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Souhrn

V naSi praci provadime srovnani detekce nefropgiisobené nefrotoxickym vlivem cyklofosfamidu po-
moci mikroalbuminurie (Ma) a vy3eni spektra bilkovin v ndbdvojroznernou gelovou vysokorozliSovaci
elektroforézou (DGVE).

Mikroalbuminurie byla vySébvana u 11 nemocnych (5 Zen a 6 #jise zékladni hematoonkologickou
chorobou (akutni leukémie a mna@ktny myelom) indikovanou k cytostatickébée Pét nemocnych bylo
léceno pro akutni leukémii (2 muzi a 3 Zeny) a 6 nayats mnohdetnym myelomem (4 muzi a 2 Zeny).
Nemocnym byl aplikovan cyklofosfamidithddinové infuzi v pimerné davce 3200 mg:mU vSech byla
sowasre vySetena mdé metodou DGVE ve dnech, kdy byla vigied | Ma. U paciernit zarazenych do sestavy
neprokézalo pedchozi vy$éeni pitomnost ledvinného postizeni. U vSech nemocnylehvbpdnou hydra-
taci kehem podavani cytostatika zabedgrea diuréza nejmér 1/24 h, u ¥tSiny byla vSak daleko vyssi. Ma
byla vySetena pied podanim cytostatik, prvni den po steni lé'ebné kary a za deseti@lpo skodeni cyto-
statické Iéby. P4 podrobné analyze se objevuji pestré a polymanfiehy. Jsou individualni, tj. u kazdého
nemocného rozdilné. Jejich analyzu a interpretéicspurasném stupni znalosti a zkuSenosti s touto metodiko
zatim urit nelze. Proto byly jakosklad demonstrovany mapy vgtivanych proteir jen u jedné nemocné
s mnohdetnym myelomem, a téqu podanim cytostatickéclgy, prvni den po skaeni 1&by a deséaty den
po l&be.

Z demonstrovanych nalieza tak tomu bylo u vSech provedenych analyz, gsduny vyrazné posuny v in-
dividualnim spektru vyltlovanych protein. Ledvina tedy ufitym zpisobem na tento druhdBy reaguje,
cytostatika a polyurie ovliwiji charakter proteinurie.

Kli éova slova:Nefrotoxicita; Cyklofosfamid; Mikroalbuminurie.

Methods of Timely Nephrotoxicity Detection in Treament with Cyclophosphamide

Summary

In this paper we compare two methods for deteatiomephropathy — determination of microalbuminuria
(Ma) and examination of human protein spectrumrinaiwith two-dimensional gel high-resolution eleet
phoresis (TGHE) caused by nephrotoxic effect dbpymsphamide.

Microalbuminuria was examined in 11 patients (6 raad 5 women) with basic hematooncologic disease
(acute leukemia and multiple myeloma) indicatedytostatic treatment. Five patients were treatedafmute
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leukemia (2 men and 3 women) and 6 patients fotipleilmyeloma (4 men and 2 women). All patientsewer
given cyclophosphamide in a 3-hour infusion at amgose of 3200 mginSimultaneously with Ma, urine of
all patients was examined with TGHE. In our grodigatients, prior examination did not show any prese

of kidney affection. In all patients, diuresis (aast 3 1/24 h) was secured by suitable hydratiomird
application of cytostatics, however, in most ointheéwas much higher. Ma was examined before @fiost
application and day 1 and 10 after its end. An ge#l revealed diversified and polymorphic chandémy
were individual, i.e. different in each patient.Wver, at the present state of knowledge and iogarif ex-
perience with the method, their analysis and inmetgtion cannot yet be done. Therefore, just agxample,
reference maps of excreted proteins only in 1 ferpatient with multiple myeloma were made up: ptor

cytostatic therapy and 1 and 10 days after its detign.

We found out that kidney function was changeddartain way, and the use of the cytostatic drug surat

-sequent polyuria influenced the character of piraiga.

Key words: Nephrotoxicity; Cyclophosphamide; Microalbuminuria

Uvod

P pouziti vysokodavkované chemoterapie do-
chazi k zvySeni toxickych projévMimo toxicity
hematologické je takéitbzita nefrotoxicita. Nefro-
toxické postiZzeni ledvin cytostatickowhbu pati
do rozsahlé skupiny ledvinnych onem&ch mezi
tzv. toxické nefropatie. Toxicka nefropatie je defi
novéna jako jakékoli furdni ¢i morfologické po-
stizeni ledvin zfisobené exogennimiigodem |é-
kua, chemickych substanci, latek biologicki€jiné
povahy (2, 4, 8). Nize byt vyvolana i endoge&n
a to naruSenim metabolickych pro&epokud do-
jde k abnormalni koncentraci calgdy metabolii
a substanci gtu vlastnich, nap hypokalemicka ne-
fropatie, hyperurikemicka nefropatie ap. (10, 29, 3

Nefrotoxické postizeni ledvin je problematikou
vzdy Klinicky zavaZnou, protoZe trhe vést k re-
nalni insuficienci. Patogeneticka podstata téte |6z
vyplyva ze zakladni exkéai funkce ledvin, tj. ze
schopnosti tviit mog, v niz se vylduji z organis-
mu vSechny neZadouci latky a metabolity veé&vod
rozpustné (14, 19, 23, 32, 33). Vytwaci funkce
ledvin je podmi#na celoutadou fyziologickych
vlastnosti a fedpoklad, které se uplatji i pfi
toxickém postizeni tohoto organu — nafedvina
ma krong plic nejwtsi pratok krve gepaiteno na
hmotnost tka#, ma schopnost koncentrovat latky
az 50krat vice nez jiné organy (12).

Vlastni problematika renalniho toxického posko-
zeni cytostatickou ou ma gktera specifika.
Napriklad jde o typické a s@asre i piredpoklada-
né iatrogenni poskozeni ZivétduleZitého organu,
klinicka aktualnost této nefropatie se objevila te-
prve v dok nedavné, kdy doslo jednak k razsii
cytostatické 18by a k dlouhodo&Simu pgezivani

nemocnych s malignimi nadory. Také vlastni tumor
muze fiznymi mechanismy poskodit ledviny, rfap
infiltraci ledvin, metastdzami do ledvin, ischémii
ledvin v disledku komprese cév tumorem, obstruk-
ci matovych cest tumorem, elektrolytovou dys-
balanci (hypokalémie, hyperkalcemie), aktivujici di
seminovanou intravaskularni koagulaci (DIC) a
trombozou renalni zily. Prakticky vSechna dosud
znama cytostatika mohou byt —tbyiznym zpi-
sobem — nefrotoxicka. PoSkozeni ledvin cytosta-
tickou terapii nize byt gimé, nebo negpmé. Ri-

ma toxicita byla popsana po podani ihaincristi-

nu, derivat nitrozourey, mitomycinu, streptozoto-
cinu (11, 24). Ireverzibilni renalni nedostatest

v disledku intersticialni nefritidy s atrofii tubiuje
vyvolana pouzitim vysokych davek deritratitro-
zourey (18). V klinické praxéasto pouzivané de-
rivaty platiny zgisobuji az akutni reverzibilni nebo
chronicky ireverzibilni pokles glomerularni filtrac
(17). Nefrotoxicita je podmima posSkozenim pro-
ximélniho tubulu, kde se derivaty platiny vyt
vané tubularni sekreci &mé resorbuji. Konénym
dusledkem je zéanik tubularnich bitkn procesem
apoptdzy nebo nekrézy (13, 16).

NasSim cilem bylo nejprve posouditipos sle-
dovani mikroalbuminurie (Ma) kasné detekci ne-
frotoxického postiZeni ledvinipcytostatické |éb¢
a dale porovnatifnos této metodiky s metodikou
detekujici zminy spektra protein v mati pomoci
dvojrozneérné gelové vysokorozliSovaci elektrofo-
rézy (DGVE).

VySetovani Ma je dnes jiz relati¢rrutinni me-
todou. DGVE je proti tomu analyticka metoda umoz-
fujici separaci proteinovych $si s moznosti rozli-
Sit 2000—6000 tyfp bilkovin ve vSech biologickych
tekutinach, tj. i v mé&i, a to jak za fyziologickych,
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tak za patologickych sty Pomoci vypoetni tech-
niky Ize z tchto tekutin utvét individualni pro-
teinové mapy. Tyto pak Ize ukladat do pinpodi-
tace. Nasleda je Ize vyhledavat a srovnavaizna
spektra bilkovin utznych jediné (1, 6).

Material a metodika

Mikroalbuminurie byla vyS&bvéana u 11 nemoc-
nych, z toho bylo 6 muiZs wkovym piimérem 40,3
let (26-51 let) a 5 Zen gkovym piimérem 33,4 let
(26—41 let). Bt nemocnych bylo Eeno pro akutni
leukémii (2 muzi a 3 Zeny) a 6 nemocnych s mno-
hotetnym myelomem (4 muzi a 2 Zeny) (tab. 1).
Cyklofosfamid byl nemocnym aplikovéan kitiodi-
nové infuzi v pamérné davce 3200 mg/m(2800
az 3300 mg/r).

Tabulka 1

Z&kladni rozdéleni souboru nemocnych

Celkem MuZi Zeny
Patet 11 6 5
Praimérny vek 37,2 40,3 33,4
Vekové rozmezi 26-51 26-51 26-41
Akutni leukémie 5 2 3
Mnohaietny myelom 6 4 2

U vSech byla satasré vySetena mé metodou
DGVE ve dnech, kdy byla vy&ena i Ma. U paci-
ent za'azenych do sestavygachozi vysdeni ne-
prokazalo pitomnost ledvinného postiZzeni. U vSech
vhodnou hydratacidmem podavani cytostatik byla
zabezpé&ena diuréza nejmér8 1/24 h, u ¥tSiny by-
la v8ak daleko vysSi. Ma byla vyEea ged poda-
nim cytostatik, prvni den po sk&mi l&ebné kary
a za deset dnpo skoreni cytostatické ey .

Ma byla stanovena touto technikou:

Moc¢ byla sbirana 12 hodin (nebo 24 hodin). Do
laboratde byl dodavan cely objem sebranédimm
doba sbru uvedena na minuty@sreé. Objem mdai
byl zmgien s pesnosti na 1 ml a byl odebran vzo-
rek 10 ml. Tento vzorek ntobyl zcentrifugovan a
v piipact negativity bilkoviny papirkem byl nativni,
nezedny pouzit ke stanoveni mikroalbuminurie.
Ke stanoveni byly pouZzity soupravy ,Microalbumi-
nuria assay"“ fy Orion Diagnostica, Finsko. Pracovni

postup: 20Qul maogi bylo inkubovano s 80Ql na-
fed®ného antiséra proti albuminu. Vznikly zakal byl
meten proti slepému vzorku (pro kazdy vzorek mo-
¢i je pripravena slepéd kontrola) na fotometru Vita-
tron IFP g vinové délce 405 nm v 1cm kywet

Metodika vySeteni DGVE:

K analyze byly pouzity dialyzované vzorky mo-
¢i, ze kterych byly proteiny vysrazeny roztokem
obsahujicim deoxycholat sodny a kyselinu trichlor-
octovou. SraZenina byla rozp&$a v lyzovacim
pufru (8 M maovina, 4% w/v CHAPS, 40 mM
Tris, 10 mM DTT, 2% amfolyty pH 9-11 a malé
mnoZzstvi bromfenolové m#il. Ve vSech vzorcich
byla stanovena bilkovina, a to modifikovanou Brad-
fordovou metodou pro vzorky v lyzovacim pufru
S maovinou (21).

Pred nanesenim vzorku byly vSechny lyzaty cen-
trifugovany 12 000 ot./min po dobu 10 mik po-
kojové teplok. Pro izoelektrickou fokuzaci jsme po-
uzili komegné dostupné pasky gelu s imobilizova-
nym pH 3-10 gradientem (Pharmacia-Biotech, Up-
psala, Sweden). Izoelektrickd fokuzace byla prove-
dena na fistroji Multiphore 1l apparatus (Pharma-
cia-Biotech, Uppsala, Sweden) za pouZziti 6000 V
Power supply (Serva, Heidelberg, Germany) jako
zdroje proudu. Na pasky bylo naneseno i§@ro-
teinu. Podminky pro izoelektrickou fokuzaci byly
stanoveny takto: n&f bylo postupa zvySovano
0 500 V, a to z ptgatetnich 300 na 3000 Vdhem
prvnich ¥ hodin, potom fokuzace probihala 3 ho-
diny pri 3000 V a nakonec bylo n&t | zvySeno
na 5000 V. B této posledni hodn&theZela foku-
zace pes noc. DodrZzeningthto podminek bylo do-
sazeno konmé hodnoty 100 kVh (volty x hodiny).
Po skoweni izoelektrické fokuzace byly pasky po-
stupré inkubovany ve dvou ekvilibtmich roztocich
(0,5 M Tris HCI pH 6,8, 2% SDS, 6 M rdovina,
30%glycerol obsahujici 2% DTT a 0,5 M Tris HCI
pH 6,8, 2% SDS, 6 M ntovina, 30% glycerol ob-
sahujici 2,5% iodoacetamide a 0,025% bromfeno-
lovou mod). Pro separaci proteinpodle moleku-
lové hmotnosti byly fipraveny 9-16% gradientni
gely obsahujici akrylamid/PDA (30/0,8 g) a Tris
HCI (1,5 M, pH 8,8). Pasky s rodénymi proteiny
byly po inkubaci v ekvilibrénich roztocich polo-
Zeny na povrchéthto geli a zality agarézou.
Elektroforéza probihala spél& na Sesti deskovych
gelech, a to naifstroji Protean Il xi 2-D Multi Cell
Unit (Bio-Rad, Richmond, USA). &eni proteiri
v druhém sr&ru probihalo za konstantniho proudu
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40 mA na desku po dobu 4,5 h a jako zdroj proudu
byl pouzit model 3000 xi power supply (Bio-Rad).
Po skorteni elektroforézy byly gely kratce promyty
deionizovanou vodou a poté obarvenytsem (2).
Obarvené gely byly proéiieny pomoci laserového
denzitometru (4000 x 5000 pixels, 12 fepixel; Mo-
lecular Dynamics, Palo Alto, USA), ktery vytva
obrazy velikosti 30 megahyt Tento denzitometr
je pripojen k p@itatové stanici SUN Workstation
ss20 (Sun Mirosystems Inc., MountainView, USA)
vybavené opetamim systémem Unix Solaris v2.5.
Paiitatové ohodnoceni dvojroztmych elektrofo-
réz bylo provedeno pomoci softwaru MELANIE 2.1
Bio-Rad, Richmond, USA). Tento program umoz-
nuje automatickou detekci sgotkvantifikaci, ge-
kryti obrazi a vytvdeni syntetickych obrdzza-
hrnujicich proteiny fitomné minimald na tech
rozdilnych gelech.

Vysledky

Z dosazenych vysledklze uzavit, ze [ in-
tenzivni hydrataci nebyla signifikantni Ma naleze-
na ani vlivem cytostatické ¢8y, tj. Ze touto tech-
nikou jsme v naSi sestawneprokazali moznou ne-
sowasnymi metodamiiejmé neredlnou (tab. 2).
Vysledky nebyly statisticky zpracovany, protoze
ani jedna vySébvand hodnota nedoséhla patolo-
gické Ma, tj. ¥tSi nez 20 mg albuminu za 24 h.

Tabulka 2

Mikroalbuminurie a cytostaticka terapie

Ma (mg/24 h)
pred CF| Pock | 109N | pgiet
po CF

Muzi 11,83 | 11,66 12,16
Zeny 11,40 | 10,80 12,00 5
Akutni 12,60 | 9,00 12,80 5
leukémie
Mnohatetny |, 55 | 1316 11,50 6
myelom
Celkem 11,63 | 11,27 12,09 11

(Ma — mikroalbuminurie, CF — Cyklofosfamid)

Zmény ve spektru miovych proteir vySetova-
nych za stejnych podminek, ale metodou DGVE,

piinaseji novy pohled na nefrotoxicky vliv pouzi-
tych cytostatik. R podrobné analyze se objevuji pes-
tré a polymorfni zrény. Jsou individualni, tj. u kaz-
dého nemocného rozdilné. Jejich analyzu a inter-
pretaci pi sowasném stupni znalosti a zkuSenosti
s touto metodikou zatim &it nelze. Proto jsou jako
piiklad demonstrovany mapy vyovanych pro-
teind jen u jedné nemocné s mnéktnym myelo-
mem, a to fed podanim cytostatickécldy (obr. 1),
prvni den po skafeni |&by (obr. 2) a desaty den
po l&bé (obr. 3).

Mapy proteirii jsou xerokopiemi map ziskanych
vySe popisovanou metodikou. Jsou proto technicky
nedokonalé (metodika vyuziva vyfaini techniky)

a jejich reprodukce sleduje pouze zakladni demon-
straci moznosti uvedené techniky.

Z demonstrovanych nakeztak tomu bylo u vSech
provedenych analyz) jsou patrny vyrazné posuny
v individualnim spektru vykovanych proteifn. Led-
vina tedy ukitym zpisobem na tento druhdgy
reaguje, cytostatika a polyurie owulji charakter
proteinurie.
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Obr. 1: Proteinova mapaied podanim cytostatické terapie
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Obr. 2: Prvni den po uka@®eni cytostatické terapie
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Obr. 3: Proteinova mapa 10. den po st&mi cytostatické terapie

Diskuse

Vyuziti chemoterapie v ¢ nadofi ma svoje
misto a jeji aplikace vede k ceébi toxickych pro-
jevi jako je hematologicka toxicita, kardiotoxicita
a také nefrotoxicita. Nefrotoxicita po cytostatidés
bé pati do rozsahlé skupiny ledvinnych onemoc-
néni a neni jenom frodnim jevem aplikace, nap
platinovych derivét (13, 15, 17). Nefrotoxické po-
stizeni ledvin je problematikou vzdy zavaZznou a
pro aplikaci @&inné chemoterapie také limitujici.
Jde tedy o ietelny vliv cytostatik na vSechny pro-
cesy, které ovliiuji proteinurii.

Vzhledem k vySe uvedenym skétestem jsme
se snazili posouditifnos sledovani Ma &sné dete-
kci nefrotoxického postiZzeni ledvirfigytostatické
|écb¢ a dale porovnatifnos této metodiky s metodi-
kou detekujici zrny spektra proteiinv madi po-
moci dvojrozrdrné gelové vysokorozliSovaci elek-
troforézy (DGVE). U nemocnych, kterym byla apli-
kovana vysoka davka cyklofosfamidu, je podani
spojeno s nefrotoxicitou a diagnostika tohoto pesko
zeni ma zasadni vyznani pedeni dalSi &y (26,

27, 29).

Zmeny ve spektru mivych proteii vySeto-
vanych za stejnych podminek, ale metodou DGVE,
piinaSeji novy pohled na nefrotoxicky vliv pouzi-
tych cytostatik. B podrobné analyze se objevuji pe-
stré a polymorfni zeémy. Jsou individudlni, tj. u kaz-
dého nemocného rozdilné. Jejich analyzu a inter-
pretaci g sowasném stupni znalosti a zkuSenosti
s touto metodikou zatim ¢&it nelze (31). Proto jsou
jako piklad demonstrovany mapy vyavanych
protein jen u jedné nemocné s mnéktnym mye-
lomem, a to fed podanim cytostatickéckdy, prvni
den po skoteni I&by a desaty den podés. Z de-
monstrovanych néléza tak tomu bylo u vSech pro-
vedenych analyz) jsou patrny vyrazné posuny Vv in-
dividualnim spektru vyléovanych proteif (obr. 1,

2, 3).

V naSi sestay Ma jako mozny fiznak posti-
Zeni ledvin cytostatickou ¢éou nebyla nalezena.
Lze pedpokladat, Ze hlavnitiginou jeji nefitom-
nosti je mala citlivost metody a spravna intenzivni
hydratace nemocnych, a proto moznosti detekce to-
xického postizeni ledvin vy§etvanim Ma se jevi
pii spravném zavodmi nemocnych jako omezené.
DGVE prokazalaizetelre zasah cytostatik do proces
vedoucich k vyltovani proteih magi. Lze stanovit
charakteristiku proteinpied podanim cytostatik u in-
dividualniho nemocného a po podani tétiie
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Jednoznénou interpretaci naléz vSak nelze
zatim provést. Maly piet vySeteni a extrémni cit-
livost této analytické metody &lesnych tekuti-
nach neumatuji jeS€ pri sowasném stupni znalosti
uréit obecné spektrum patognomickych dypro-
teinurii pisobenim cytostatik a st&rtomu bude
zatim také u jinych nefrotoxickych viiv(31). Lze
v8ak stanovit individualni spektrum a sledovat dy-
namiku jeho zrén pri cytostatické Iéb¢ (15). Po-
dobrg by tomu mohlo byt i u jinych z&ovych
stavi a chorob. Timto stmem se gejmé bude ubi-
rat vyzkum proteinurii na §ovych pracovistich
v budoucnosti.
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