocatecnim stadiu vyvoje poskozeni. Poranéni ledvin za¢ina indukci biologickych a
molekularnich zmén, které se nakonec vyvinou do poskozeni buné€k, coz umoziuje méfit
Sirokou Skalu molekul, napt. biomarkery. Méfeni funkce ledvin se bézné provadi pomoci
koncentrace kreatininu v séru (SCr), hladiny mocovinového dusiku v krvi (BUN) a
analyzy moci. Hromadici se dikazy vsSak ukazaly, ze tyto biomarkery jsou pro detekci
onemocnéni ledvin v ranych stadiich nedostacujici. Vyzkum v oblasti biomarkert

vyrazné vzrostl a kazdy rok se zavadéji nové potencialni markery (Wasung et al. 2015).

Objev a vyvoj novych biomarkert, které mohou diive a piesnéji diagnostikovat
poskozeni ledvin, je nezbytny pro vyvoj novych 1é€iv, uc€innou prevenci nefrotoxicity
vyvolanou I€ky, dale pro v€asnou diagnézu, vyssi citlivost a specifitu oproti tradi¢nim
biomarkerim (Kim a Moon 2012). Kromé¢ toho miize v¢asna detekce posSkozeni ledvin

vvvvvv

antibiotik) (Edelstein Ch. L. 2008).

Pii vyvoji 1é€iv je velmi zddouci minimalizovat nefrotoxicitu pfedevsim kvuli
zdravi, ale i zdivodu ekonomické stranky. Proto jsou také potieba snadno
kvantifikovatelné a citlivé biomarkery, které by pfipadnou nefrotoxicitu zachytily jiZ pfi
pocatcich vyvoje 1é¢iv. V dnesni dobé¢ jsou testy dostupné pro detekci toxicity a asného
ischemického posSkozeni ledvin, bud’ invazivni a obtizné kvantifikovatelné nebo
neinvazivni, nespecifické a necitlivé. Bylo zjisté€no, Ze pro studie na zvifatech i pro pouZiti
u lidi, kde vcasna detekce poSkozeni ledvin ovlivni terapii a potencidlné nemocnost a

umrtnost, jsou zapotiebi lepsi biomarkery pro poskozeni ledvin (Vaidya et al. 2006).

To je i divodem, proc jsme si vybrali pro nasi diplomovou préci stanoveni novych
biomarkert, (Kidney Injury Molecule-1 (KIM-1), cystatin C (cysC) a Neutrofilni
s gelatindzou asociovany lipokalin (NGAL)), které jsou citlivé pro diive)si a presnéjsi
diagnostiku nefrotoxicity oproti tradi¢nim biomarkerim. Jako vzorek ke stanoveni téchto
biomarkert byla zvolena pfedev§im potkani moc¢ kvili jejimu neinvazivnimu zptsobu
ziskavani a jako zdroj nefrotoxicity jsme zvolili aminoglykosidové antibiotikum

gentamicin (GM).



3. TEORETICKA CAST

3.1 LEDVINY

Ledviny jsou nezbytnym organem pii plnéni nékolika dtlezitych funkci
v organismu, a to vcetn¢ udrzovani homeostazy a regulace extracelularniho prostiedi,
jako je detoxikace a vyluovani toxickych metabolitti a 1é¢iv. To je divod, pro¢ je ledvina
povazovana za jeden z hlavnich cilovych organti pro exogenni toxické latky (Kim a Moon
2012). Ledviny maji tedy dtlezitou roli pii eliminaci potencialné toxickych xenobiotik
véetné léCiv, toxinl i1 endogennich metaboliti. Rendlni eliminace 1é¢iv zahrnuje
glomeruléarni filtraci (GF), tubuldrni sekreci a tubularni reabsorpci (Inui et al. 2000).
V klinické praxi je rychlost glomerularni filtrace (GFR), kromé jeji uzite¢nosti pro
vyzkum a vetejné zdravi, rozhodujici pro diagnostiku, 1é¢bu, davkovani 1€kl a prognozu.
GFR je objem tekutiny filtrované z glomeruldrnich kapilar do Bowmanova vacku za
jednotku ¢asu. Hodnoty GFR jsou spojeny s vékem, pohlavim a povrchem téla. S vékem
GFR klesa (Lopez-Giacoman et al. 2015). Ledviny jsou metabolicky vysoce aktivni a
vyzaduji vysoky obsah kysliku (Webster et al. 2017). Vzhledem k relativné vysokému
pritoku krve a schopnosti extrahovat a koncentrovat ve vodé rozpustné toxické molekuly

jsou ledviny nachylné k poskozeni, vyvolanému léky (Randjelovi¢ et al. 2017).

3.2 NEFROTOXICITA

Nefrotoxicita neboli selhani funkce ledvin ¢i renélni insuficience se vyskytuje pii
nedostatecném plnéni detoxikac¢nich a vylucovacich ledvinnych funkci, a to kvili
exogennim nebo endogennim toxickym latkam, Skodlivym pro ledviny (Kim a Moon
2012). Ledviny nejsou schopny vyluCovat dusikaté katabolity, vodu a elektrolyty.
Hromadici odpadni latky mohou $kodit nejen ledvinam, ale 1 ostatnim orgédnim (Teplan

V., 2006).

Nefrotoxicita vyvolana léCivem je jednim z nejcastéjSich nezddoucich ucink,
pozorovanych pii dlouhodobych farmakoterapiich, a je tzce spojena s akutnim
poskozenim ledvin (AKI) a s chronickym onemocnénim ledvin (CKD) (Campos et al.

2018).
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Toxické latky mohou poskodit rizné typy bunck v ledvinach. Nejstudovangjsim
ucinkem je nekréza tubularnich epitelidlnich buné¢k (Randjelovi¢ et al. 2017).
Mechanismy nefrotoxicity vyvolané 1éky zahrnuji zmény glomerularni hemodynamiky,
toxicitu tubularnich bunék, zanét, krystalickou nefropatii a trombotickou mikroangiopatii

(Kim a Moon 2012).

Pro posouzeni nefrotoxicity byly identifikovany biomarkery jako rychly ukazatel
poskozeni ledvin (Kim a Moon 2012). Rendlni dysfunkci a poskozeni 1ze diagnostikovat
napt. pomoci méteni tradi¢nich biomarkera jako je napt. BUN, koncentrace SCr, GFR,
analyzy v moci, glykosurie ¢i proteinurie (Vaidya et al. 2006). Toto hodnoceni
nefrotoxicity je vSak mozné pouze tehdy, je-li poSkozena vétSina funkce ledvin (Kim a

Moon 2012).

Renalni poSkozeni 1ze rozdé€lit na prerendlni, renalni a postrendlni a také podle
casového hlediska na AKI a CKD. Stadia rendlniho poskozeni ¢i selhdni a potencidlni

vyuziti biomarkert pro AKI je zobrazeno na obr. 1.

€ » p >4 »

Biomarkery Biomarkery Diagnostickd Biomarkery
identifikuji  identifikuji mechanismy  kritéria sleduji
citlivost poikozeni a cile vietné 5Cr,  progresi

snizene

produkce

modi

Obr. 1 Stadia renalniho poSkozeni a selhani a vyuZiti biomarkeru pro akutni

poskozeni ledvin.

Modifikovano dle: Murray et al. (2014)
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3.2.1 AKUTNI POSKOZENI LEDVIN

Akutni poskozeni ledvin (AKI) se ¢asto vyznacuje ndhlym zhorSenim ¢i ztratou
renalnich funkci, které jsou primarné detekovany méfenim nartstu tradi¢nich biomarkera
(Sinha et al. 2015). AKI je tedy charakterizovano snizenou GFR, zvySenim hladiny SCr
a BUN a snizenim produkce moci (oligurie). Déle je nasledkem fady onemocnénti, které
mohou akutné poskodit funkce ledvin (Farrar Ashley 2018). AKI je klasifikovan podle
stadia a ptiCiny, obvykle se vyskytuje pii 1écbé akutnich nebo chronickych onemocnéni

(Soares et al. 2017).

Nejbeznéjsimi typy AKI jsou prerendlni a intrarendlni. Prerendlni typ se vyskytuje
nejcastéji a je zpusoben snizenou perfuzi ledvin nebo krevnim obéhem. Intrarenélni typ
ischemii a postrenalni typ je vyvolan obstrukci. Pti¢iny AKI jsou zalozeny na struktuie
poskozeni ledvin (tubuly, glomeruly, intersticium a intrarendlni krevni cévy), tedy se
vyznacuje vaskuldrnimi a tubularnimi zménami (Farrar et al. 2018). Toxicita 1é¢iva je
bézna kvili zméneéné farmakokinetice a farmakodynamice (Levey et al. 2017). Nejcastéji

uvadénymi nefrotoxickymi 1éky jsou antibiotika aminoglykosidového charakteru (GM,

-----

vvvvvv

AKI patii infekce, vaskulitida, chirurgicky zékrok, neoplazie a blokdda mocovych cest

ledvinovymi kameny (Yerramilli et al. 2016).

AKI obvykle nemd Zadné ptiznaky, dokud ledviny nezac¢nou selhavat. Akutni
poskozeni ledvin souvisi s retenci kreatininu, mocoviny a dalSich metabolickych
odpadnich produkti, které se normalné vylucuji ledvinami (Levey et al. 2017), to miize
zpusobit Zivot ohroZujici komplikace, ponévadz se v téle hromadi tekutina a odpad. Proto
je Zivotng dilezité jeho v€asné odhaleni a v€asny zasah k napravé reverzibilnich pficin,

nalezeni a jeho 1éc¢ba (Farrar Ashley 2018).

AKI se bézné vyskytuje u kriticky nemocnych pacientli a ma vyznamny dopad na
umrtnost, progresivni chronické onemocnéni ledvin a kardiovaskularni onemocnéni (Teo
et al. 2017). Povazuje se za nezavisly rizikovy faktor (RF) pro dlouhodobou umrtnost a
pro budouci vyvoj CKD (Wasung et al. 2015). Byly objeveny a validovany riizné nové
AKI biomarkery za ucelem zlepSeni vcasné detekce, diferenciace a stratifikace do
rizikovych skupin progresivniho rendlniho poklesu a potieby rendlni substitucni terapie

nebo smrti (Teo et al. 2017).
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3.2.2 CHRONICKE ONEMOCNENI LEDVIN

Chronické onemocnéni ledvin (CKD) je definovano jako piitomnost funk¢ni nebo
strukturalni abnormality v ledvindch pietrvavajici déle nez 3 mésice. To zahrnuje napf.
snizeni GFR < 60 ml/min/1,73 m?, albuminurii (albumin v mo¢i 30 mg za 24 h), zndmky
poskozeni ledvin (napf. hematurii nebo strukturdlni abnormality) nebo renalni tubularni
poruchy ¢i transplantaci ledvin apod (Chen et al. 2019). CKD je tiché onemocnéni, které

muzZze zistat az do pokrocilého stadia asymptomatické (Yerramilli et al. 2016).

CKD vznik4 z mnoha heterogennich chorobnych cest, které nevratné méni funkci
a strukturu ledvin v priabéhu mésict nebo let (Webster et al. 2017). Kone¢nym béznym
patologickym projevem mnoha CKD je rendlni fibroza (Webster et al. 2017). Patologické
abnormality poSkozeni ledvin se prokazuji biopsii, zobrazenim, zménami sedimentu
v mo¢i nebo proteinurii (Lopez-Giacoman et al. 2015). Patofyziologie CKD je slozita a
zahrnuje progresi né€kolika procest. V nekterych ptipadech se jedné o zakladni primarni
onemocnéni ledvin. Komorbidita, neboli soucasny vyskyt vice nemoci u jednoho
pacienta, je pfitomna prakticky u vSech pacienti s CKD, proto jediny biomarker nestaci
k jeho ureni (Wasung et al. 2015). Mezi komorbidity patii napt. hypertenze, diabetes,

autoimunitni onemocnéni nebo chronické infekce (Chen et al. 2019).

Diagnoza se bézné provadi na zékladé nahodnych nalezl ze screeningovych testii
nebo kdyZ se ptiznaky zhorSuji. Nejlepsi dostupny indikator celkové funkce ledvin je
GFR, ktery se méfi bud pomoci exogennich markeri (napt. DTPA
(diethyltriaminopentaoctovd kyselina), iohexol) nebo se odhaduje pomoci rovnic

(Webster et al. 2017).

Optimalni 1écba CKD zahrnuje snizeni kardiovaskularniho rizika, [écbu
albuminurie, vyhybani se potencidlnim nefrotoxintim a Upravu davkovani Iékl. V¢asna
detekce a 1écba lékati je potiebna, protoZe progresivni CKD je spojena s neptiznivymi
klinickymi vysledky, a to v€etné onemocnéni ledvin v kone¢ném stadiu (ESKD),
kardiovaskularnich chorob a zvySené umrtnosti (Chen et al. 2019). CKD je také jednim

nefrotoxicka lé¢iva nebo velké operace (Yerramilli et al. 2016).

CKD se obvykle vyviji po mnoho let s dlouhym latentnim obdobim, kdy je
onemocnéni klinicky tiché, a proto jsou diagnéza, hodnoceni a 1écba zalozeny hlavné na

biomarkerech, které posuzuji funkci ledvin (Lopez-Giacoman et al. 2015). Monitorovani
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renélnich funkci u CKD vyzaduje biomarkery, které poskytuji rychld, neinvazivni a
specificka méfeni, ktera dobie koreluji s patologii tkan¢ ledvin. VCasna identifikace
pacient s CKD je dulezita pro v€asné zasahy a snizeni progrese selhani ledvin nebo

kardiovaskularnich ptihod (Wasung et al. 2015).

3.3 BIOMARKERY

Biomarker je definovan jako parametr strukturalni, biochemické, fyziologické
nebo genetické zmény, ktery poukazuje na pfitomnost, zdvaznost nebo pribeh nemoci
(Wasung et al. 2015). Lze ho povazovat za indikator fyziologického nebo nezdravého
procesu, ktery ma diagnostickou anebo prognostickou uzite¢nost se schopnosti ptesného
a reprodukovatelného meéteni (Yerramilli et al. 2016). Biomarkery se oznacuji za
biomolekuly ukazujici vztah mezi exogennimi toxickymi latkami a nemocemi a slouZzi

pro hodnoceni nefrotoxicity (Kim a Moon 2012).

Tradi¢ni standardni markery, jako je BUN, SCr ¢i proteinurie, maji nizkou
citlivost a specificitu, a proto byva Casovani diagnézy a 1écby zpozdéno (Kim a Moon
2012). Biomarkery nejsou vzdy specifické pro piisluSny organ, ponévadz nékteré
proteinové markery jsou vyluCovany vice tkdnémi. Jako ptiklad lze uvést NGAL,
klastrovou messengerovou RNA nebo alkalickou fosfatazu (ALP) (Yerramilli et al.

2016).

AKI a CKD jsou nemoci, které¢ vyrazné zvysuji morbiditu a imrtnost. Ob¢ tyto
nemoci maji sniZzeny pocet nefrontl, vaskularni nedostatecnost a narusen bunécny cyklus.
Z tohoto dlivodu jsou biomarkery (NGAL, KIM-1 a cysC) pfitomny u obou nemoci. AKI
a CKD mohou tedy navzajem spolecné koexistovat a proto je nepravdépodobné, ze by
jediny biomarker postacil k véasné detekci poskozeni ledvin (Wasung et al. 2015). Ke
zvySeni diagnostické presnosti 1ze zkombinovat funkéni biomarkery a markery poSkozeni

(Teo et al. 2017).

Existuje fada slibnych novych biomarkert, které pomohou Iépe stanovit vysledky
a progresi AKI a CKD (Tummalapalli et al. 2016). Zejména KIM-1 a NGAL jsou
povazovany za vhodné biomarkery v moci a plazmé pro v€asnou predikci AKI. NGAL,

cysC a fibroblastovy rastovy faktor 23 (FGF-23) jsou slibné biomarkery pro detekci
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CKD. Kombinace dvou biomarkerti napt. cysC a SCr funguje 1épe, zejména v situacich,

kdy je tfeba potvrdit CKD (Wasung et al. 2015).

CysC a NGAL jsou nejcitlivéjsimi markery v€asné detekce poskozeni ledvin pfi
proximalnim tubularnim poskozeni, ale subchronické nebo chronické poskozeni se
poskozeni ve srovnani s cysC, tato myslenka byla zpochybnéno zjisténim, ze NGAL se
také zvySuje v modelu glomerularniho poskozeni. To by mohlo odrézet generalizované
(glomerularni a tubularni) poskozeni nebo by to mohlo znamenat, Ze biomarker neni

specificky pro misto poskozeni (Van Meer et al. 2014).

KIM-1, cysC a NGAL maji vyhodu v moznosti stanoveni svych hladin z krve
nebo moci v disledku expozice napt. nefrotoxickych latek. Zejména moc je povazovana
za atraktivni a u¢inny vzorek, protoZe je neinvazivni a snadno ziskatelna (Kim a Moon
2012). Tyto a dalsi biomarkery rozdélené podle jejich anatomického mista plisobeni 1ze

vidét na obr. 2.

- Glomeruldrni funkce: SCr, serowy Cystatin C
” = - Glomeruldrni struktura: albuminurie
/ i _llf\_‘_\‘ "

- Systémova / rendlni ischémie: Plazmaticky NGAL

&uk‘tura distdlniho tubulu: NGAL

DISTALNi TUBULUS

| : GLOMERULUS

PROXIMALNI TUBULUS

SBERNY KANALEK

- Funkce proximalniho tubulu: Cystatin C,
albuminurie

- Struktura proximalniho tubulu: IL-18, KIM-1,
L-FABP, NGAL

Obr. 2 Biomarkery akutniho poskozeni ledvin rozdélené podle jejich anatomického

mista pusobeni.

Modifikovano dle: Koyner a Parikh (2013)
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Biomarkery nalezené v krvi jsou povazovany za glomerularni a jsou rozdéleny
jako biomarkery funkéniho, strukturalniho nebo ischemického poskozeni ledvin. Mocové
biomarkery jsou mapovany podél nefronu a stratifikovany jako biomarkery funkcniho

nebo strukturalniho renalniho tubulédrniho poskozeni (obr. 2 nebo obr. 3).

¥

_'_'__,.,-»J" Ty
.--"""FFF'.
P MLEELL:,:': i i MARKERY POSKOZENI
- Cystatin C REABSORPCE PROTEINU
- -NAG
— - Cystatin C
MARKERY POSKOZENI \ - Albumin
- L-FABP
- KIM-1 MARKERY
- Alpha GST POSKOZENI
- Pii GST _ NGAL
-IL-18 - Clusterin
- Clusterin
- Cystatin C

Obr. 3 Biomarkery akutniho poskozeni ledvin.

Modifikovano dle: Malyszko et al. (2015)

3.3.1 CYSTATINC

Cystatin C (cysC) je inhibitor cysteinovych protedaz (Tummalapalli et al. 2016), je
to nizkomolekularni protein o velikosti 13 kDa, ktery je sloZzen ze 122 aminokyselin
(obr. 4). Tento protein se volné filtruje glomerulem a témétf Uplné reabsorbuje
v proximalnim tubulu. Na rozdil od SCr se cysC nevylucuje ledvinovymi tubuly. Tato
kombinace vlastnosti znamena, ze hladiny cysC v séru jsou stanoveny témei vyhradné
GF (Teo et al. 2017). CysC je tedy volné filtrovan, reabsorbovan a zcela metabolizovan
v tubularnich buiikach (Lopez-Giacoman et al. 2015). Po filtraci glomerulem se cysC
zcela katabolizuje, tedy odrazi skutecny GFR v krvi, a proto ho Ize pouzit ke sledovani

obecné funkce ledvin (Van Meer et al. 2014).
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Zanét
C-reaktivni protein
Prozanétlivé cytokiny
Produkce katepsinu

-1 Geneticke faktory
Rendlni dysfunkce
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®
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Obezita 2 inhibice katepsinu

Starnuti ? @
Hypertenze

Dyslipidémie

Metabolicky syndrom
Srdeéni selhani

Cystatin C

Obr. 4 Struktura cystatinu C a mechanismy spojujici dysfunkci ledvin, zanét,

aterogenezi a kardiovaskularni prihody.

Modifikovano dle: Taglieri et al. (2009)

CysC je uziteény pro detekci AKI a je lep§im markerem GFR nez SCr. Po
poskozeni funkce ledvin hladiny cysC rychle stoupaji. CysC muze byt ovlivnén
C-reaktivnim proteinem, coZ naznacuje, ze je markerem zanétu (Edelstein Ch. L. 2008).
Hladiny markeru v§ak mohou byt zvySené u pacientl s rakovinou, dysfunkci §titné Zlazy,
HIV, uzivanim kortikoidll a jinymi stavy (obr. 4) (Tummalapalli et al. 2016). CysC se
povazuje za lepsi marker v¢asné rendlni dysfunkce a spolehlivéjsi marker rendlni funkce
(Wasung et al. 2015). Hladiny cysC v mo¢i umoziuji detekei tubularni funkce, poSkozeni
tubult brani reabsorpci cysC, coz vede ke zvySenym hladindm v moc¢i (Huang et al.
2014). Orgéanova specificita cysC je vSak nizkd. Pro rozliSeni mezi tubularnim a
glomerularnim poskozenim se doporucuji jiné biomarkery nebo je vhodné pouzit cysC
v kombinaci s konkrétn¢jSimi markery, aby se lokalizoval piivod pozorovaného uc¢inku

(Van Meer et al. 2014).
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3.3.2 KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1)

KIM-1 je transmembranovy glykoprotein typu I (obr. 5), ktery obsahuje
extracelularni mucin a Ig domény (Binnenmars et al. 2017), je to epitelovy fagocytarni
receptor, ktery je vyrazné up-regulovan v proximalnim tubulu v riiznych formach AKI a
CKD (Ferenbach et al. 2016). Bazalni exprese KIM-1 je v normalni ledviné nizka. Po
jejim poskozeni je vSak up-regulovan ve vyse zminénych bunikach (Binnenmars et al.
2017). Mocovy KIM-1 je signifikantné zvySen po 1é€bé znamymi nefrotoxickymi 1éCivy
jako jsou aminoglykosidova antibiotika nebo cisplatina. Pokud jsou ledviny vystaveny
toxickym latkdm nebo se poskodi ischemii ¢i reperfuzi, 1ze KIM-1 pouzit jako citlivéjsi
biomarker nez tradicni nefrotoxické biomarkery. KIM-1 umoznuje v€asnou detekci
poskozeni proximalniho tubulu, rozliSeni mezi glomeruldrnim a tubuldrnim poskozenim
a posouzeni reverzibilnosti a regenerace. KIM-1 lze také pouzit k detekci subchronického

a chronického poskozeni ledvin (Van Meer et al. 2014; Edelstein Ch. L. 2008).

Membrana

Obr. 5 Molekularni struktura KIM-1.

Ptevzato z: Anonym (2014)

Exprese KIM-1 koreluje s proximalnim tubuldrnim poSkozenim, renalni tubularni
regeneraci a imunitni odpovédi nefrotoxickych latek (Kim a Moon 2012). Po poranéni se

ektodoména (extraceluldrni doména KIM-1) vylucuje z proximalnich tubuldrnich
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epitelidlnich ledvin do moci a hladina exprese KIM-1 se v moci zvySuje (Huang et al.

2014).

KIM-1 byl schvéalen jako mocovy biomarker pro sledovani preklinické
nefrotoxicity vyvolané 1éky u potkanti (Sabbisetti et al. 2013). Existuje nékolik vlastnosti,
které naznacuji, ze KIM-1 je idealni jako biomarker poskozeni ledvin. Ve zdravé ledviné
je nezjistitelny, ale miize se zde vyskytovat v nizkych hladinach. Prevazn¢ je exprimovan
na apikdlni membran¢ epitelovych bun€k proximalniho tubulu po ischemickém nebo
toxickém poskozeni a zde pietrvava v epitelidlnich bunkach az do zotaveni (Teo et al.
2017). Déle to je neinvazivni, rychly, citlivy, specificky a reprodukovatelny biomarker
slouzici pro véasnou detekci (Edelstein Ch. L. 2008). Casnym biomarkerem pro
proximalni tubularni poSkozeni je proto, ze je exprimovdn v moci b&hem prvnich

12 hodin tohoto poskozeni (Lopez-Giacoman et al. 2015).

3.3.3 NGAL (Neutrophil Gelatinase-Associated Lipocalin)

NGAL neboli lipokalin spojeny s neutrofilni gelatindzou je také znadmy jako
siderocalin nebo lipocalin 2 a patii do nadrodiny lipokalinid (Teo et al. 2017). Tyto
lipokaliny jsou zapojené do regulace imunitnich odpovédi, transportu Zeleza, modulace
ristu a metabolismu bun¢k (Huang et al. 2014). NGAL je znam jako citlivy biomarker
pro v€asnou diagnostiku AKI, protoZe jeho exprese je zvySena v buiikdch proximalniho

tubulu nefrotoxicitou nebo ischemii vyvolanou lé¢ivem (Kim a Moon 2012).

NGAL je vSudyptitomny protein nesouci zelezo, vysoce exprimovan v rendlnim
tubularnim epitelu a uvoliiovan po poskozeni ledvin (Tummalapalli et al. 2016). Jeho
primarni funkce neni jasna, ale pravdépodobné souvisi s jeji schopnosti vézat
extracelularni zelezo (Yerramilli et al. 2016). NGAL je nejvice regulovanym a

nejrozsirenéjSim biomarkerem ve studiich casného AKI.

NGAL je maly sekretovany polypeptid, ktery je rezistentni na proteazu, a proto
muZe byt snadno detekovan v moci (Edelstein Ch. L. 2008). NGAL je exprimovan a
vylucovan imunitnimi builkami, hepatocyty, adipocyty, epitelidlnimi builkami a
rendlnimi tubularnimi buiikami v riiznych patologickych stavech napf. v butikach délohy,
prostaty, slinnych zlaz, plic, pridusnice, ledvin atd. (obr. 6) (Yerramilli et al. 2016).

Lidska NGAL existuje ve tfech riznych forméach: monomer 25 kDa, homodimer 45 kDa
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a heterodimer 135 kDa. Po AKI je NGAL v moc¢i pievazné monomerni, zatimco dimerni
forma je Castéjsi pii infekci mocCovych cest a heterodimerni forma je specifickd pro

neutrofily (Teo et al. 2017).

LEDVINY " e g
é % HCC, NASH, ASH, FLD - )

fibroza/cirhoza
Akutni poskozeni ledvin Rakovina Zaludku
Akutni selhani ledvin /'

Chronické poskozeni ledvin

Pankreatitida
Rakovina pankreatu

PLICE A/LCNZl \
- SRDCE

‘— -‘ - - g w - - -
ﬁ' = % Mirné kognitivni poskozeni
Deprese

Poskozeni zplisobené toxiny Roztrouie‘né skleroza
Akutni dychaci obtiie Nador

Akutni srdecni selhani
Hypoxie
Apoptéza kardiomyocytii
Obr. 6 Patofyziologické nebo maligni stavy, pri kterych se hladiny NGAL zvySuji
(HCC = hepatocelularni karcinom, NASH = Nealkoholickd steatoza jater,

ASH = Alkoholicka steat6za jater, FLD = fatty liver disease, LCN2 = lipocalin 2/NGAL).

Modifikovano dle: Asimakopoulou et al. (2016)

3.4 GENTAMICIN

Gentamicin (GM) je Sirokospektré baktericidni aminoglykosidové antibiotikum
(obr. 7). Obvykle se pouzivd proti stfedné zévaznym az tézkym aerobnim
gramnegativnim infekcim a nékterym aerobnim grampozitivnhim organismim. GM
plisobi vazbou na bakteridlni ribosomy a inhibuje syntézu proteini stejné jako jiné
aminoglykosidy. Aminoglykosidy se ¢asto kombinuji s penicilinem nebo cefalosporinem,

tedy s betalaktamovymi antibiotiky, k 1é€bé zavaznych infekci E. coli, Staphylococcus
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aureus, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas aeruginosa atd. GM se nejcastéji
pouziva proti septikémii, bakteridlni endokarditidé, peritonitid¢, meningitid€, panevnimu
zanétlivému onemocnéni a zapalu plic. Mezi bézné nezadouci ucinky GM patii zavraté,
bolesti hlavy, zmatenost, nevolnost a kozni vyrazka. Dilezit¢ nezaddouci ucinky,
souvisejici s davkou GM, zahrnuji ototoxicitu a nefrotoxicitu, které jsou sdileny vSemi
aminoglykosidy. Tyto Skodlivé G€inky se mohou objevit i v nizkych davkach a mohou
pretrvavat dlouho po pferuseni podavani 1ékti (Blunston et al. 2015). GM zptisobuje
cytotoxicitu v bunkéch, kde se hromadi, tedy v ledvinach jsou to obvykle epitelové buiky
proximalnich tubulii, zatimco buiky distadlnich tubuli a sbérnych kanalkt jsou
cytotoxickymi ucinky vyznamné mén¢ ovlivnény (Randjelovi¢ et al. 2017). Vychytavani
aminoglykosidll hepatocyty v jatrech je omezeno a tato antibiotika se vylucuji hlavné

moci. Vysoké koncentrace GM se vyskytuji pfedevS§im v rendlnich tubuldrnich buiikéach

[ 24

Obr. 7 Chemicka struktura gentamicinu.

Ptevzato z: Anonym (2019)

GM snizuje hladinu GF, jakoZ i tubularni reabsorpci (Randjelovi¢ et al. 2017).
GM je aktivné transportovan pies proximalni tubularni membranu (je saturovatelny),
hromadi se v lysozomech a zplisobuje nefrotoxicitu prostfednictvim apoptdzy a nekrozy

tubularnich bun¢k (Plajer et. al 2015).
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ZvySena akumulace GM v proximdlnim tubulu a naslednd nefrotoxicita
indukovana timto 1é€ivem souvisi s expresi transportni molekuly pro proteiny a kationty
tzv. megalin-kubilinovy komplex. Existuji tedy dva hlavni faktory poskozeni ledvin
vyvolané GM: jeho akumulace v proximalnich tubularnich bunkach a interakce

s bunéénymi membranami a organelami (Randjelovi¢ et al. 2017).

Mezi RF pro nefrotoxicitu vyvolanou GM patii stafi, dysfunkce jater, selhdni
ledvin, sepse, dlouha terapie GM, MDD (vicendsobné¢ denni davkovani) a vysoké
minimalni koncentrace GM. Vyskyt nefrotoxicity vyvolané GM je obtizné piesné
stanovit, protoze existuje nejméné 10 definic nefrotoxicity vyvolané léky (Plajer et. al
2015). Mezi dalsi predispozice patii napt. pouzivani diuretik, vystaveni radiografickému
kontrastu, vycerpani cirkulujiciho objemu a pouziti jinych nefrotoxickych latek (léky
vcéetné inhibitord angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi), NSAID, amfotericinu nebo

cisplatiny) (Hayward et al. 2018).

3.5 TESTOVANI CYTOTOXICITY IN VITRO — SENDVICOVA ELISA

ELISA neboli enzymaticky vazany imunosorbentovy test (enzyme-linked
immuno sorbent assay) je analytickd metoda, kterd je zaloZena na specifické reakci
antigen-protilatka (Bovornvirakit et al. 2013). Vyuzitim této reakce, ELISA umoziuje
vysoce citlivou a selektivni kvantitativni nebo kvalitativni analyzu antigenti (Ag), v¢etné
proteint, peptidl, nukleovych kyselin, hormoni, herbicid a rostlinnych sekundarnich
metaboliti. K detekci téchto molekul je Ag nebo protilatka znacena pomoci enzymi,
proto se ELISA nazyva tzv. enzymatickym imunotestem (Sakamoto et al. 2018). Existuji

ruzné typy ELISY (obr. 8).
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KOMPETITIVNI MEPRIMA KOMPETITIVNI SENDVICOVA

PRIMA ELISA ELISA MEPRIMA ELISA ELISA ELISA
VYHODA lednoduché, protofe se pouZivd pouze Vyssi citlivost a univerzalnost neZ primé Vysokd specifi¢nost 2
jedna protilatka metody diky pouZiti PAb, ktery rozpozndva  protilatek, které maji
ruzné epitopy primarni protilatky odlisné epitopy
Znaéeni protilatky je nezbytné pro kaidou P d Szmvich
NEVYHODA ELISU, coi milfe vést k deaktivaci Mespecificky signidl je indukovan zkfizenou ;gtairéate;?: :::2:;
tilat reaktivitou sekundarni protilatk
protilétky P Y andkladnd
ciL Makromolekuly Makromolekuly Makromolekuly Makromolekuly Obecn&
) (Hapten) (Hapten) makromolekuly
SIGNAL (jako
zvyseni cilového  ZwySeni Snifeni Zvygeni Snizeni Zvyieni

antigenu)

Obr. 8 Charakteristiky riznych typa ELISA (PAb = polyklonalni protilatka).

Modifikovano dle: Sakamoto et al. (2018)

Tento test slouzi k detekci a ke kvantifikaci riznych Ag, v naSem ptipadé
mocovych Ag odvozenych zledvin vyuZzivajicich protilatky specifické pro Ag
lokalizovanych v bunkach ledvin (Falkenberg et al. 2009). ELISA slouzi pro objevovani
a oveérovani novych biomarkert, které se mohou pro svoji citlivost a specifi¢nost vyuzit

k v€asné detekci onemocnéni.

Sendvicova ELISA je zaloZena na detekci hybridiza¢nich d&ji mezi dvéma
protilatkami (zachyceni a detekce) a cilovymi proteiny. ELISA tedy pouzivé zachycujici
protilatku a konjugovanou detekéni protilatku. Zachycujici protilatky na mikrotitrani
desticce (pevnd faze) se pouzivaji k imobilizaci proteinu (tekutd faze) a detekéni
protilatky jsou rozpoznavany enzymaticky vazanymi sekundarnimi protilatkami
(Osmekhina et al. 2010). Ag ve vzorku se tedy nechd reagovat s imobilizovanou
zachycujici protilatkou a poté se tento komplex tzv. ,sendvicuje se specifickou

protilatkou detekovanou enzymem, ktery slouzi pro vyvoj zbarveni (obr. 9).
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SUBSTRAT

K FLUORESCENCNI
PRODUKT

Imobilizovana zachycujici Blokovani Vazba Detekéni Generovani
protildtka antigenu protilatka signdlu
. ANTIGEN BLOKUJICi PUER

ENZYM
Y ZACHYCUJICI PROTILATKA A DETEKCNI PROTILATKA

Obr. 9 Schematicky pracovni postup zobrazujici sekven¢ni molekularni vazebné

kroky sendvi¢ové ELISA.

Modifikovano dle: Thaitrong et al. (2013)

Enzymy jako napi. ALP ¢i kfenova fosfatdza (HRP) katalyzuji chemickou
preménu substratu na jinak zbarveny produkt generovanim detekovatelného signalu.
Vyvoj barvy pomoci chromogenniho substratu odpovida piitomnosti Ag. Cim vice Ag,
tim vy$$i signdl. Tyto reakce enzym-substrat jsou obvykle dokonceny be¢hem
30 — 60 minut a reakce (postupnd zména barvy) se zastavi pfidanim vhodného roztoku,
pro individudlni reakce napf. hydroxidu sodného, kyseliny chlorovodikové, kyseliny
sirové, uhli¢itanu sodného a azidu sodného. Nakonec jsou barevné nebo fluorescencni
produkty detekovany pomoci ¢teCky mikrotitra¢nich desti¢ek pti vinové délce 450 nm

(Sakamoto et al. 2018).
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4. CIL PRACE

® Zavést a optimalizovat metodu ELISA vnaSich laboratornich

podminkach.

e Stanoveni koncentrace biomarkertit KIM-1, cysC a NGAL s vyuzitim na

pracovisti noveé optimalizované metody ELISA v potkani moci a plazmé.
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5. EXPERIMENTALNI CAST

5.1. MATERIAL
5.1.1. Pouzité pristroje a zarizeni

Centrifuga Z 326 K (HERMLE Labortechnik GmbH, Némecko)

Laboratorni tfepacka KS—15 Control, Buhler, s inkuba¢nim nastavcem TH 15 (Johanna
Otto GmbH, Némecko)

Desti¢kovy analyzator (TECAN, Infinite M200, Svycarsko)

5.1.2. Laboratorni pomiicky

96jamkové mikrotitraéni desticky, &iré (TPP, Svycarsko)

Automatické pipety Eppendorf Research® plus 5 =50 pl, 10 =100 pl, 100 —1000 pl
(Eppendorf, Némecko)

Spi¢ky Eppendorf 0,1 — 20 ul, 20 — 200 pl (Eppendorf, Némecko)

Mikrozkumavky Eppendorf 0,5; 1,5; 2 ml (Eppendorf, Némecko)

Rukavice latexové, nesterilni (VWR, USA)

5.1.3. Pouzité Kity

Rat Cystatin C Rat ELISA® Kit (abcam, UK)
Rat KIM-1 ELISA® Kit (abcam, UK)
Rat Lipocalin-2 ELISA®KIit(NGAL) (abcam, UK)

5.1.4. Pouzité chemikalie

Deionizovana voda

Chemikalie na fosfatovy pufr (PBS) NaCl, KCI, Na,HPO,, NaH,PO,, pH = 7,4 byly
ziskany od firmy PENTA (Ceska republika)

Testované latky Gentamicin (Sigma-Aldrich, USA) (tab. 1)
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Tab. 1 Chemicky nazev a strukturni vzorec testované latky Gentamicin

Testovana Strukturni Chemicky
latka vzorec nazev
| - .
HN 2-[4,6-diamino-3-[3-amino-6-
[ 1-(methylamino)ethyl]oxan-2-
H,N
.. 0 yl]oxy-2-
Gentamicin o hydroxycyklohexyl]oxy-5-
" “o% methyl-4-(methylamino)oxan-
NH, OH 3,5-diol

5.2. METODIKA
5.2.1. Priprava moci nebo plazmy

Vzorky moci a plazmy byly ziskany z dospélého samce laboratorniho potkana.
V pokusu byli 3 samci, ktefi byli chovani za konvencnich podminek 12 h/12 h
(svétlo/tma) a pi1 22 °C. Po dobu 7 dni jim byl kazdy den aplikovan GM o dévce
100 mg/kg. Vzorky moci se odebiraly 1., 3., 5. a 7. den aplikace GM, kdy byli potkani
umisténi do metabolickych kleci. Plazma byla ziskana posledni 7. den aplikace GM.
Odebrana potkani moc¢ byla zcentrifugovana pfti laboratorni teploté, po dobu 10 min, pfi
2 000 otackéch za minutu a alikvoty (250 pl) byly ulozeny do mrazdku pii teploté
- 20 °C. Odebrana krev byla zcentrifugovana pfi teplot¢ 5 °C, po dobu 10 min, pfi
5 000 ot/min a tim se oddé¢lily erytrocyty od plazmy. Ziskand plazma byla uloZena
v alikvotech (250 pl) v mrazaku. Takhle jiz pfipravené vzorky (moci a plazmy) jsem

ziskala pro svou préci a s nimi jsem pracovala.

5.2.2. Priprava roztoku

Pted pouzitim bylo potieba nechat vSechna ¢inidla na ptipravu roztokli ohfat na
pokojovou teplotu (18-25 °C). Objemy roztok byly urceny podle poctu pouZzitych

jamek. VSe se ptipravovalo v duplikatech.
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Priprava fosfatového pufru

V tab. 2 jsou uvedeny vSechny chemikalie potfebné pro PBS pufr véetné jejich
koncentraci. Po navazeni jednotlivych slozek na analytickych vahéach byl doplnén objem
destilované vody na odpovidajici mnozstvi. Po rozpusténi chemikalii jsme zm¢éfili a

upravili pH fosfatového roztoku (pomoci NaOH) na hodnotu 7.,4.

Tab. 2 Priprava fosfatového pufru

Molarni
. . Koncentrace
Sloucenina hmotnost
[¢/mol] v pufru [M]
NaCl 58,44 0,137
KClI 77,55 0,0027
Na;HPO4.12 H,O 358,14 0,01
NaH>P0O4.2 H,O 156,01 0,01

5.2.3. KIM-1
Piiprava 1x Wash Buffer PT

PBS byl pouzit k promyvani jamek. Pro pfipravu promyvaciho pufru byl pouzit
Wash Buffer PT 10X a deionizovana voda. Pro pfipravu celkového objemu 40 ml 1X
Wash Buffer PT se smichalo 4 ml Wash Buffer PT 10X a 36 ml deionizované vody. Pii

pfipravé bylo vhodné se vyhnout pénéni.

Piiprava Antibody Cocktail

Pro celkovy objem 2 000 pl protilatkového koktejlu bylo pouZzilo 200 pl Rat
KIM-1 Capture Antibody 10X, 200 ul Rat KIM-1 Detector Antibody 10X a 1 600 pl
Antibody Diluent 5SBR.

Naredéni vzorku

Neziedéné vzorky moci byly skladovany pfi teploté - 20 °C. Po vyjmuti vzorkl
moci z mrazaku a rozmrazeni na pokojovou teplotu byly vzorky dikladné a jemné

promichany a poté zcentrifugovany po dobu 5 minut pti 1 000 otaCkach. Po centrifugaci
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byly odebrany supernatanty a ztedény do zkumavek v duplikatech. Byly natedény pomoci
Sample Diluent NS. Rozsah procentualniho fedéni byl 1,56-25 %. Pfi prvnim méfeni
bylo pouzito 25% (4nasobné) fedéni, pti druhém méteni 80ndsobné fedéni a 160nasobné

fedéni na razny pocet jamek.

Priprava standardi
Vyroba standardu pro KIM-1 (Stock standard Solution)

Do vialky Rat KIM-1 Lyofilized Recombinant Protein pfidal 1 ml z vialky Sample
Diluent NS a nechal se dikladné¢ a jemné promichat pii pokojové teploté po dobu
10 minut. Redéni probihalo podle obr. 10. Ependorfky byly ozna¢eny &isly 1-8. Do
zkumavky €. 1 bylo pfidano 255 pl Sample Diluent NS a 45 ul pfipraveného standardu
(Stock standard Solution). Dale se do zkumavek s ¢isly 2—8 ptidalo 150 pl Sample Diluent
NS. Ependortka ¢. 8 neobsahovala zadny protein, pouze Sample Diluent

NS — tzv. blank control neboli slepy pokus.

45 pl
150 1l 150l 150 pl 150 |l 150 pl 150 pl

; s B - . B . B
’\mmmmm?y

i

5,000 750 375 187.5 9375 4488 2344 11.72
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/ml pgfml

7

Obr. 10 Priprava standardi pro KIM-1.

5.2.4. Cystatin C
Priprava 1x Wash Buffer PT

Pro ptipravu celkového objemu 38 ml 1X Wash Buffer PT se smichalo 3,8 ml
Wash Buffer PT 10X a 34,2 ml deionizované vody.
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Piiprava 10X Capture Antibody

Do vialky Rat Cystatin C Capture Antibody (lyophilized) se pifidalo 660 pl

Sample Diluent NS a jemn¢ se promichalo na orbitélni tfepacce po dobu 20 minut.

Piiprava Antibody Cocktail

Pro celkovy objem 2 000 ul protilatkového koktejlu se pouzilo 200 ul predem
piipravené vialky 10x Capture Antibody, 200 ul 10X Rat Cystatin C Detector Antibody
a 1 600 ul Antibody Diluent CP.

Naredéni vzorka plazmy

Postup je stejny jako u biomarkeru KIM-1. Rozsah procentudlniho fedéni byl
0,006-0,4 %. Pfi prvnim méteni bylo pouZzito 0,05% (2 000ndsobné) fedéni na 10 jamek
a 0,2% (500nasobné) fedéni na dalsich 10 jamek. Pfi druhém méfeni byly vzorky plazmy
ziedény 5 000x a 10 000x. K dispozici byly 2 vzorky plazmy (potkan ¢.1 a ¢.3), a to
z dlivodl imrti potkana €. 2. Po pfepoctu pii 0,05% tfedéni bylo pouZzito 0,15 pl vzorku a

299,85 ul Sample Diluent Buffer.

Piiprava standardi
Vyroba standardu pro cysC (Stock standard Solution)

U vzorkl plazmy se do vialky s ndzvem Rat Cystatin C Recombinant Lyophilized
Protein pfidalo 500 pl z vialky Sample Diluent NS a nechalo se dikladné a jemné
promichat pii pokojové teploté po dobu 10 minut. Redéni probihalo podle obr. 11.
Ependorfky byly oznaceny ¢isly 1-8. Do zkumavky €. 1 se ptidalo 240 pl Sample Diluent
NS a 60 pl ptipraveného standardu (Stock standard Solution). Dale byl postup ptipravy
standardu stejny jako u biomarkeru KIM-1.
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Obr. 11 Priprava standardi pro cystatin C.

5.2.5. NGAL
1X Biotinylated anti-rat Lipocalin-2 (roztok A)

Biotinylated anti-rat Lipocalin-2 antibody (protilatka) byla nafedéna v poméru
1 : 100 s Antibody Diluent Buffer. Pro ptipravu celkového objemu 4 000 pl se tedy
smichalo 40 pl protilatky a 3 960 ul fedidla protilatek.

1X Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (roztok B)

Avidin-Biotin-Peroxidase Complex (ABC) byl natfedén v poméru 1 : 100
s ABC Diluent Buffer. Pro ptipravu celkového objemu 4 000 pl se tedy smichalo 40 ul
ABC a 3 960 pl fedidla ABC.

Naredéni vzorku moéi

Postup je stejny jako u biomarkeru KIM-1. Bylo pouzito 2% (50ndsobn¢) fedéni
na 22 jamek. K dispozici bylo tedy celkem 11 vzorkii moéi. Redilo se pomoci Sample

Diluent Buffer.
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Piiprava standardi
Vyroba standardu pro NGAL

U vzorkli moc¢i do vialky Lyophilized recombinant rat Lipocalin-2 standard se
pfidal 1 ml z vialky s nazvem Sample Diluent Buffer a nechal se dikladné¢ a jemné
promichat pii pokojové teploté po dobu 10 minut. Redéni probihalo podle obr. 12.
Ependortky byly oznaceny c¢isly 2-8. Do kazdé z téchto zkumavek se pifidalo 300 pl
Sample Diluent Buffer. V ependorfce €. 8 opét nebyl zadny protein, pouze 300 pl Sample
Diluent Buffer.

10000 5000 2500 1250 625 312 156
pg/mL pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Obr. 12 Priprava standardi pro NGAL.

5.2.6. Postup ELISY

Pted pouZitim bylo potfeba vyjmout kity a vzorky z mrazédku nebo z lednice a
nechat ohfat na pokojovou teplotu. Po ohtati na pokojovou teplotu byly podle pokyni
pfipraveny a nafedény reagenty, vzorky a standardy potfebné na den experimentu.
PredevSim ze statistickych divodd se vzorky, standardy a vSechny ptedpfipravené
reagenty testovaly minimalné v duplikatech. Pro kazdy provedeny test byly pouzity
2 jamky jako blank. Samotny postup ELISY pro dané biomarkery je shrnut

v nasledujicich odstavcich.

KIM-1 a cystatin C

U téchto biomarkerti byl postup testovani shodny. Do pfedem pfipravenych a
oznacenych jamek bylo pfidano 50 pl standardd, 50 pl vzorkd a nasledovalo ptidani

50 pul smési protilatek. Mikrodesticka byla poté uzaviena tésnici folii a inkubovana 1 h
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pfi pokojové teploté na tfepacce nastavené na 400 otacek za minutu. Po inkubaci byla
kazda jamka 3x promyta pfedem pfipravenym pufrem (1x Wash Buffer PT), aby se
odstranil nenavazany material, tedy nenavazané proteiny séra a konjugat HRP. Nejen pii
piipravé pufru, ale i pfi jeho pipetovani, bylo dualezité vyvarovat se vzniku bublin.
Nésledné¢ bylo do kazdé jamky napipetovano 100 ul TMB (3,3%,5,5°-
tetramethylbenzidine) substratu. Mikrodesticka se opét utésnila folii a byla inkubovana
po dobu 10 minut. Béhem inkubace byla chemicka pfeména tohoto substratu
katalyzovana HRP. Po inkubaci bylo do kazdé jamky ptidano 100 pl Stop Solution.
Obsah mikrodesticky byl promichan na tiepacce po dobu 1 minuty. Signal se generoval
umérné mnozstvi vazaného analytu a jeho intenzita byla detekovana spektrofotometricky

na destickovém analyzatoru TECAN pii vlnové délce 450 nm.

NGAL

U tohoto biomarkeru byl pribéh experimentu v urcitych krocich odlisny. Do
ptislusnych oznacenych jamek bylo pfidano 100 pl standardd a 100 pl vzorkd.
Mikrodesticka byla poté uzaviena tésnici folii a inkubovana po dobu 90 minut pii 37 °C.
Po inkubaci byl vSechen obsah jamek vyklepan a vysuSen. Poté byl do jamek napipetovan
roztok 1X Biotinylated anti-rat Lipocalin-2 (roztok A) a celd mikrodesticka byla opét
inkubovéna pti 37 °C po dobu 60 minut. Nasledné byly jamky 3x promyty 300 ul pufru.
Po vysuSeni mikrodesticky bylo napipetovano 100 pl roztok 1X Avidin-Biotin-
Peroxidase Complex (roztoku B) a poté byla opét inkubace po dobu 30 minut pii 37 °C.
Po inkubaci nasledovalo dalsi promyti pufrem, tentokrat 5x. Po promyti a vysuSeni se do
jamek ptidalo 90 ul TMB substratu nasledovano inkubaci po dobu 20-25 minut pii
37 °C. Modré odstiny byly pozorovany v jamkach se 4 nejkoncentrovanéjSimi
standardnimi roztoky NGAL, ostatni jamky nemély zadné zietelné zbarveni. Poté byl do
kazdé jamky ptidan TMB Stop Solution. Poté probéhla detekce spektrofotometricky na

destickovém analyzatoru TECAN pii vinové délce 450 nm.

5.2.7. Hodnoceni experimentalnich dat

Po spektrofotometrické detekci na destickovém analyzatoru TECAN byly ziskany
hodnoty absorbanci, které byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2018. Hodnoty

absorbance duplikati bun¢k stejného vzorku byly zprimérovény. Byla vypocitana
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primérna hodnota absorbance pro slepy pokus (blank) standardd, kterd byla odectena od
vSech ostatnich hodnot absorbanci. Vynesenim této primérné hodnoty absorbance pro
blank pro kazdou koncentraci standardl (osa y) proti cilové koncentraci proteinu (osa x)
standard(i byla vytvofena standardni kiivka. Byla stanovena koncentrace cilového
proteinu ve vzorku interpolovanim hodnot absorbance slepého pokusu odectenych od
standardni kiivky. Vysledna hodnota byla vyndsobena pfislusnym faktorem fedéni
vzorku k ziskani koncentrace cilového proteinu ve vzorku. Pro kazdy provedeny test
musela byt vytvofena nova standardni kiivka. Redéni vzork se provadi v fedidle vzorku
NS. Vzorky, které¢ produkovaly signaly vyssi, nez signaly nejvyssiho standardu byly dale
zifedény, znovu analyzovany a poté vynasobeny koncentraci zjisténou ptislusnym fedicim

faktorem.
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6. VYSLEDKY

6.1. Stanoveni standardni kiivky pro KIM-1

Ke stanoveni biomarkeru KIM-1 jsme nejprve museli stanovit standardni kiivku,
kde byly pouzity standardy o koncentraci (0; 11,72; 23,44; 46,88; 93,75; 187,5; 375; 750)

obsazené v kitu. Ke spektrofotometrick¢ detekci jsme pouzili destickovy analyzator

TECAN pfi vinové délce 450 nm. Z namétenych hodnot absorbanci (tab. 3) jsme ziskali

standardni kiivku, potfebnou k vypoctu koncentrace biomarkeru KIM-1.

Tab. 3 Koncentrace standardii pro KIM-1 a jejich absorbance

Koncentrace

standardu [pg/ml]

Hodnota
absorbance

0
11,72
23,44
46,88
93,75
187,5

375
750

0,094
0,089
0,009
0,133
0,261
0,426
0,864
1,825

Na obr. 13 jsou na ose x vynesené cilové koncentrace proteinu standardi KIM-1

a na ose y jsou vynesené¢ prumérné¢ hodnoty absorbanci standardi po odecteni

zprumérované absorbance blanku standardu.

Absorbance

1.8
1,6
14
12

0,8
0,6
0,4
0,2

300 400 500 600 700 800

Koncentrace standardu [pg/ml]

Obr. 13 Stanoveni biomarkeru KIM-1: standardni krivka.
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6.2. Stanoveni KIM-1

Z tedicich testli ndm vyslo, Ze vzorky musi byt 160x nafedény, aby byly v rozmezi
vzorkd standardii. V tab. 4 a na obr. 14 jsou zndzornény fyziologické roztoky moci
potkant (P1-P3) a vysledné koncentrace biomarkeru KIM-1, vyjadiené v pg/ml. Tyto
vzorky neobsahovaly GM.

Tab. 4 Vzorky moci 160x ziedéné bez aplikace gentamicinu — fyziologické roztoky

Potkan ¢. Aplikace Koncentrace
fyziologického  KIM-1 [pg/ml]
roztoku
P1 1 19 109,57
P2 1 26 240
P3 1 19 575,65
30000
— 25000
E
g0 20000
g 15000 .
— m{yz
f 10000
2
£ 5000
E o
M P1 P2 P3
Vzorky potkani

Obr. 14 Stanoveni biomarkeru KIM-1: Fyziologické roztoky vzorki moci 160x
ziedéné (bez aplikace gentamicinu) (P1-P3 = potkani ¢. 1-3; fyz. = fyziologické

roztoky bez gentamicinu).

Na obr. 14 jsou uvedeny vysledky stanoveni biomarkeru KIM-1 u potkant
s fyziologickym roztokem. Z grafu vyplyva, ze potkan €. 2 (P2), ma jiZ na zacatku pokusu

zvySenou hladinu KIM-1 oproti potkanovi ¢. 1 (P1) a potkanovi €. 3 (P3).
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V nésledujici tab. 5 a obr. 15 a 16 bylo zkouméano stanoveni koncentracnich hladin

KIM-1 v moci potkana za ptitomnosti GM. Gentamicin byl potkaniim aplikovan 3., 5. a

7. den. Vzorky byly zfedény 160x. Se zvysSujicimi se koncentracemi pfitomného GM

doslo ke zvyseni koncentrace KIM-1. Cim vétsimu mnoZstvi GM byl potkan vystaven,

tim ve vétsi koncentraci byl biomarker KIM-1 vyplavovan.

Tab. 5 Vliv gentamicinu na hladiny KIM-1 v mo¢i potkana (fedéni 160x)

Potkan ¢. Pocet aplikaci  Koncentrace
GM KIM-1 [pg/ml]
P1 3 19 019,13
P2 3 28 963,48
P3 3 24 709,56
P1 5 19311,3
P2 5 20 987,83
P3 5 37 600
P1 7 48 480
P3 7 34 441,74
60000

—. 50000

E

2 40000

= 30000

Z

g 20000

§ 10000

=

2

Pl P2

GM3
GM5
u GM7

P3

Vzorky potkani a pocet aplikaci gentamicinu

Obr. 15 Vzorky moc¢i potkani s aplikaci gentamicinu a vysledné koncentrace

KIM-1 (P1-P3 = potkani ¢. 1-3, GM3-GM7 = 3., 5. a 7. den aplikace gentamicinu).
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Obr. 16 Vzorky moci potkanu s aplikaci gentamicinu a vysledné koncentrace
KIM-1 (P1-P3 = potkani ¢ 1-3; fyz. = fyziologické roztoky bez gentamicinu,
GM3-GM7 = 3., 5. a 7. den aplikace gentamicinu).

Na obr. ¢. 15 a 16 je zndzornéno: u potkana €. 1 je vidét, ze ve 3. a 5 den aplikace
GM je hladina KIM-1 nevyrazna. AvSak v 7. den aplikace je hladina KIM-1 témét 3x
vy$§i, cozZ signalizuje vyrazné poskozeni ledvin. Hladiny KIM-1 u potkana ¢. 2 kolisaly
po podani GM ve 3. a 5. den aplikace, 7. den aplikace koncentrace KIM-1 nemohly byt
hodnoceny, protoZe tento potkan uhynul 6. den aplikace GM. U potkana ¢. 3 hladiny
KIM-1 také kolisaly, ptesto uz od 3. dne aplikace hladina KIM-1 oproti fyz. vzristala.

6.3. Stanoveni standardni kiivky pro cystatin C

Ke stanoveni biomarkeru cysC jsme opét nejdiive stanovili standardni kiivku
(jako u KIM-1), kde byly pouzity standardni latky o koncentraci (0; 23,4; 46,9; 93,8; 188;
375; 750; 1500) obsazené v kitu. Ke spektrofotometrické detekci jsme pouzili destiCkovy
analyzator TECAN pfi vinové délce 450 nm. Z namétenych hodnot absorbanci (tab. 6)

jsme ziskali standardni kiivku, potfebnou k vypoctu koncentrace biomarkeru cysC.
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Tab. 6 Koncentrace standardi pro cystatin C a jejich absorbance

Koncentrace standarda Hodnota absorbance

[pg/ml]

0 0,336
23,4 0,345
46,9 0,386
93,8 0,479
188 0,532
375 0,631
750 0,928
1 500 2,064

Na obr. 17 jsou na ose x vynesené cilové koncentrace proteinu standardii cysC a
na ose y jsou vynesené¢ prumérné hodnoty absorbanci standardi po odecteni

zpriméerované absorbance blanku standardu.
2,5

L5 e

Absorbance

0,5

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Koncentrace standardu [pg/ml]

Obr. 17 Stanoveni biomarkeru cystatinu C: standardni kiivka.

6.4. Stanoveni cystatinu C

U stanoveni biomarkeru cysC jsme pouzili vzorek plazmy misto moci. Z fedicich
testll ndm vyslo, ze vzorky plazmy musi byt 10 000x nafedény, aby spadaly do rozmezi
vzorkid standardd. V tab. 7 a na obr. 18 jsou zndzornény fyziologické roztoky plazmy
potkanti (P1-P3) a vysledné koncentrace biomarkeru cysC, vyjadiené¢ v pg/ml. Tyto
vzorky neobsahovaly GM.
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Tab. 7 Vzorky plazmy 10 000x ziedéné bez aplikace gentamicinu — fyziologické

roztoky
Potkan ¢. Aplikace Koncentrace
fyziologického cystatinu C
roztoku [pg/ml]
P1 1 959 772,7
P2 1 46 590,9
P3 1 1 470 227
__ 1600000
E
<, 1400000
=
o 1200000
£ 1000000
=
% 800000
by
g 600000 mfyz
]
% 400000
£ 200000
M 0 I
Pl P2 P3
Vzorky potkani

Obr. 18 Stanoveni biomarkeru cystatinu C: Fyziologické roztoky (fyz) vzorki
plazmy 10 000x ziedéné (bez aplikace gentamicinu) (P1-P3 = potkani ¢. 1-3; fyz. =

fyziologické roztoky bez gentamicinu).

V nésledujici tab. 8 a obr. 19 bylo zkoumano stanoveni koncentracnich hladin
cysC v plazmé potkana za ptitomnosti GM. K dispozici byly vzorky s GM, ktery byl
podan 7. den aplikace. Vzorky byly ztedény 10 000x.

Tab.8 Vliv gentamicinu na hladiny cystatinu C v plazmé potkana (fedéni 10 000x)

Potkan ¢. Pocet aplikaci Koncentrace
GM cystatinu C
[pg/ml]
P1 7 5551136
P3 7 3307 045
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Obr. 19 Vzorky plazmy potkani s aplikaci gentamicinu a vysledné koncentrace
cystatinu C (P1-P3 = potkani ¢. 1-3; fyz. = fyziologické roztoky bez gentamicinu,
GM?7 = 7. den aplikace gentamicinu).

Na obr. 19 jsou znazornény vysledky stanoveni hladiny biomarkert cysC
v potkani plazmé. Koncentrace cysC po aplikaci GM v 7. den podani mnohondsobné
vzrostly oproti fyziologickym roztokiim u P1 a P3. Potkan ¢. 2 (P2) uhynul 6. den

aplikace GM, takZe jsme nemohli ziskat plazmu ke stanoveni.

6.5. Stanoveni standardni kiivky pro NGAL

Ke stanoveni biomarkeru NGAL jsme nejprve stanovili standardni kiivku, kde
byly pouzity standardni latky o koncentraci (0; 4; 10; 20; 40; 100; 200; 400) obsazené
v kitu. Ke spektrofotometrické detekci jsme pouzili destickovy analyzator TECAN pii
vlnove délce 450 nm. Z naméfenych hodnot absorbanci (tab. 9) jsme ziskali standardni

ktivku, potiebnou k vypoctu koncentrace biomarkeru NGAL.
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Tab. 9 Koncentrace standardii a jejich absorbance

Koncentrace Hodnota absorbance
standardu [pg/ml]

0 0,068

4 0,149

10 0,296

20 0,466

40 0,530
100 1,251
200 1,284
400 1,272

Na obr. 20 jsou na ose x vynesené cilové koncentrace proteinu standardi NGAL
a na ose y jsou vynesené prumérné hodnoty absorbanci standardi po odecteni

zprumérované absorbance blanku standardu.
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02 |®
0e
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Koncentrace standardu [pg/ml]
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Obr. 20 Stanoveni biomarkeru NGAL: standardni krivka.

6.6. Stanoveni NGAL

Z tedicich testi nam vyslo, Ze vzorky musi byt 50x nafedény, aby byly v rozmezi
vzorkl standardd. V tab. 10 a na obr. 21 jsou znazornény fyziologické roztoky moci
potkanii (P1-P3) a vysledné koncentrace biomarkeru NGAL, vyjadiené v pg/ml. Tyto
vzorky neobsahovaly GM.
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Tab. 10 Vzorky moci 50x ziedéné bez aplikace gentamicinu — fyziologické roztoky

Potkan ¢. Aplikace Koncentrace
fyziologického NGAL
roztoku [pg/ml]
Pl 1 4305
P2 1 13 145
P3 1 13 420,83
__ 16000
E 14000
on
£ 12000
=
< 10000
Qo
2 8000 -y
2 6000
£ 4000
5 2000 l
o
0
Pl P2 P3

VzorKky potkant

Obr. 21 Stanoveni biomarkeru NGAL: Fyziologické roztoky vzorki mo¢i S0x
ziedéné (bez aplikace gentamicinu) (P1-P3 = potkani ¢. 1-3; fyz. = fyziologické

roztoky bez gentamicinu).

Na Obr. 21 jsou uvedeny vysledky stanoveni biomarkeru NGAL u potkant
s fyziologickym roztokem. Z grafu vyplyva, ze P2 a P3, m4 jiz na zacatku pokusu

zvySenou hladinu NGAL oproti potkanovi P1.

V nésledujici tab. 11 a obr. 22 a 23 bylo zkouméno stanoveni koncentra¢nich
hladin NGAL v moci potkana za pfitomnosti GM. Gentamicin byl potkaniim aplikovan
3., 5. a 7. den. Vzorky byly zfedény 50x. Se zvySujicimi se koncentracemi pfitomného

GM doslo ke zvySeni koncentrace NGAL.
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Tab. 11 Vliv gentamicinu na hladiny NGAL v moc¢i potkana (fedéni 50x)

Potkan ¢. Pocéet Koncentrace
aplikaci GM NGAL
[pg/ml]
P1 3 13 195
P2 3 12 349,17
P3 3 15932,5
P1 5 12 425
P2 5 14 905
P3 5 9465
P1 7 10 854,17
P3 7 12 698, 33
18 000
F 16000
:2 14 000
fn 12 000
Q 10000
z.
g 8000
[+
E 6000
=
8 4000
=
& 2000
0
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VzorKky potkanii a pocet aplikaci gentamicinu

GM3
GM5
= GM7

Obr. 22 Vzorky moc¢i potkanii s aplikaci gentamicinu a vysledné koncentrace NGAL

(P1-P3 = potkani ¢. 1-3; GM3-GM7 = 3., 5. a 7. den aplikace gentamicinu).
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Obr. 23 Vzorky moc¢i potkanii s aplikaci gentamicinu a vysledné koncentrace NGAL
(P1-P3 = potkani ¢. 1-3; fyz. = fyziologické roztoky bez gentamicinu; GM3-GM7 = 3.,

5.a7. den aplikace gentamicinu).

Na obr. 22 a 23 je znazornéno: u potkana ¢. 1 (P1) jsou patrné zvysené hladiny
NGAL po 3. dnu aplikace GM. S vyssimi koncentracemi poddvaného GM se hladiny
NGAL o néco snizily, pfesto byly nékolikrat vyssi nez hladina NGAL u fyz. Hladiny
NGAL u potkana ¢. 2 (P2) po aplikaci GM stoupaly, avSak 7. den aplikace GM nemohl
byt zméfen, protoze tento potkan uhynul 6. den aplikace. U potkana €. 3 (P3) hladiny
NGAL po 3. aplikaci GM byly nejvyssi a po dalSich aplikacich GM hladiny NGAL
kolisaly.
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7. DISKUZE

Nefrotoxicita vyvoland 1é¢ivem je uzce spojena s AKI a s CKD. Obvykl¢ testy na
nefrotoxicitu (SCr nebo BUN) vsak nemaji citlivost a selektivitu potfebnou ke véasnému
stanoveni nefrotoxicity pied zavaznym vyvojem poskozeni ledvin (Kim a Moon 2012).
N¢kolik studii naznacuje, ze biomarkery moci zalozené na tubularnim poranéni by mohly
2015). Idealni marker by mél byt neinvazivni, selektivni, vysoce citlivy, mistné
specificky, reprodukovatelny, stabilni a spolehlivy pii hodnoceni onemocnéni ledvin

(Wasung et al. 2015).

Cilem této studie bylo zavést a optimalizovat metodu ELISA v naSich
laboratornich podminkach, abychom jeji pomoci mohli stanovit hladiny biomarkert
KIM-1, cysC a NGAL ve vzorcich potkani moci a plazmy. Lécivo gentamicin (GM) jsme
pouzili pro jeho znamé nefrotoxické ucinky. Ve vzorcich moci lze detekovat a
kvantifikovat Ag odvozené od distalnich a proximalnich ¢asti tubuldrniho systému ledvin,
ponévadZ uvoliiovani bunéénych slozek (enzymt, Ag) je disledkem primédrni zmény
nebo poskozeni ledvin (Falkenberg et al. 2009). Vylucovani Ag, v naSem piipadé
proteini biomarkerti, bylo méfeno v moc¢i a plazmé u zdravych potkan a potkant

vystavenych GM.

U biomarkertt KIM-1 a NGAL byla méfena a stanovena koncentrace v moci a
u cysC v plazmé v zavislosti na poctu davek GM. Ke stanoveni jednotlivych biomarkert,
tedy pro kazdy novy test zvlast, byla nejprve stanovena standardni kiivka, tyto kiivky
byly pottebné k ur¢eni hladin biomarkeri. GM byl podavan v davce 100 mg/kg/den
(Aliyat O. Nafiu 2019) po dobu 7 dni 3 potkanim. Vzorky moci se odebiraly 1., 3., 5. a
7. den aplikace GM a vzorky plazmy 7. den aplikace GM.

Byly zkoumany biomarkery KIM-1, cysC a NGAL, jejichz hladiny stoupaly nebo
kolisaly se zvySujicimi aplikacemi GM. Kolisdni mezi niz§imi a vy$§imi davkami GM
mohly byt zpisobeny neptesnym pipetovanim ¢i odliSnou reakei nebo regeneraci ledvin
jednotlivych potkant na riznou davku GM. Tyto experimenty ukazaly podobné vlastnosti
vSech 3 biomarkert. V pfitomnosti GM hodnoty koncentraci vSech biomarkert byly
zvySené oproti kontrolam (fyziologicky roztok). Ve zdravych ledvinach byly tyto
biomarkery vyplavovany minimaln¢, zalezelo na kazdém potkanovi, s jakymi funkcemi

ledvin vstupoval do pokusu. U kontrol pro KIM-1 mél P2 znateln¢ vyssi hladinu markeru
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oproti P1 a P3, ktefi mé¢li hodnoty podobné. Hladina KIM-1 u P1 po aplikaci GM ve 3. a
5 den aplikace viceméné odpovidd hladiné ve fyziologickém roztoku, avsak v 7. den
aplikace GM je hodnota KIM-1 téméf trojnasobné vyssi. U P2 hodnoty KIM-1 kolisaly a
posledni dadvka GM nemohla byt stanovena kvili uhynuti tohoto potkana v 6. den
aplikace. U P3 hodnoty KIM-1 také kolisaly, ale uz od 3. dne aplikace GM koncentrace
KIM-1 vzristala. U kontrol pro cysC mél P2 velmi nizkou hladinu markeru oproti P1 a
P3. Potkan €. 3 (P3) m¢l zde nejvyssi hladinu markeru. U P1 a P3 byly hladiny cysC po
7. dni aplikace GM vyrazné vyssi oproti fyziologickym roztokiim. U P2 nejsou vysledky
kvtli jeho uhynuti. A u kontrol biomarkeru NGAL mél P1 velmi nizkou hodnotu oproti
P2 a P3, jejichz hodnota byla 3x vyssi. U P2 byly stanoveny opét jen hladiny ze dvou dat
po podani GM a to (3. a 5. den aplikace), po 6. aplikaci P2 uhynul. U tohoto potkana byly
hladiny ve 3. den aplikace GM mirn€ nizsi a v 5. den aplikace o néco vyssi oproti
fyziologickému roztoku. Po aplikaci GM hladiny NGAL rtzn¢ kolisaly, napt. u P1 se
koncentrace NGAL snizovaly z divodu mozné regenerace ledvin tohoto potkana. U P3
hodnoty NGAL po 3. aplikaci GM byly nejvyssi a po dalSich aplikacich GM hladiny
NGAL kolisaly.

Tyto experimenty ukézaly, Ze se stoupajicim poSkozenim ledvin se zvySovaly
1 hladiny KIM-1, cysC a NGAL. Nalezené vysledky jsou v souladu s dfive
publikovanymi udaji od jinych autort o citlivosti téchto 3 biomarkert pro v€asnou detekci

poskozeni ledvin.

V jedné studii s davkovanim po dobu dvou tydnii byla zjiSténa nefrotoxicita témef
ze rozdilny rozsah GM indukované rendlni toxicity podle doby podéavani hraje
vyznamnou roli v diferencidlnim mnoZstvi Umrtnosti zvifat podle doby podavani.
Souhrnné vysledky této studie nicméné také zdivodnuji hypotézu, ze cirkadidnni rytmy
mohou mit definitivni vliv na nepfiznivé ucinky aminoglykosidovych antibiotik.

(Blunston et al. 2015).

Kvantifikace moc¢ového KIM-1 je tedy velmi uzitecnd pro hodnoceni poskozeni
ledvin v patofyziologickych studiich na zvitatech, pro prediktivni toxikologii a miize
zlepsit nasi schopnost identifikovat G€inné terapeutické latky pro posSkozeni ledvin a
eliminovat nefrotoxické slouc¢eniny na pocatku procesu vyvoje 1é¢iv (Vaidya et al. 2006).

Zjistuje vcasné poSkozeni ledvin s podezfenim na proximalni tubuly, rozliSuje
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glomerularni a tubulérni poskozeni a sleduje reverzibilitu nebo regeneraci s podezienim

na proximalni tubularni lokalizaci (Van Meer et al. 2014).

CysC je cennym biomarkerem funkce ledvin u CKD, progrese onemocnéni ledvin
a predikce kardiovaskularnich onemocnéni (Wasung et al. 2015). Sleduje obecnou funkci

ledvin (GFR) a toxicitu s podezienim na neglomerularni filtraci (Van Meer et al. 2014).

NGAL, dalsi dobfe prozkoumany a prominentni proteinovy mocovy biomarker,
ktery jsme testovali v naSi praci, mize podle studii piedstavovat Casny, citlivy,
neinvazivni mocovy biomarker pro ischemické a nefrotoxické poskozeni ledvin
(Edelstein Ch. L. 2008). Také sleduje toxicitu s podezienim na neglomerulérni lokalizaci
jako cysC (Van Meer et al. 2014). Bylo zjisténo, Ze interval méfeni ELISA je mnohem
niz8i nez skutecné koncentrace NGAL pozorované v lidském séru a moci. Vysledkem je,
ze pred analyzou pomoci ELISA je nutny krok fedéni, coZ vede k téZkopadnému kroku

pfipravy a moznym chybam méteni (Bovornvirakit et al. 2013).

KIM-1 je uptednostiiovan, protoze existuje vice dikazdi o jeho vykonnosti ve
srovnani s jinymi biomarkery. Kromé toho uzké korelace KIM-1 s histopatologii a
zjiSténi, Ze muze byt pouZit také ke sledovani reverzibility, naznacuje, ze KIM-1 je
biomarker volby. NGAL je uzite¢ny, pokud existuje podezieni na tubularni zapojeni, ale
neni pfitomna jasna pfedstava o tubuldrni lokalizaci. Pokud je vyZadovana obecna funkce
ledvin, a proto je nutnd mira clearance, je vhodné zahrnout cysC, nejlépe v kombinaci
s konkrétnéjSimi markery k lokalizaci piivodu pozorovaného uc¢inku (Van Meer et al.

2014).

Kombinace biomarkeri ma potencial poskytnout piesnéjSi vysledky, avSak
metodické problémy mohou vést k piedpojatosti ve vyvoji kombinaci biomarkerd.
Biomarkery v§ak mohou byt potencialné velmi uzite¢né, pokud jsou spravné vybrany a
testovany (Binnenmars et al. 2017). Je takeé dilezité, aby biomarkery nebyly ovlivnény
extrarenalnimi faktory, jako je vek, pohlavi, svalova hmota a stav hydratace (Yerramilli
etal. 2016). Kvalifikace biomarkeri bude vyZadovat velké a dobfe navrzené prospektivni
studie srovndvajici vice biomarkerti ve stejné sadé¢ vzorkli moci v prodlouZenych
casovych cyklech. Tyto studie umozni stanovit panely biomarkerti, které mohou byt

specifické pro mechanismus poskozeni ledvin (Vaidya et al. 2008).
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8. ZAVER

Cilem této prace bylo zavést a optimalizovat metodu ELISA v naSich
laboratornich podminkéch. Nasledn¢ stanovit hladiny biomarkeri KIM-1, cysC a NGAL

v potkani moci a plazmé po expozici nefrotoxicického aminoglykosidového 1éciva GM.

e Stanoveni hladiny biomarkert probihalo za pouziti metody ELISA pomoci
komerén¢ dostupnych kith. Vysledky provedenych experimenti odpovidaji
publikovanym udajim, coz prokazuje pouzitelnost metody sendvicové ELISA
pro tyto 3 biomarkery jako moznost vcasné detekce pii identifikaci

nefrotoxickych vedlej$ich u€inkt 1&¢iv.

e  Tyto 3 biomarkery (Kim-1, cysC a NGAL) byly v nizkych hodnotach vylucovany
i u zdravych potkanti a po vystaveni GM, byly jejich koncentrace razantné
zvySeny, coz potvrzuje jejich citlivost pro vcasnou detekei poskozeni ledvin.
Masivni vyluCovani téchto biomarkerti je zndmkou masivniho poskozeni

ledvinnych bunék.

49



9. LITERATURA

Anonym. Gentamicin. In: National Center for Biotechnology Information. PubChem

Database. 2019. Dostupné na URL: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3467.

Datum pfistupu: 26. 3. 2020

Anonym. Kidney injury molecule -1 (KIM-1) - an important indicator of early kidney
disease. In: An Original Design Manufacturer for Assay reagent, Analysis equipment;
Contract Research Organisation or Animal experiment. Cloud-Clone Corp. 2014.
Dostupné na URL: https://www.cloud-clone.us/topic/201412110419300025.htm. Datum
piistupu: 26. 3. 2020

ASIMAKOPOULOU, A., S. WEISKIRCHEN and R. WEISKIRCHEN. Lipocalin
2 (LCN2) Expression in Hepatic Malfunction and Therapy. Frontiers in Physiology,
2016, 7.

BINNENMARS, S. H, RS HIJIMANS, G NAVIS a MH DE BORST. Biomarkers of Renal
Function: Towards Clinical Actionability. Clinical Pharmacology & Therapeutics,

2017, 102(3), 481-492.

BLUNSTON, M. A., Al YONOVITZ, E. L. WOODAHL and M. H. SMOLENSKY.
Gentamicin-induced ototoxicity and nephrotoxicity vary with circadian time of treatment

and entail separate mechanisms. Chronobiology International, 2015, 32(9), 1223-1232.

BOVORNVIRAKIT, T., Y. AVIHINGSANON, K. TIRANATHANAGUL a K.
VIRAVAIDYA-PASUWAT. A miniaturized immunoassay platform to measure
neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL) for diagnosis of acute kidney

injury. Biomarkers, 2013, 18(3), 273-278.

CAMPOS, M. A. A, L. A. DE ALMEIDA, M. F. GROSSI a C. A. TAGLIATIL. In vitro
evaluation of biomarkers of nephrotoxicity through gene expression using

gentamicin. Journal of Biochemical and Molecular Toxicology, 2018, 32(9).

DEUTSCHMANN, C., D. ROGGENBUCK, P. SCHIERACK and S. RODIGER.
Autoantibody testing by enzyme-linked immunosorbent assay-a case in which the solid

phase decides on success and failure. Heliyon, 2020, 6(1).

EDELSTEIN, C. L. Biomarkers of Acute Kidney Injury. Advances in Chronic Kidney
Disease, 2008, 15(3), 222-234.

50


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/3467
https://www.cloud-clone.us/topic/201412110419300025.htm

FALKENBERG, F. W., U. MAI, C. PUPPE, et al. Urinary Kidney-Derived Antigens
Determined by Tests Built on Monoclonal Antibodies: New Markers for Kidney
Damage. Uremia Investigation, 2009, 9(2), 103-110.

FARRAR, A. Acute Kidney Injury. Nursing Clinics of North America, 2018, 53(4), 499-
510.

FERENBACH, D. A. and J. V. BONVENTRE. Acute kidney injury and chronic kidney
disease: From the laboratory to the clinic. Néphrologie & Thérapeutique, 2016, 12, S41-
S48.

GAIAO, S. M. and J. A. O. de C. PAIVA. Biomarkers of renal recovery after acute kidney
injury. Revista Brasileira de Terapia Intensiva, 2017, 29(3).

HAYWARD, R. S., J]. HARDING, R. MOLLOY, L. LAND, K. LONGCROFT-NEAL,
D. MOORE and J. D. C. ROSS. Adverse effects of a single dose of gentamicin in adults:
a systematic review. British Journal of Clinical Pharmacology, 2018, 84(2), 223-238.

HUANG, J. X, M. A. BLASKOVICH and M. A. COOPER. Cell- and biomarker-based
assays for predicting nephrotoxicity. Expert Opinion on Drug Metabolism & Toxicology,
2014, 10(12), 1621-1635.

CHEN, T. K., D. H. KNICELY and M. E. GRAMS. Chronic Kidney Disease Diagnosis
and Management. JAMA, 2019, 322(13).

INUI, KI, S. MASUDA, H. SAITO. Cellular and molecular aspects of drug transport in
the kidney. Kidney International, 2000, 58(3), 944-958.

KIM, SY and AR MOON. Drug-Induced Nephrotoxicity and Its
Biomarkers. Biomolecules and Therapeutics, 2012, 20(3), 268-272.

KOYNER, J. L. and C. R. PARIKH. Clinical Utility of Biomarkers of AKI in Cardiac
Surgery and Critical Illness. Clinical Journal of the American Society of Nephrology,
2013, 8(6), 1034-1042.

LEVEY, A. S. a M. T. JAMES. Acute Kidney Injury. Annals of Internal Medicine,
2017, 167(9).

LOPEZ-GIACOMAN, S. Biomarkers in chronic kidney disease, from kidney function to
kidney damage. World Journal of Nephrology, 2015, 4(1).

51



MALYSZKO, J., E. LUKASZYK, I. GLOWINSKA and M. DURLIK. Biomarkers of
delayed graft function as a 52ormo f acute kidney injury in kidney

transplantation. Scientific Reports, 2015, 5(1).

MURRAY, P. T., R. L. MEHTA, A. SHAW, ¢t al. Potential use of biomarkers in acute
kidney injury: report and summary of recommendations from the 10th Acute Dialysis

Quality Initiative consensus conference. Kidney International, 2014, 85(3), 513-521.

NAFIU, A. O., R. O. AKOMOLAFE, Q. K. ALABI, C. O. IDOWU and O. O.
ODUJOKO. Effect of fatty acids from ethanol extract of Moringa oleifera seeds on kidney
function impairment and oxidative stress induced by gentamicin in rats. Biomedicine &

Pharmacotherapy,. 2019, 117

OSMEKHINA, E., A. NEUBAUER, K. KLINZING, J. MYLLYHARJU and P.
NEUBAUER. Sandwich ELISA for quantitative detection of human collagen prolyl 4-
hydroxylase. Microbial Cell Factories, 2010, 9(1).

PLAJER, S. M., P. K. L. CHIN, J. W. A. VELLA-BRINCAT, P. J. BUFFERY and E. J.
BEGG. Gentamicin and Renal Function. Therapeutic Drug Monitoring, 2015, 37(1), 98-
103.

RANDJELOVIC P., S. VELJKOVIC, N. STOJILJKOVIC, D. SOKOLOVIC and L. ILIC.
Gentamicin nephrotoxicity in animals: current knowledge and future perspectives.

EXCLI Journal, 2017, 16 ,388-399.

SABBISETTI, V. S., K. ITO, C. WANG, Li YANG, S. C. MEFFERD and J. V.
BONVENTRE. Novel Assays for Detection of Urinary KIM-1 in Mouse Models of
Kidney Injury. Toxicological Sciences, 2013, 131(1), 13-25.

SAKAMOTO, S., W. PUTALUN, S. VIMOLMANGKANG, W. PHOOLCHAROEN,
Y. SHOYAMA, H. TANAKA and S. MORIMOTO. Enzyme-linked immunosorbent
assay for the quantitative/qualitative analysis of plant secondary metabolites. Journal of

Natural Medicines, 2018, 72(1), 32-42.

SINHA, V., L. M. VENCE and A. K. SALAHUDEEN. Urinary Tubular Protein-Based
Biomarkers in the Rodent Model of Cisplatin Nephrotoxicity. Journal of Investigative

Medicine, 2015, 61(3), 564-568.

52



SOARES, D. M., J. F. PESSANHA, A. SHARMA, A. BROCCA and C. RONCO.
Delayed Nephrology Consultation and High Mortality on Acute Kidney Injury: A Meta-
Analysis. Blood Purification, 2017, 43(1-3), 57-67.

TAGLIERI, N., W. KOENIG and J. C. KASKI. Cystatin C and Cardiovascular
Risk. Clinical Chemistry, 2009, 55(11), 1932-1943.

TEO, S. H. and Z. H. ENDRE. Biomarkers in acute kidney injury (AKI ). Best Practice
& Research Clinical Anaesthesiology, 2017, 31(3), 331-344.

Teplan V. Akutni selhani ledvin. In: Tesat V., Schiick O. a kolektiv. Klinicka nefrologie.
1.vyd. Praha: Grada Publishing, a.s., 2006. Kapitola 13, s. 451-476. ISBN 80-247-0503-
6.

THAITRONG, N., R. CHARLERMROIJ, O. HIMANANTO, C. SEEPIBAN, N.
KAROONUTHAISIRI and R. C. WILLSON. Implementation of Microfluidic Sandwich
ELISA for Superior Detection of Plant Pathogens. PLoS ONE, 2013, 8(12).

TUMMALAPALLIL L., G. N. NADKARNI and S. G. COCA. Biomarkers for predicting
outcomes in chronic kidney disease. Current Opinion in Nephrology and Hypertension,

2016, 25(6), 480-486.

VAIDYA, V. S., M. A. FERGUSON and J. V. BONVENTRE. Biomarkers of Acute
Kidney Injury. Annual Review of Pharmacology and Toxicology, 2008, 48(1), 463-493.

VAIDYA, V. S., V. RAMIREZ, T. ICHIMURA, N. A. BOBADILLA and J. V.
BONVENTRE. Urinary kidney injury molecule-1: a sensitive quantitative biomarker for
early detection of kidney tubular injury. American Journal of Physiology-Renal
Physiology, 2006, 290(2), F517-F529.

VAN MEER, L., M. MOERLAND, A. F. COHEN and J. BURGGRAAF. Urinary kidney
biomarkers for early detection of nephrotoxicity in clinical drug development. British

Journal of Clinical Pharmacology, 2014, 77(6), 947-957.

WASUNG, M. E., L. S. CHAWLA a M. MADERO. Biomarkers of renal function, which
and when? Clinica Chimica Acta, 2015, 438, 350-357.

WEBSTER, A. C., E. VNAGLER, R. L MORTON a P. MASSON. Chronic Kidney
Disease. The Lancet, 2017, 389(10075), 1238-1252.

53



YERRAMILLI, M., G. FARACE, J. QUINN a M. YERRAMILLI. Kidney Disease and
the Nexus of Chronic Kidney Disease and Acute Kidney Injury. Veterinary Clinics of
North America: Small Animal Practice, 2016, 46(6), 961-993.

54



