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Neinvazivne markery funkcie obli¢iek

CIEL PROJEKTU

Cielom projektu bude stanovenie plazmatickej a salivarnej koncentracie markerov

obli¢ckovych funkcii kreatininu a urey a sledovanie ich dynamiky pri modeloch akudtneho
(glycerolova nefropatia - GLY, bilateralna nefrektémia - BNX, ischemicko-reperfuzne
poskodenie - IRI) a chronického zlyhania obli¢iek u potkanov (5/6 nefrektomia — 5/6 Nx).

Stanovenie koncentracii plazmatického kreatininu aurey s v sucasnosti najcastejSie
pouzivané markery na hodnotenie funkcie obli¢iek a diagnostiku ich poskodeni. Ich
plazmaticka koncentrécia koreluje s funkciou obli¢iek. V poslednych rokoch stupol zaujem
0 slinu ako biologicku tekutinu, ktora by mohla sluzit' ako menej invazivna a ekonomickejsia
nahrada odberu krvi. Pomerne vysoké interindividualna a intraindividualna variabilita vyssie
uvedenych markerov zatial’ brani SirSiemu klinickému vyuzitiu slin. Identifikacia moznych
zdrojov variability pomocou animalnych postupov moéze poméct. Zamerom projektu je
zistenie vzajomnych korelacii medzi plazmatickymi a salivarnymi koncentraciami ¢o by
mohlo pomoéct’ k zisteniu relevantnosti pouzitia sliny ako diagnostickej tekutiny na
monitorovanie funkcii obli¢iek. Okrem vysSie spominanych kandidatnych markerov su v
stCasnosti predmetom vedeckého zdujmu aj markery zaloZené na réznych formach
nukleovych kyselin, tzv. extracelularne nukleové kyseliny (ecDNA, microRNA...), ktoré je
mozné detekovat’ v réznych biologickych tekutinich ako je plazma, mog¢, ¢i slina. Z&merom
projektu je zistenie aka tlohu pri poskodeni obli¢iek ma prave ecDNA, ¢o by mohlo pomdct’
k objasneniu patomechanizmov pri oblickovom zlyhani. Takisto si projekt kladie za ciel

overit’ vyuZzitie ecDNA ako nového v€asného markera poskodenia obliciek.

OCAKAVANY PRINOS A UIMA

Zvierata budi podstupovat’ ukony, ktoré spadaju do kategérie slabé az stredné.
Niektoré zvierata podstUpia operacny zakrok, ¢o najmu postoperaéne moze predstavovat’ stres
a viest’ k bolesti. Celkova mortalita chronického modelu je priblizne 20%, avSak polovica
tejto umrtnosti je perioperatna tmrtnost’ pod vplyvom anestetik a analgetik, kedy zvierata
netrpia. Druhd polovica mortality nastdva po 12 mesiacoch, zvieratd sa ale nebudi dozivat,
resp. experiment nebude trvat’ 12 mesiacov ale vyrazne kratSie. Pri akitnom modeli najma

bilateralnej nefrektomie je prezivanie zvierat priblizne 4-5 dni, projekt ale bude ukonceny po



48h od indukcie akutneho zlyhania, t.j. v dostato¢nom ¢asovom predstihu pred moznym
zavaznym utrpenim. Postupy patriace do kategdrie slabé zahfniaji najma handling a beznt
manipuléciu so zvieratami ako i ich preznacovanie, ¢o uréite moze vyvolat’ stres, ktory sa ale
vplyvom habituacie bude postupne zmenSovat’. Zvierata mozu pocitovat’ aj kratkodoby stres
spdsobeny relativne stiesnenymi priestorovymi podmienkami po umiestneni do metabolickej
klietky, ktora sluzi na odber moca. Existuje viacero zvieracich, ale aj klinickych stadii
zaoberajucich sa koncentraciou markerov oblickovych funkcii kreatininom a ureou v plazme
a v slinach. Doposial’ v§ak nebola publikovana ziadna $tadia, ktora by hodnotila koncentraciu
tychto markerov asledovala ich ¢asovi dynamiku vo viacerych animalnych modeloch
akutneho a chronického zlyhania obli¢iek. Originalita nasho projektu spociva v tom, ze
zvieratdm je chemicky (glycerol — GLY) alebo chirurgicky (ischemicko-reperflizne
poskodenie — IRI, bilaterdlna nefrektomia — BNX, 5/6 nefretomia — 5/6 Nx) indukované
zlyhanie obli¢iek. Viaceré modely pouzijeme z dévodu, aby sme ¢o najviac napodobtiovali
r6zne formy a priiny zlyhania obli¢iek u l'udi. Zlyhanie obli¢ieck ma stile zvySujuci sa
vyskyt, ¢o predstavuje zavazny klinicky problém. Prinosom projektu je zistenie dynamiky
zmien salivarneho kreatininu a urey, ecDNA pocas rozvoja obli¢kového zlyhavania ako aj
zistenie vzajomnych vztahov medzi plazmatickymi a salivarnymi koncentraciami kreatininu
a urey, ecDNA. Tieto zistenia pomdzu odhalit’ diagnosticky potencidl sliny ako biologickej
tekutiny na hodnotenie obli¢kovych funkcii. Podobne, nie je doposial’ nie je znama rychlost’
vzostupu CNA po indukcii ochorenia, ani nie je dostupna Ziadna §tadia, ktora by analyzovala
dynamiku CNA vo viacerych modeloch akdtneho a chronického zlyhania obliciek. Je
dynamika tychto kandidatnych biomarkerov rovnaka bez ohl'adu na pri¢inu zlyhania obli¢iek?
V ktorej diagnostickej tekutine najviac stlpaju tieto biomarkery, v ktorej stpaju najskor?
Odpovede by malo priniest’ rieSenie tohto projektu. Vo vSeobecnosti prinos projektu bude
spadat’ pre ochorenia, ktoré sa daji podla MKCH zaradit' medzi N10 az N16, t.j. akttne
a chronicke tubulo-intersticialne nefritidy ako i oblickové tubulo-intersticidlne ochorenia

z roznych pri¢in (metabolické, vaskularne, autoimunitné).

DRUHY POUZIVANYCH ZVIERAT A ICH PREDBEZNE POCTY

Pocet zvierat pouzitych v projekte bude 125 potkanov, dospelych samcov rodu Wistar, vo

veku 10 tyzdnov.

UROVEN KRUTOSTI CELEHO PROJEKTU
strednd krutost’




SULAD ZASAD 3R
Nahradenie

Pretoze v planovanych postupoch sa budu stanovovat’ plazmatické, salivarne a mocové
koncentracie kreatininu, urey a ecDNA ako aj sledovat’ ich dynamika, je nevyhnutne, aby sa
postup vykonal ,,in vivo“ na celom zvierati. Vyuzitie bunkovych kultar alebo pocitacovych
simulécii nie je pri tomto type postupu vhodny ako alternativny spdsob vyskumného
pristupu. Alternativne sa da samozrejme uvedené sledovat’ priamo u l'udi, avSak treba
zdoraznit', Ze u l'udi je velkd variabilita aj intraindividudlna asponl niektorych sledovanych
markerov a nasim cielom je najst’ aj zdroj tejto variability, ¢o momentalne pri praci s l'ud'mi
nie je mozné. Takisto u l'udi nie je mozné realizovat’ dynamické testovania, nakol'ko nie je

jasny jednotny protokol pre odber slin.

Obmedzenie

Planovany postup je zostaveny tak, aby bolo pre dosiahnutie o¢akavanych vysledkov
pouzitych ¢o najmenej zvierat a aby bolo maximalizované mnozstvo vystupnych informacii
z kazdého pouziteého experimentalneho zvierata. Postupy budii vykondvat' iba dostatocne
vyskolené a zacvicené osoby, ¢im sa vyrazne zniZzi moznd chybovost vysledkov a nutnost’
opakovania postupu. Pocet pouzitych zvierat bol stanoveny tak, aby bola zachovana
reprodukovatelnost” a validita postupov. Jedna sa o pocet jedincov, ktory je akceptovatelny
pre publikovanie vysledkov za predpokladu idealneho odberu aanalyz (ANOVA,
a Studentovho t-test) zameranych na sledovanie rozdielov plazmatickych, salivarnych a
mocovych koncentracii kreatininu, urey a ecDNA medzi kontrolnymi zvieratami a zvieratami
s indukovanym zlyhanim obli¢iek. Zvierat pre akatny model budd objednavané v jednotnom
casovom intervale apre chronicky model budi objednidvané tieZz naraz, aby sa predislo
sezonnym zmenam a potrebe postup opakovat. V postupe sa pouziju geneticky homogénne
rovnaké skupiny zvierat. Sham skupinu pre akutne modely vyuzijeme rovnaku pre model
bilateralnej nefrektomie ako i pre ischemicko-reperfuzne poskodenie, ¢o znamena ,,isporu‘
minimalne 10 zvierat. Velkost skupiny pri sile testu 80% a sledovanej variabilite, resp.
rozdieloch mala dosahovat’ n=10 pre kontrolnt skupinu, n=20 pre akdtne modely, n=19 pre
glycerolovy model, n=15 pre SHAM skupinu 5/6 nefrektomie a n=28 pre 5/6 nefrektomiu,
a to vSetko pri hladine vyznamnosti p<0,05. Vicsie pocty realne planovanych zvierat oproti
vypocéitanym rataju aj s cca. 10% periopera¢nou mortalitou. Tymto pristupom by problém

falo$nej negativity, pripadne pozitivity vysledkov mal byt minimalizovany.



Zjemnenie

Spbsob manipulédcie so zvieratami a starostlivost’ o zvierata pocas postupu bude
v sUlade s poziadavkami uvedenymi v Nariadeni vlady SR ¢. 377/2012 Z.z. a Vyhlaske
Ministerstva pddohospodarstva a rozvoja vidieka SR ¢. 436/2012 Z.z..

Zvierata budt pocas postupov kontinualne sledované a na pripadné zndmky utrpenia
sa bude okamzite reagovat. Ohladuplny pristup, jemna manipulacia s samozrejmost’ou
a denny handling rata s tym, aby si zvieratd formou habituacie zvykli na manipulaciu. Po
chirurgickych zakrokoch, budu tieto realizované v anestézii a vSetky zvieratd vratane ham
operovanych zvierat dostanu analgetika (buprenorfin 0,1mg/kg subkutanne). Podobne,
Vv pripade pritomnosti 3 prejavov zhorSeného zdravotného stavu budu zvieratdm podavané
analgetika (buprenorfin v davke 0,1mg/kg subkutanne). Podobne, v pripade pritomnosti 2
prejavov zhorSeného zdravotného stavu budt zvieratam podavané analgetika (buprenorfin
v davke 0,1mg/kg subkutanne). V pripade stasnej pritomnosti 5 a viac 'ahkych prejavov
zhorSen¢ho zdravotného stavu, alebo pritomnosti 2 priznakov viac ako 48h napriek
intervencii, alebo pri pritomnosti 2 a viac zavaznych priznakov ako strata hmotnosti > 20%,
neschopnost’ prijimat’ potravu a vodu, dehydratécia, strata elasticity koze, najezenie srsti,
zhrbeny postoj, strnulost’, kontinualny vytok z o¢i d6jde k humannemu usmrteniu zvierat po
navodeni celkovej anestézie podanim Isofluranu 5% a nésledne cervikalnou dislokéciou a
postup bude ukonéeny. Podobne, pri odbere krvi z chvosta bude zviera sedované, pricom tato
sedacia bude vyuzita aj pocas odberu slin. Odber krvi z chvosta bude zjemneny aj namoc¢enim
chvosta do lokalneho anestetika — mezokainového roztoku. Krv bude odobratd pouzitim
tenkych jednorazovych kapilar (30G) ¢im sa zmierni stres a bolest’ zvierat. Na zabranenie
tepelnych strat bude zvieratdm poskytnutd vyhrevna podlozka, najmi po operatnom zakroku.
V neposlednom rade, zivotné prostredie zvierat bude obohatené materialom na stavbu hniezd,
predmetmi podnecujdcimi hru, potrava bude umiestnena na podlahe pre 'ahSiu konzumaciu
tiez postoperatne 24hodin. Pri opakovanych odberoch sliny bud( zvieratd sedované
(intraperitoneélne, ketamin a xylazin, 20 mg/kg a 5 mg/kg, v pomere 3:1). Zvieratd budl aj
v metabolickych klietkach za u¢elom odberu moca, ¢o mdze predstavovat’ kratkodoby stres.

Na druhej strane, pobyt v tejto klietke bude minimalizovany na cca. 3 hodiny.

SPATNE POSUDENIE

Zvierata sa nebudi opdtovne vyuzivat’ a s ohl'adom na to, Ze ide o projekt, ktory ma

predpokladanu krutost’ stredni nemé ambiciu podliehat’ spdtnému posudeniu.
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