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2 Prehled zkratek

AAV ANCA-asociovana vaskulitida

ACE inhibitory enzymu konvertujiciho angiotenzin

ACN acetonitril

AFD Andersonova-Fabryho choroba

AT blokator receptoru angiotenzinu

BSA bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin

CHCA kyselina a-kyano-4-hydroxyskoficova

DM diabetes melitus

DTT dithiotreitol

ECT extracelularni tekutina

EDTA kyselinu ethylendiamintetraoctovou

EIS ionizace elektrosprejem

ERT enzyme replacement therapy, enzym substitucni l€¢ba

FSGS fokalni segmentalni glomeruloskler6za

FT-MS hmotnostni spektrometrie s Fourierovou transformaci

Gb; globotriaosylceramid

HD hemodialyza

HPLC high preasure liquid chromatography, vysokotlak4 kapalinova
chromatografie

HUPO human proteome organization, organizace lidského proteomu

IEF izoelektricka fokusace

IgAN IgA nefropatie

LC liquid chromatography, kapalinova chromatografie

Lyso- Gbs globotriaosylsfingosin



MALDI-TOF

MN
MS
PAGE
pl

SELDI-TOF

SDS
SLE
TFA

WG

matrix associated laser desorption/ionization time of flight, lonizace
laserem za pfitomnosti matrice — s detektorem doby letu
membranodzni nefropatie

mass spectrophotometry, hmotnostni spektrofotometrie
elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

izoelektricky bod

surface-enhanced laser desorption/ionization TOF, Ionizace laserem za
ptitomnosti povrchu — s detektorem doby letu

dodecylsulfat sodny

systémovy lupus erythematosus

trifluoroacetic acid, kyselina trifluoroctova

Wegenerova granulomatdza



3 Abstrakt

Uvod: Zavazna proteinurie miZe byt zplisobena jednak zvySenou permeabilitou
glomerularni bazalni membrany, poruSenim struktury membrany ¢i podocytl, tak také
porusenim sekrecné-reabsorpénich tubularnich procest. Metodou 2D elektroforézy jsme
analyzovali 60 pacientli s nefrotickou proteinurii a jinymi diagnézami (lupusovéa nefritida,
membran6zni nefropatie, IgA nefropatie, Wegenerova granulomatéza) a 20 pacientl
s Andersonovo-Fabryho chorobou (AFD), jenz je X-vdzané genetické onemocnéni
postradajici aktivitu a-galaktoziddzy A. Hlavnim cilem této prace bylo nalézt mozné rozdily
mocovych proteinii u nefropatii, mezi zdravymi kontrolami a AFD pacienty a identifikovat
abnormalni proteiny jako potencialni biomarkery nemoci.

Metodika: Mocové proteiny byly déleny metodou izoelektrické fokusace s pouzitim
polyakrylamidovych stripti (pH 3-10 linedrni). SDS elektroforéza byla provedena v 12%
polyakrylamidovém gelu. Proteiny byly vizualizovany stifibrem a identifikovany MALDI-
TOF MS. Gely byly hodnoceny softwarem Phoretix 2D expression verze 2005.

Vysledky: Zjistili jsme, ze bez pfidavku inhibitorti protedz mizeme detekovat proteolyzu
se zvySenym mnozstvim proteinli nachazejicich se v oblasti kolem 10 kDa a snizenym
mnozstvim proteinit vyskytujicich se v oblasti kolem 50 kDa. Odstranéni albuminu zlepsilo
pfehlednost mocovych proteomd. Srovnani mocovych map ukézalo vyznamné zmény
proteint, které jsou typické pro Andersonovu-Fabryho chorobu a nefropatie. U AFD pacientd
byla nalezena glykosylace prostaglandin H2 D-izomerazy v mist¢ Asn51 a Asn78. Pomoci
MALDI-TOF MS byl identifikovan albumin, transferin, alfa-1 antitrypsin a transthyretin
prekurzor.

Zavér: Zmeény mocovych proteind mohou byt dulezité pro diagnézu a vyvoj rendlniho
onemocnéni. MocCova proteomika u AFD pacientti odhalila zvySenou sekreci nékterych
proteinti. Pfedpokladame, Ze pozorované rozdily v mnoZstvi a pozici prostaglandin H2 D-

izomerazy na 2D gelu, mohou byt spojeny s odlisnou glykosylaci u AFD jedinci.

Klicova slova: Andersonova-Fabryho choroba/ MALDI-TOF MS/ dvou rozmérna
elektroforéza/ mocové proteomy / nefroticky syndrom



4 Summary

Background: Heavy proteinuria may be caused by either increased glomerulal basement
membrane permeability or membrane or podocyte structural damage, and also by impairment
of secretion-reabsorption tubular processes. In this study, 60 patients with nephrotic
proteinuria and other diagnoses (lupus nephritis, membranous nephropathy, IgA nephropathy,
Wegener's granulomatosis) and 20 patients with Anderson-Fabry disease (AFD),which is an
X-linked genetic disorder with deficient a-galactosidase A activity, were analysed by the 2D
electrophoresis method. The main aim of this work was to investigate possible differences in
urine proteins in nephropaties, between healthy controls and AFD patients and to identify
abnormal proteins as potential biomarkers of disease.

Methods: The urine proteins were devided by isoelectric focusing method using
polyacrylamide strips (pH 3-10 linear). The second dimensional SDS electrophoresis was
performed in 12 % polyacrylamide gel. The proteins were visualized by silver method and
selected proteins were identified by MALDI-TOF MS. The gels were evaluated by Phoretix
2D expression software 2005.

Results: We found out that without adding protease inhibitors we can detect proteolysis,
with increased quantity of proteins manifested in the area about 10 kDa and decreased
quantity of proteins detectable in the area with molecular weights about 50 kDa. The
separation of albumin caused higher lucidity of the urinary proteomes. The urinary maps
comparison brought out that there are significant proteins” changes, which are typical for
Anderson-Fabry’s disease and other nephropathies and possible glycosylation at Asn51 and
Asn78 sites of the prostaglandin H2 D-isomerase was detected in AFD patients. Also
albumin, transferrin, alpha-1 antitrypsin and transthyretin precursor were identified by
MALDI-TOF MS.

Conclusion: Changes of urinary proteins should be important for renal diagnosis and
progression. AFD urinary proteomics revealed increased secretion of several proteins. We
postulate that the observed difference in the amount of prostaglandin H2 D-isomerase and its

position on two dimensional gels might be related to different glycosylation in AFD subjects.

Keywords: Anderson-Fabry disease/ MALDI-TOF MS/ two-dimensional electrophoresis/
urinary proteomes / nephrotic syndrome



5 Uvod

5.1 Ledviny

Funkci ledvin lze rozdélit do tii zdkladnich c¢asti. Slouzi k vylucovani ve vodé
rozpustnych latek télu vlastnich (metabolickych produktd, toxinil) i cizich z cirkulace do
moci. Dale k regulaci vodni, elektrolytové a acidobazické rovnovahy a dlouhodobé regulace
krevniho tlaku a kone¢né i k produkci hormonl spojenych s erytropoézou a kalciovym
metabolismem. Ledviny maji vyznamnou ulohu také v glukoneogenezi (1).

Kazda lidska ledvina se sklada z 800 000 az 1 200 000 nefront. Nefron, jako zakladni
stavebni a funkcni jednotka ledviny, je tvofen dvéma cCastmi — glomerulem a rendlnim
tubulem (2). Glomerulus se sklddd z Bowmanova pouzdra a svazku 20 az 40 kapildrnich
klicek. Zacatek rendlnich tubulli tvofi Bowmanovo pouzdro, nésleduje proximalni tubulus,
ktery je sloZen ze stocené a rovné ¢asti. Proximanlni tubulus dale prechdzi v Henleovu klicku,
jenz se deli na tenké sestupné a tenké vzestupné raménko a konci tlustym vzestupnym
raménkem. Dal$im tsekem je distalni stoceny tubulus, spojovaci tubulus a korovy nebo
drenovy sbéraci kanalek (3,4). Rozezndvame dva druhy nefrond. Prvnim z nich jsou korové
nefrony predstavujici zhruba 85% nefront v ledving. Jejich glomeruly jsou ulozeny v kiie
ledvin tésné pod povrchem a maji kratké Henleovy kli¢ky dosahujici pouze do zevni zény
diené ledvin. Druhym typem jsou juxtameduldrni nefrony, jejichZ glomeruly jsou uloZeny na
rozhrani kiry a diené ledvin a Henleovy klicky zasahuji hluboko do dfené¢ ledvin, nékdy az na
vrchol rendlni papily. Tyto nefrony hraji diillezitou tlohu v protiproudovém systému, kterym
ledviny koncentruji mo¢ (5).

V glomerulech nefronli se tvofi ultrafiltrat neobsahujici témét zadné proteiny. Tato

,»primarni moc¢* se pti dal§im priichodu riznymi ¢astmi tubulu koncentruje odnimanim vody a
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jeji slozeni se méni sekreci a resorpci latek, az kone¢né prechdzi jako definitivni mo¢ ze

sbérného kanalku do ledvinné panvicky.

5.1.1 Glomerularni filtrace

Glomerularni kapilarni sténa je tvofena glomeruldrni bazdlni membranou
a epitelovymi bunikami zvanymi podocyty, jejichz pocetné vybeézky wvnéjsi stranu
glomerularni membrany chrani. Vybézky podocytii jsou mezi sebou propojeny tenkou

membrankou (obr. 1).

mocCovy prostor

podocyt

glomerularni bazalni
membrana

endotelové bunky

Obrazek 1. Schéma glomerularni kapilarni stény (6)

Velikost glomerularni filtrace zavisi na morfologickych a fyzikalnich faktorech:
filtracni ploSe, filtracni permeabilité a filtracnim tlaku, ktery je dan rozdilem hydrostatického
a onkotického tlaku mezi kapilarnim luminem a kapsularnim prostorem. Za fyziologickych
podminek je z obou ledvin do glomerularniho filtratu pfevedeno piiblizné 180 1 krevni
plazmy/den (2, 7). K filtraci krevni plasmy dochdzi prostfednictvim sita sloZzené¢ho ze tii
vrstev: prvni vrstvu tvofi endotelova fenestrace, druhou hustd sit’ glomeruldrni bazalni
membrany a teti je tenkd membrana mezi podocyty. Glomerularni kapilarni sténa déli latky

na zdkladé velikosti, ndboje a tvaru (4, 8). Touto membranou jsou filtrovany plazmatické
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bilkoviny (pfedevsim albumin) podle jejich néboje. Vyjimkou jsou plazmatické bilkoviny
s molekulovou hmotnosti mensi nez 30 000 Da. Jejich povrchovy negativni naboj, tmérny
jejich hmotnosti, je totiz tak maly, Ze mohou pronikat do ultrafiltratu prakticky bez omezeni
sttedem prostor trojrozmérné sité¢ negativné nabitych proteoglykanli v glomerularni bazélni
membrané a negativné nabitych molekul na povrchu endotelovych a epitelovych bunék. Za
fyziologickych okolnosti je proto koncentrace takovych nizkomolekularnich plazmatickych
bilkovin v plazm¢ 1 ultrafiltratu prakticky identickd. K témto volné filtrovatelnym
plazmatickym bilkovindm patii a-1-mikroglobulin, vazebny protein pro retinol (RBP),
B-2-mikroglobulin, cystatin C a volné lehké fetézce imunoglobulinti. K filtraci plazmatickych
bilkovin s molekulovou hmotnosti vétsi nez 150 000 Da dochazi pfedevsim pii organickych
poruchéch integrity glomeruldrni kapilarni stény. Za fyziologickych okolnosti tyto bilkoviny
do struktur glomeruldrni stény nepronikaji. Denni profiltrované mnozstvi plazmatickych
bilkovin se pohybuje kolem 10g; v moc¢i zdravych osob je vSak vyluCovano piiblizné do
100 mg plazmatickych bilkovin za den. Rozdil, tedy pfiblizn€ 99,75 %, je vstifeban v bunikach
proximalnich tubult (1, 9).

Tubularni resorpce bilkovin probiha z nejvétsi €asti v pars convoluta proximalniho
tubulu. Nejdiive dochdzi k elektrostatické vazbé amino-quanidinovych skupin bilkovin na
receptory na povrchu mikroklkd tubuldrnich bunck, nésledné endocytéoze a proteolyze
bilkoviny. Vazba bilkovin na tubularni receptory je zfejmé& nespecifickd, vazebnad afinita
receptorti pro jednotlivé bilkoviny vyznamné rozdilna. Pti nizké vazebné afinité (napf. pro
albumin) je kapacita resorpce malé a pfi jeho zvySené pasazi sténou glomerularni kapilary do
ultrafiltratu dochéazi rychle k vzestupu jeho exkrece do moci. Albumin je proto citlivym
indikatorem zvySené glomerularni filtrace. Vazebna afinita receptori pro volné filtrovatelné
nizkomolekuldrni bilkoviny je vysokd. Vzestup jejich koncentraci v plazmé, resp.

v ultrafiltratu se, pfi neposkozenych tubulech, projevi jejich zvySenou exkreci do mo¢i az pri
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znaén€ vysokych koncentracich. Rozdily ve vazebné afinit¢ receptori pro jednotlivé
bilkoviny se vyznamné projevi pfi poskozeni tubuldrnich bunck. Maximélni tubuldrni
resorpce pro albumin je udavana v rozmezi 92-99%, pro volné filtrovatelné nizkomolekularni
bilkoviny az 99,97% (10). Pti sniZzeni poctu funkénich receptorti bude proto vzestup exkrece
nizkomolekularnich bilkovin fadové vysSi nez vzestup exkrece albuminu; bude citlivym
indikatorem poskozeni tubularni resorpce pro bilkoviny.

Hlavnimi receptory podilejicimi se na zpétné absorpci jsou megalin a cubilin. Tento
cyklus je dilezity zejména k zamezeni ztrat aminokyselin, filtrovanych ve formé bilkovin,

dale hormoni a vitamini (11, 12).

5.2 Proteinurie

Filtrace krevni plazmy v glomerulech a modifikace ultrafiltratu v tubulech ledvin se
rozhodujicim zplisobem podili na udrZzovani pro Zivot nezbytného objemu a sloZeni
extracelularni tekutiny (ECT). Z celkového poctu plazmatickych bilkovin, které protéka
ledvinami, unikd z plazmy do moci jen neuvéfitelnych 0,00004 — 0,00005%. Velké molekuly
(ptedevsim IgG) proudi na obvodu kapilarniho toku, mensi v jeho stfedu (tzv. polarizacni
koncentrace); ne zcela jasnym zpisobem brani periferné prudici vétsi molekuly prostupu
centralné proudicich mensich vrstvou kapilarniho endotelu do hlubsich vrstev glomerularni
stény. Hydrodynamicky tok vody a soluti sténou kapilary podminuje konvekci v malé¢ mite
1 pasaz elektronegativné nabitych molekul (pfedevS§im albuminu) do ultrafiltratu. Pfispiva
ktomu i difuze bilkovin podle koncentra¢niho gradientu pfi postupném vzestupu jejich
koncentrace v pribéhu glomerularni kapilary. Za fyziologickych okolnosti se konvekce
1 difuze na priniku plazmatickych bilkovin do ultrafiltratu podileji jen malo. Vyznamné se
vSak oba jevy uplatni pfi poruchach glomeruldrni mikrocirkulace, tedy pii poklesu perfuze

ledvin s ndslednym vzestupem filtra¢ni frakce (3, 7).
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Primérnd denni exkrece bilkovin do moc¢i je uvadéna ve velmi Sirokém rozmezi
(10-210 mg/den), nejcastéji v rozsahu 50-80 mg/den. Exkreci bilkovin do moc¢i miZze navic
v pribéhu dne zna¢né ovlivnit intenzita svalové aktivity, zmény krevniho tlaku, sloZeni
potravy, zmény glomerularni filtrace aj. Také denni exkrece nizkomolekularnich bilkovin
v moc¢i je v prvnich mésicich Zivota (nedonoSenci, novorozenci) ziejmé v disledku funkéni
nezralosti ledvin vyssi.

Diskrimina¢ni limit pro definici patologické proteinurie doporucili vroce 1987
Robinson a Dennis exkreci 150 mg bilkovin denné. Kritérium vSak neni pfijiméno
bezvyhradné. Existuje fada studii, které navrhuji pouzivani standartné zjisténych referen¢nich
hodnot exkrece proteinti do moc¢i. Na vzniku a trvani patologické proteinurie se miize podilet
nékolik patogenetickych déji. Zpravidla rozliSujeme nékolik typl proteinurii. V praxi se
nejcastéji setkavame s glomerularni proteinurii, jejiz pficinnou je zvySena propustnost stény
glomerularni kapilary pro plazmatické bilkoviny z divodu ireverzibilni organické zmény
struktury glomerularni stény (zanétlivé, degenerativni onemocnéni atd.). Dusledkem toho
dochazi ke ztrat¢ selektivity glomerularni filtrace plazmatickych bilkovin jak podle néaboje,
tak 1 podle jejich molekulové velikosti. U téchto glomerularnich neselektivnich proteinurii je
dominujici bilkovinou albumin o molekulové hmotnosti 67 kDa nésledovanou IgG
imunoglobulinem. Neselektivni glomerularni proteinurie je néalezem pii trvalém poklesu
glomerularni filtrace, ve vétSin€ ptipadl pii vSech chronicky probihajicich glomerulopatii,
u systémovych vaskulitid, amyloid6zy ledvin a naptiklad u rozvinuté diabetické nefropatie ¢i
fokaln¢ segmentalni glomeruloskleréozy. = Naopak glomerularni selektivni proteinurie je
zpusobena ztratou selektivity jen podle ndboje. V moci nachazime ptedevSim albumin,
v malé mife bilkoviny o molekulové hmotnosti v rozsahu 30-130 000 Da (a-1-antitrypsin,
transferrin, a-2-glykoproteiny). Bilkoviny s vét§i molekulovou hmotnosti, tedy zejména

imunoglobuliny, se v moci neprokazuji (3, 4, 9).
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Selektivni glomerularni proteinurie je charakteristickym nalezem u nefrotického
syndromu s minimalnimi zménami, vyjimecné v Casnych fazich u IgA nefropatie
a membrandzni glomerulonefritidy.  Prerendlni proteinurie vznikd pii nepoSkozené
glomerularni filtraci a tubuldrni resorpci plazmatickych bilkovin. Jeji pfi¢innou je vysoka
koncentrace bilkovin o nizké molekulové hmotnosti v plazmé, jiz jsou volné filtrovatelné a po
ptekroceni kapacity tubuldrni resorpce vylu€ovany do mo¢i. Pfikladem mohou byt proteinurie
pii akutnich zatézich s pfimym (popaleniny) ¢i nepiimym (septickd toxemie) poSkozenim
tkani.

Pii absolutnim nebo relativnim snizeni tubuldrni resorpce volné filtrovatelnych
nizkomolekuldrnich plazmatickych bilkovin vznikaji tubulérni proteinurie. Na proteinurii se
v Casné fazi onemocnéni podili zhruba stejnym dilem nizkomolekularni bilkoviny a albumin.
V dal§im vyvoji onemocnéni, pokud pii ném dochdzi k poskozeni glomerulli, se tubularni
proteinurie méni na tubuloglomerularni nebo v ni glomerularni slozka zac¢iné ptevazovat.

Obrazek 2. Srovnani rendlnich typi proteinurii (6)

200 000 | IgA
IgG
100 000 |
80 000 F transferin
- 1. glomerularni selektivni
60 000 |- fﬁg@;ﬁe — proteinurie
40 000 | (dimer) 2. glomerularni neselektivni
%8 888 [ Retinol — proteinurie
vazajicl protein 3. tubularni proteinurie
10 000 lyso.zym . 4. smiSend (glomerulotubularni
B,-mikroglobulin proteinurie)

Tubularni proteinurie mize byt kompletni nebo inkompletni. U kompletnich jsou vylu¢ovany

prakticky vSechny mikroproteiny s molekulovou hmotnosti od 10 do 70 kDa, al-antitrypsin,
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albumin, PB2-mikroglobulin, retinol vazajici globulin, al kysely glykoprotein. U inkompletni
tubularni mikroproteinurie se v moc¢i objevi mikroproteiny s molekulovou hmotnosti od 10 do
40 kDa, t.j. B2-mikroglobulin, retinol vézajici globulin, al kysely glykoprotein. U smiSené
proteinurie jde o kombinaci glomerularni a tubularni proteinurie (13, 14, 15). (Obr. 2)
Postrenalni proteinurie je soucasti zanétlivych, nadorovych a krvacivych onemocnéni
vyvodnych cest. Tato proteinurie vznika sekreci plazmatickych bilkovin do vyvodnych
mocovych cest. Prokazuje se ptitomnosti celého spektra plazmatickych bilkovin, ma tedy
charakter glomerularni neselektivni proteinurie. Navic jsou v moc¢i pfitomné i1 plazmatické
makromolekuly (a-2-makroglobulin, IgM imunoglobulin, fibrinogen a lipoproteiny), které ani

pii znaéném poskozeni stény glomerularni kapilary do ultrafiltratu neprochazeji.(9)

5.3 Glomerulopatie

Nemoci glomerulti (glomerulopatie) ptredstavuji velmi heterogenni skupinu nemoci,
které 1ze tfidit dle mnoha riznych kritérii. Glomerulonefritidy jsou glomerulopatie vznikajici
zpravidla v disledku aktivace imunitnich mechanismli, nékdy se zanétlivymi zménami
v glomerulech. Klinicky rozliSujeme glomerulopatie primarni s izolovanym postizenim ledvin
a sekundarni, kde postizeni ledvin je jen jednim z projevl systémového, cévniho,
metabolického nebo genetického onemocnéni postihujici 1 jiné organy (3, 9). Podle ¢asového
vyvoje lze glomerulonefritidy de€lit na akutni glomerulonefritidu (charakterizovana néhlym
zacCatkem, obvykle s postupnou upravou renalni funkce béhem nékolika tydntli), rychle
progradujici glomerulonefritidy (nelécené formy vedou béhem nékolika tydnl ¢i mésich
k progredujici ztraté¢ funkce ledvin, terapii lze vSak Casto rendlni funkci obnovit nebo
stabilizovat) a nakonec chronické glomerulonefritidy ohrozuji zejména svou pomalou (léta
i desetileti), ale soustavnou a casto terapeuticky obtizn€¢ ovlivnitelnou progresi do
chronického selhdni ledvin. Rizné glomerulopatie maji do zna¢né miry typicky mocovy

nalez, ktery hraje dulezitou roli vrozhodovani o indikaci k rendlni biopsii. Nefroticky
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syndrom s malou aZ stfedni erytrocyturii je pfizna¢ny naptiklad pro membrandzni nefropatii,
nebo fokaln¢ segmentdlni glomerulosklerézu, izolovana selektivni proteinurie zase pro tzv.
nefroticky syndrom s minimdlnimi zménami.(1) Nenahrazuje ovSem biopticky ndlez, nedava
moznost odhadnout zdvaZznost onemocnéni a jeho progndézu a nemuize byt podkladem pro
event. imunosupresivni lécbu. Nalez v renalni biopsii nadéle zlistava zadkladem pro klasifikaci
glomerulopatii. Zmény mohou postihovat jen nékteré glomeruly (fokdlni zmény), a jen
nckteré kapilarni klicky (segmentalni zmény), nebo mohou byt postizeny vSechny glomeruly
(difuzni zmény) a vSechny kapildrni klicky v glomerulu (globdlni zmény). Dulezitym
nalezem je také zvySeni bunéCnosti glomerull, které muize byt zplsobeno jak infiltraci
glomerulu krevnimi elementy (neutrofily, monocyty, lymfocyty) tak 1 zmnoZenim
(proliferaci) mezangidlnich, endotelovych nebo epitelovych bunck. Glomerulonefritidy tak
délime na neproliferativni (napf. nefroticky syndrom s minimalnimi zménami, fokalné
segmentalni glomeruloskler6za, membran6zni nefropatie), kde neni bunécnost glomerulii
zvySena a na proliferativni se zvySenym mnozstvim bunék v glomerulech. Klinické projevy
glomerulopatii mohou byt pestré. U chronickych neni vyjimkou zcela asymptomaticky pribéh
charakterizovany pouze patologickymi nalezem v moc¢i, ktery mize zlistat nerozpoznan (1, 7,
16).

BliZe jsme se v naSem studiu vénovali primarni glomerulopatii spojené s nefrotickym
syndromem (NS), jako je fokélni segmentilni glomeruloskler6za. Dale membrandzni
nefropatii, IgA nefropatii, lupusové nefritidé, amyloidéze AL a Wegenerové granulomatdze.
Zajimalo nas také vzacné geneticky podminéné onemocnéni Andersonova- Fabryho choroba,

proto zde také uvadime podrobné&jsi charakteristiku zminénych onemocnéni.
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5.3.1 Nefroticky syndrom

Nefroticky syndrom je klinicko-laboratorni syndrom charakterizovany velkou
proteinurii, hypoproteinémii, edémy, hypercholesterolémii a lipidurii. Proteinurie je
zpiisobena zvySenou permeabilitou glomerularni bazalni membriny (zména néboje
membrany), poSkozenim membrany, podocyti ¢i naruSenim sekrecné-reabsorbcnich
tubularnich pochodti (6, 9). U nefrotického syndromu dosud neni znamo piesné slozeni
modifikovanych ¢i degradovanych proteinli v mo¢i, ale piedpokladd se mozny toxicky vliv
téchto proteinti na tubularni burky.

Mezi nejcastéjsi primarni glomerulopatie vedouci k rozvoji nefrotického syndromu patii
fokalni segmentalni glomerulosklerosa, idiopatickdi membran6zni nefropatie a nefroticky
syndrom s minimalnimi zménami glomeruld, ktery je hlavni pfi¢innou nefrotického syndromu
u déti. Tyto tfi nemoci jsou z 60-95% ptic¢inou vzniku nefrotického syndromu a jeho rozsitent
je zavislé na v€ku. Nefroticky syndrom s minimalnimi zménami glomerulll je onemocnéni
glomerulll charakterizované zvySenou permeabilitou glomerularni kapildrni stény (ztrata
selektivity dle naboje) pro bilkoviny bez pfitomnosti imunitnich depozit v glomerularni
kapilarni sténé. Typicka je velkd proteinurie (u dospélych > 3,5 g/ 24h), obvykle selektivni
s veétSinovym vyskytem albuminu a proteint s niz§i molekulovou hmotnosti (albuminurie).
Fokalni a segmentdlni glomeruloskleréza (FSGS) je popsana skler6zou nékterych ¢asti ¢i
pfimo glomerulli, kterd dale pokracuje chronickym rendlnim poskozenim. Idiopaticka
membrano6zni nefropatie je forma nefrotického syndromu pacientd stfedniho a starSiho veku.
Dusledkem vyskytu imunokomplexu obsahujiciho pievdzné IgG, jenZ je umistén mezi vnéjsi
glomerularni membréanou a podocyty, dochazi ke zbytnéni glomerularni kapilarni stény a také

k poruseni funkce podocytli a nakonec i ke ztrat€ renalni funkce.
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5.3.2 Membrandzni nefropatie

Membrandézni nefropatie (MN) je charakterizovana nefrotickym syndromem
s depozici imunokomplexi mezi epitelovymi bunikami (podocyty) a bazdlni membranou
glomerull. Membran6zni nefropatie je vzacna u déti, u dospélych je nejcastéjsi pii¢inou
nefrotického syndromu (20-40%), u nemocnych starSich 40 let je pak pficinou nefrotického
syndromu u vice nez 50% nemocnych. U asi 30% dospélych nemocnych s MN je
glomerulopatie sekundarni pfi jiném primérnim onemocnéni. Nej€astéj$imi piiCinami
sekunddrni membran6zni nefropatie jsou léky, tumory, systémovy lupus erythematosus

a infekce (1, 3, 4).

5.3.3 IgA nefropatie

IgA nefropatie (IgAN) je charakterizovana epizodami makroskopické hematurie
vazané na infekci €i trvalou glomerularni mikroskopickou hematurii s pfitomnosti difiznich
depozit IgA globdln¢ v mezangiu glomeruld. IgA nefropatie je nejcastéjSim typem
glomerulonefritid v Evropé a vyskytuje se nejCastéji v mladSim a sttednim véku. Vyrazné
Castéji jsou postizeni muzi. IgAN je typicka vyraznymi rozdily v prevalenci mezi
geografickymi oblastmi, které by mohly byt podminény geneticky. V jihovychodni Asii se
vyskytuje u 40-50%, v Evropé u 25% a v USA jen asiu 12% vSech bioptovanych nemocnych.
IgA nefropatie je vzdcnd u Cernochi a Indianiti. U vétSiny nemocnych se IgA vyskytuje

sporadicky, ale byl popsan také familiarni vyskyt (3).

5.3.4 ANCA-asociovana vaskulitida (AAV)

ANCA-asociované vaskulitidy se historicky déli na tfi hlavni klinicko-patologické
jednotky: Wegenerovu granulomatdzu, mikroskopickou polyangiitidu a syndrom Churcha
a Straussové. Pacienti mohou mit znamky postiZzeni glomeruldrnich kapilar, které zplisobuje

glomerulonefritidu, plicnich kapilar, které vede k plicnimu krvaceni, ¢i kozZnich kapilar
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s purpurou. Pfizna¢nou pro tuto skupinu vaskulitid je absence depozice imunoglobulint.
Odhaduje se, Ze ro¢ni incidence AAV je v Evropé a Severni Americe asi 10-20 pfipadli na
milion obyvatel. Bé&loSi jsou postizeni Casteji nez ¢ernoSi, miZi o néco Castéji nez Zeny.
Onemocnéni byva diagnostikovano pfevazné v paté, Sesté nebo sedmé vékové dekadé, ale
muze se vyskytnout v kterémkoliv véku.

Wegenerova granulomatéza (WG) je systémové onemocnéni charekterizované
nekrézami, tvorbou granulomi a vaskulitidou hornich a dolnich dychacich cest. WG je

onemocnéni stiedniho veéku (50 let) s ponékud castéjsSim postizenim muzii (4).

5.3.5 Systémovy lupus erytematosus s postiZenim ledvin (lupusova nefritida)

Systémovy lupus erythematosus (SLE) je pleomorfni klinicko-laboratorni syndrom,
ktery diagnostikujeme u osob splilujicich alespoit 4 kritéria American College of
Rheumatology (exantém na tvéfich, fotosenzitivita, viedy v ustech, postizeni ledvin —
proteinurie a/nebo granularni valce, neurologické poruchy aj.) SLE je asi 10 krat Castéjsi
u Afroamericanek nez u béloSek. SLE je u zen v dobé plodnosti asi 8-12 krat castéjsi.
K rozvoji onemocnéni pravdépodobné pfispivaji estrogeny, zatimco androgeny maji vliv
ochranny (3).

Pacienti maji obvykle pozitivni antinukledrni protilatky, vétSina i protilatky proti
dvojvlaknové DNA (ds DNA). Patogenni role autoprotilatek nebyla u lupusové nefritidy
jednoznacné prokdzana. Predpokladd se, ze dilezitou roli v patogenezi poSkozeni ledvin
u SLE mohou hrat bud’ komplexy ds-DNA a protilatek proti ds-DNA nebo histony a

protilatky proti nim.

5.3.6 Amyloidoza AL

Termin amyloidéza je definovan morfologicky.  Jako amyloid oznacujeme

extracelularni depozici proteinovych 7,5-10 nm Sirokych linearnich nevétvicich se fibril
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skladajicich se ze dvou stocenych filament o S§ifce 3 nm s pravidelnou konfirguraci
B-skladaného listu. Podle typu proteinového prekurzoru lze rozliSit rizné typy amyloidozy.
Z hlediska postizeni ledvin jsou diilezit¢ AA amyloidéza a AL amyloidéza (prekurzorem jsou
lehké tetézce imunoglobulintl). Postihuji kromé ledvin i1 dalsi organy, jako srdce, jatra ¢i
stteva. Amyloidovd depozita jsou zpocatku lokalizovdna zejména v mezangiu, podél
glomerularni bazalni membrany a v cévni sténé, ale také ve sténé€ tubulil a intersticiu ledvin.
Pfi¢innou je prevazné revmatoidni artritida (asi 70 % pacientli). Druhou nejcastéjsi pfi¢innou
(5-10 %) jsou chronické zanétlivd onemocnéni.

Primérni amyloidéza komplikuje asi 10-15% piipadii mnohocetného myelomu.
Z klinického hlediska se u AL amyloiddzy ve vétSiné piipadi setkdvame s nefrotickym
syndromem, kdy ztraty bilkovin do mo¢i mohou piesahovat i1 20 g/den. Také rizny stupen
sniZeni renalni funkce je pfitomen u fady nemocnych, 20% z nich vyZzaduje v dob¢ stanoveni

dialyzu (1, 4, 9).

5.4 Andersonova-Fabryho choroba

Andersonova Fabryho choroba (AFD) ptedstavuje klinické a patologické projevy
dédicného deficitu enzymu oa-galaktoziddzy A (o-gal A) (17, 18), vedouciho
k intracelularnimu hromadéni neutralnich glykosfingolipidii s a-galaktosylovymi terminaly.
Jde o onemocnéni X-recesivné vazané, incidence se odhaduje na 1:40 000 (19, 20),
v nékterych studiich 1: 3500 (20). Globotriaosylceramid (Gbs), glykolipidovy substrat
enzymu a-galaktozidazy A, se postupné hromadi v postizenych buiikach a tkanich pacientt,
coz vede k Sirokému spektru klinickych projevii. Globotriaosylceramid selektivné nici jak
bunky endotelidlni, peritelidlni a buiiky hladkého svalstva vaskularniho systému, tak také
rendlni epitelidlni buiiky, buiiky myokardu a builkky nervového systému. (21, 22, 23, 24).

Diagnézu AFD lze stanovit biochemicky pritkazem sniZenych hladin pro a-gal A v plazmé
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nebo  leukocytech;  vplazmé nebo vmoci lze  zjistit zvySené  hladiny
globotriaosylceramidu.(6).

Aktivita a-gal A je u postizenych hemizygotl obtizné detekovatelnd, u varianty
mirnéj$i (kardidlni), u atypickych hemizygoti a u zen pifenaSecek byva prokazatelna
rezidualni aktivita a-gal A rizného stupné (22). Piesto az 80 % Zen pfenaSeCek ma urcité
pfiznaky choroby a az u 20% se mohou vyskytnout zivot ohrozujici symptomy. Proto je
v posledni dobé zvazovano povazovat toto onemocnéni za X-dominantné vazané.

Klasickd AFD je multisystémové onemocnéni vyznacujici se vyraznym a potencialné
destruujicim postizenim ledvin, srdce a periferniho nervstva. Onemocnéni se projevuje
typicky u postizenych muzskych jedinct v détském véku nejprve periodickymi epizodami
bolesti. Ovlivnéni Zivotné diilezitych organti zplisobuje u hemizygotnich muzl s ptibyvajicim
vékem smrt, zpravidla v disledku rendlnich a kardidlnich komplikaci vyskytujicich se
zejména ve Ctvrté a paté Zivotni dekade (25). Od roku 2001 je dostupnd enzym-substitucni
lécba pomoci lidské rekombinantni a-galakatozidazy A (26, 27). Soucasné dikazy potvrzuji,
7ze enzym-substituéni léCba je vice ucCinna, pokud je zahdjena Casné, pfed rozvojem
pokrocilého poskozeni ledvin se zietelnou proteinurii (28, 19). Dosud bylo stanoveni exkrece
Gb; a jeji koncentrace v plazmé a moci pouzito jako biomarker odpovédi nemoci na lécbu.

V soucastnosti je lyso-Gbs (globotriaosylsfingosin) navrhovan jako slibn€j$i néstroj.
Lyso-Gbs je rozpustnd sloCenina, kterd se muiZe snadno pohybovat zbuilkky do burky.
Narozdil od Gb; postrada hydrofobni (acyl) fragment. Lyso-Gbs je prakticky nedetekovatelny
v plazmé zdravych jedinct, ale u pacientli s AFD je v plazmé& obsazen v relativné vysokych
koncentracich (29). Nicméné by bylo potieba nalézt novy biomarker ke stanoveni vaznosti

onemocnéni a efektivity enzym-substitucni 1écby (30).
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Nase prace se zabyva studiem typu a skladby proteinti obsazenych v moci pacientd
s riznymi nefropatiemi. K tomuto ucelu vyuzivame proteomické techniky jejichz prehled

uvadime v nasledujicich odstavcich. (pfiloha 1, 2)

5.5 Proteomika

Termin ,,proteom™ byl zaveden vroce 1994 Marcem R. Wilkinsem, vedoucim
bioinformatiky u firmy Proteome Systems v Sydney, pro oznaceni veskerého proteinového
komplementu kédovaného genomem. Pro tento termin, existuje mnoho definic. VétSina z nich
se v podstaté shoduje, ze vyzkum proteomu zahrnuje tfi zdkladni aktivity: identifikaci
veskerych proteini produkovanych urcitou bunikou, tkani nebo organismem, definici
vzéjemnych interakci téchto proteinii nezbytnych pro urcitou biologickou funkci, a stanoveni
pfesné trojrozmérné struktury proteinii kli€ové pro identifikaci nizkomolekularnich ligandd,
napiiklad latek, které mohou slouzit jako potenciondlni lé¢iva. Mezinarodni organizace
HUPO (Human Proteome organization) formulovala v roce 2001 cile proteomiky ponékud
presngji jako identifikaci vSech proteini kodovanych lidskym genomem (poptipadé genomy
dalsich, zejména tzv. modelovych organismi) s néaslednym stanovenim jejich exprese
v riznych bunkach daného organismu, jejich subceluldrni lokalizace v riznych organelach,
déle jejich posttransla¢nich modifikaci, jejich vzdjemnych interakci a vztahu mezi strukturou
a funkci (31, 32).

Z hlediska poctu zkoumanych objektl se odhaduje pocet lidskych genti na 40 — 50 tisic,
zatimco odhad poctu vSech proteinovych produktl u ¢lovéka dosahuje zhruba 2 miliont.
Informace uloZena v genech je definovana v podstaté linearni sekvenci ¢tyf znakil a je tedy
jednorozmérnd a pomérné stabilni. Naproti tomu informace uloZend v proteinech je
mnoharozmérnd, zavisla na faktorech jako alternativni splicing, posttranslaéni modifikace,
a konecné spravné sbaleni proteinu vedouci k jednoznaéné trojrozmérné struktute definujici

biologii kazdého proteinu. Casova promeénlivost proteomu (proteinové stroje, signalizacni
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kaskady apod.) nam poukazuje na skutecnost, ze metodika pro vyzkum proteomu je
nesrovnatelné komplikovanéj$i, neZ postupy pouZité pii sekvenovani genomul. Zatimco lidsky
genom byl sekvenovan béhem relativné kratkého €asového useku, pro feSeni komplexniho
zadani lidské proteomiky je nezbytnd kombinace Sirokého spektra metodickych piistupl od
klasické chemie a biochemie proteinii aZ po nejnové€jsi techniky robotického zpracovéani
vzorklli a mikroidentifikace proteini hmotnostni spektrometrii. Je zfejmé, Ze uplatnéni
nékterych klasickych technik proteinové analyzy bude v moderni proteomice stale vice
omezené. Takové techniky, které nejsou dostatecné citlivé, a neumoziuji snadnou
automatizaci a robotizaci jsou postupné nahrazovany novymi pfistupy. Mezi soucasné
nastroje proteomiky zcela jisté patii dvourozmeérna elektroforéza v polyakrylamidovém gelu,
hmotnostni spektrofotometrie (MS), kterd méti molekulové hmotnosti latek. Za zminku jisté
stoji metoda vysokotlaké kapalinové chromatografie HPLC, ktera separuje proteiny na
zdklad¢ hydrofobicity s moznou névaznosti na MS. Zajimavou technikou jsou Isotopové
znacen¢ afinitni znacky v MS, které umoznuji selektivni znaceni urc¢itych aminokyselin (napf.
cystein) a také rychlé nalezeni zmény proteinovych profild. Piikladem muze byt oznaceni
normalni zdravé buniky sondou s lehkymi isotopy a naddorové transformované bunky tézkymi
isotopy. Ziskand zména poméru pikil je mirou zmény pomeru exprese obou proteint (33).
Cilem nasi studie bylo ziskat pfedev§im informaci o celkovém zastoupeni jednotlivych
proteinii v moc€i. Proto jsme se vénovali technice 2D elektroforézy, kterd ndm tuto moZznost

poskytuje.

5.5.1 2D elektroforéza

2D elektroforéza byla poprvé piedstavena O’Farrellem vroce 1975. Technika
dvojrozmérné polyakrylamidové elektroforézy stile ziistava diky své unikatni separacni

schopnosti zdkladem mnoha proteomickych projektii. Dvourozmérné elektroforéza (2D) je
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moderni, Siroce pouZivana separani metoda k analyze souboru proteinii extrahovanych
z bunék, tkani a jinych biologickych materialt. Technika je zaloZena na separaci proteinli na
zaklad€ dvou nezavislych vlastnosti ve dvou samostatnych krocich.
V prvnim kroku, izoelektrické fokusaci (IEF), jsou proteiny délény na zakladé¢ svych
izoelektrickych bodl (plI). K tomuto Gcelu jsou zpravidla vyuzivany komercné ptfipravené
polyakrylamidové stripy s imobilizovanym pH gradientem (linearni, nelinearni) o rzné délce
(7, 11, 13, 18 a 24 cm). V nasi studii byla IEF provadéna pomoci 7 cm dlouhych strip
s imobilizovanym nelinedrnim gradientem rozmezi pH 3-10 na pfistroji Multiphor II.
Proteiny jsou amfoterni molekuly nesouci kladny, zaporny nebo nulovy ndboj v zavislosti na
pH prostfedi, ve kterém se nachdzeji. Volny ndboj proteinu je soucet vSech negativnich
a pozitivnich nabojl, jejich aminokyselinovych postranich fetézci a aminovych- a
karboxylovych koncii. Izoelektricky bod je takové pH, pfi kterém je volny naboj proteinu
roven nule, tedy protein se nepohybuje v elektrickém poli. Proteiny jsou pozitivné nabité,
pokud se pohybuji v prostiedi o niz§im pH, nez je jejich pl. A naopak negativné nabité pii pH
prostiedi vy$$im jak jejich pl. Pro samotnou IEF je pfitomnost pH gradientu kritickou
zélezitosti. V prostfedi pH gradientu a pod vlivem elektrického pole proteiny migruji do
takového mista, kde maji nulovy volny naboj. Proteiny s kladnym volnym nébojem budou
putovat ke katod€ s postupné klesajicim ndbojem, az se zastavi v misté svého pl. Proteiny se
zapornym volnym nabojem migruji k anodé a opét se zastavi v misté jejich nulového naboje.
V ptipadé, Ze by se proteiny difuzi dostaly do jiného mista, jsou ihned navraceny zpét. Tento
jev se nazyva zaostiovaci efekt IEF, ktery koncentruje proteiny v misté jejich pl a umoziuje
tak déleni proteinil i podle velmi malych rozdilt naboje.

Ve druhém kroku jsou proteiny déleny v polyakrylamidovém gelu s pfidavkem
dodecyl sulfatu sodného (SDS-PAGE) na zakladé¢ svych molekulovych hmotnosti (Mr,

relativni molekulovd hmotnost). Kazda spota na 2D gelu odpovida konkrétnimu proteinu ve
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vzorku. Takto miZe byt separovano az tisic riznych proteinii, kdy ziskdme informaci jak
o molekulové hmotnosti, pl tak i o mnoZzstvi daného proteinu. Proteiny nejsou déleny na
zédklad¢ naboje diky ptitomnosti SDS ve vzorku a gelu. SDS je anionicky detergent, ktery ve
vodném roztoku vytvaii globularni micely slozené z 70-80 molekul obsahujicich 12
alkylovych hydrofobnich jednotek dotykajicich se hydrofilni sulfatové ,hlavice®. VSechny
bilkoviny totiz vazi SDS v konstantnim poméru, asi 1,4g SDS na lg bilkoviny, a tim
charakteristicky méni svou konformaci. Vysledné komplexy SDS-bilkovina pak maji stejnou
hodnotu povrchového naboje a jejich konformace se do té miry unifikuje, Ze relativni
molekulova hmotnost bilkoviny odpovida velikosti jejiho komplexu s SDS. Pfed samotnou
analyzou se jeSté pridava redukujici agent dithiotreitol (DTT) k poruseni vSech disulfidovych
vazeb. Na zaklad€ jejich velikosti se kazdy protein pohybuje skrz gel s rozdilnou rychlosti;
mensi proteiny pronikaji pory v gelu snadnéji nez vétsi, které se stietavaji s vétSim odporem.
Po n¢jakém case (obvykle n¢kolika hodinach, doba probihani elektroforézy zavisi na velikosti
proudu, ktery gelem prochézi) jsou proteiny na zékladé své molekulové hmotnosti rozdélené.
Mensi proteiny postoupi dale nez vétsi, které jsou blize pocatku, kam byly proteiny

aplikovany. Nakonec jsou proteiny vizualizovany Coomassie blue ¢i stiibrem (34).

5.5.2 MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-MS  (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization ~ Mass
Spectrometry) byla poprvé zavedena v roce 1985 (35). Dnes, o desitky let pozdé&ji, zlistala
metoda oproti plivodnimu popisu az na malé Upravy nezménéna. Co se vSak dramaticky
zménilo je Uprava vzorku pfed samotnou MALDI-MS analyzou, kdy ji mnohdy piedchéazi
kapalinové ¢i plynova chromatograficka metoda nebo elektroforéza. MALDI je vedle metody
ionizace elektrosprejem (EIS) jednou ze dvou ionizacnich technik, které umoziuji citlivou

detekci velkych, netékavych a labilnich molekul pomoci hmotnostni spektrometrie. Pfi
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pouziti metody MALDI se necha studovand latka (nebo smés latek) vykrystalovat na kovové
podlozni desce s tzv. matrici na vzduchu. Tou byvaji derivaty nizkomolekuldrnich
aromatickych kyselin, které mohou absorbovat energii laserového zafeni ve viditelné nebo
blizké ultrafialové oblasti naptiklad a-kyano-4-hydroxyskoticova kyselina; 3,5-dimethoxy-4-
hydroxyskoficova kyselina; 2,5-dihydroxybenzoova kyselina. Vybér vhodné matrice je
klicovym krokem samotné analyzy. Vybirat mizeme z n¢kolika druht matric podle toho jaké
povahy je ndmi zkoumany vzorek (proteiny, peptidy, nekovaletni komplexy, nukleové
kyseliny). Po ozéafeni smésnych krystalli matrix-analyt na MALDI-TOF desticce zableskem
laseru se latky prudce odpaii do vakua a ionty studovanych latek se pak jiz pohybuji
samostatné. Jsou urychleny stejnosmérnym elektrickym polem. V tomto uspotadani ziskava
vétSina molekul ndboj + nebo -1. Techniky ESI i MALDI jsou do té miry Setrné, Ze pti nich
nedochézi k fragmentaci ani velkych bilkovinnych molekul. Ve vakuovém prostoru mohou
slouzit k ur€eni hmotnosti iontu tyto parametry drahy. Jednak to mize byt doba letu iontu,
ktery byl urychlen vysokym stejnosmérnym elektrickym napétim, od mista ionizace
k detektoru. lonty se stejnym nabojem ziskaji pfi priichodu elektrickym gradientem stejnou
energii (E,oc = zU, kde z je naboj a U elektricky potencial), jejich rychlost pak zavisi na
hmotnosti m podle rovnice Eyjy = ¥ mv?). Tento zptisob uréovani hmotnosti se nazyva TOF
(time of flight). Dale zaktiveni drahy v magnetickém poli, kolmém na pohyb iontu. Tento
klasicky typ detektoru vyuziva skuteCnosti, Ze draha nabité Castice se v magnetickém poli
zakiivuje tim vice, ¢im se Céstice pohybuje pomaleji, ¢im mé vyss$i naboj a niz§i hmotnost.
V nejmodernéj$im provedeni vytvaii magnetické pole supravodivy magnet; hledaji se pak
takové parametry pole, pfi nichZ jsou jednotlivé druhy iontli uvedeny na stacionarni kruhovou
drahu v tzv. cyklotronu. Nebo charakteristiky pohybu iontii v prostoru, tvofeném Ctyrmi
nabitymi ty¢emi (tzv. kvadrupol). Hleda se takové rozlozeni elektrického pole, pfi némz ionty

pfechédzeji do stacionarniho vinéni; z parametri pole lze pak ur¢it pomér m/zi jednotlivych
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ionll. A kone¢né zachyceni iontll v tzv. iontové pasti, tvofené prstencovou elektrodou (na
kterou je ptivedeno stfidavé napéti) a vstupni a vystupni elektrodou (na které je pfivedeno
stejnosmérné napéti). Po nahromadéni iontl v pasti se postupné zvySuje stiidavé napéti, coz
vede k postupnému vypuzeni iontll o vzristajici m/z;, Na obrazku 3 je uvedeno schéma
hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF. Elektrickd cocka a deflektor
umoziuji zaostfit ionty stejného poméru m/z a odklonit ty ionty, které nas v daném pokusu
"nezajimaji". Reflektor ma stejnou elektrickou polaritu jako deska se vzorkem a obraci let
iontl smérem k druhému detektoru; umoznuje zvysit piesnost méteni tim, ze prodluzuje

drahu letu, a také soustfedénim stejnych iontl v duté ¢asti prstencovitych elektrod. (35)

regulace
irtenzity
heanal laseru \ Iaser
.ﬂ" .-*/ m:::::;::"':' reflakior linearni
etk ﬁ' h :TI > (iontove zreadlo)  detekior

56 wZorkem -

‘ 1 deflekion

iontovs [
urychlovaci brana =
napét
elekiricke wakuove
Eotky pumpy

Obrazek 3 Schéma hmotnostniho spektrometru na principu MALDI-TOF (36)

Ziska se tak tfada hodnot molekulovych hmotnosti, které se zadaji do vefejné piistupné
databaze (Swiss-Prot, NCBInr). Automaticky se pak databdze prohleddva a hledaji se
peptidové S§tépy, které maji stejnou hmotnost jako zadané hodnoty. Pokud je primdrni
struktura studovaného proteinu v databazi zadana (jsou tam dnes jiz tisice proteintl), podafi se

ji obvykle se znac¢nou jistotou identifikovat.
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6 Cile prace
Analyza proteinti metodou dvourozmérné elektroforézy, zvlaste pak je-li nasledovana

MALDI-TOF MS, pfinasi jasny obraz proteini zastoupenych ve vzorku. Pfedmétem této
studie bylo sledovani zmén proteinii u nemoci ledvin spojenych s nefrotickym syndromem
a jinymi glomerulopatiemi pomoci modernich analytickych technik; izoelektrické fokusace,
dvourozmérné elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a MALDI-TOF MS. Hlavnim cilem
prace bylo navrhnout 2D metodiku, ktera by poskytovala piehledna spektra proteinit v moci
nefrotickych pacienti a poukazovala na pfipadné proteinové zmeény zplsobené nejen

ptitomnosti protedz, ale také vlivem daného onemocnéni ¢i lécbou.

1. Zavedeni metody pro stanoveni ptehlednych spekter proteini v moc¢i nefrotickych pacienti

= optimalizace techniky dvourozmérné elektroforézy na vzorky moce
nefrotickych pacienti.

= vyliv odstranéni albuminu ze vzorku
= stabilitni studie vzorkd moc¢i

* sledovani proteinovych zmén v disledku ptitomnosti proteaz

2. Studie proteini v moc¢i u pacientl s nefrotickou proteinurii

= porovnavani 2D spekter proteinli mezi jednotlivymi skupinami
= charakterizace vybranych proteinti pomoci MALDI-TOF hmotnostni

spektrofotometrie

3. Studie moc€ovych proteomll u pacientli s Andersonovo-Fabryho chorobou
= zjisténi rozdild v proteomu mezi pacienty s Andersonovo-Fabryho
chorobou a zdravymi jedinci
= identifikace potencialnich specifickych proteini nemoci pomoci

MALDI-TOF MS
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7 Material a metodika

Nalezeni specifického biomarkeru v moc¢i nefrotickych pacientli, ktery by
charakterizoval dané onemocnéni ledvin, by bylo velkym pfinosem zejména pro pacienty,
jenz by nemuseli byt podrobovani nepfijemnym a invazivnim vySetfenim. Pomoci 2D
techniky lze ziskat ptehled o zastoupeni a rozmisténi vSech proteinli obsaZzenych v moci

a k nalezeni rozdila, které se mezi jednotlivymi diagnézami vyskytuji.

7.1 Sledované skupiny pacienti

Sledovanou skupinu tvofilo 60 pacientii s nefrotickou proteinurii a jinymi diagnézami
(ANCA-asociovana vaskulitida (AAV), systémovy lupus erytematodes s postizenim ledvin
(lupusova nefritida), amyloidéoza AL, membran6zni nefropatie, IgA nefropatie, primarni
fokalni segmentalni glomeruloskleréza (FSGS), Wegenerova granulomatoza (45 muzi, 15
zen, ve veku (18-78 let). Jejich proteinurie se pohybovala v rozmezi 0,23 — 19g za 24h
(Tabulka I.). Dalsi skupinou bylo 20 pacientli s Andersonovo-Fabryho chorobou (11 muzi, 9
zen, ve veéku 18-69 let). Jejich proteinurie se pohybovala v rozmezi mezi 0,1 — 1 g za 24h, 13
pacientli bylo podrobeno enzym-substitu¢ni 1€cbé (deviti z nich byla podana agalsidasa beta,
Fabrazyme® 1 mg/kg kazdy druhy tyden; ctyfem agalsidasa alfa, Replagal® 0,2 mg/kg
kazdy druhy tyden) a sedm bylo nelécenych (Tabulka II.). Fyziologickd proteinurie se
obvykle pohybuje v rozmezi mezi 30-50 mg/den a je pfevazné slozena z tubularnich proteint,
jmenovité¢ uromodulin (Tamm-Horsfall protein). Hodnota proteinurie 150 mg/den mize byt
povazovana jako horni limit ,,normalni* proteinurie. Kontrolni skupina se skladd z 10

zdravych jedinct (5 maz a 5 Zen ve véku 27- 42 let). (Tabulka I.)
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Tabulka I. Klinické data pacientii s nefropatii a zdravych jedinct
Z Zeny, M muzi

Cislo veék | pohlavi | proteinurie | S kreatinin | U kreatinin Diagnoza

pacienta (g/N) (umol/l) (mmol/l)

1 41 |M 18,7 153 30,4 IgA nefropatie

2 71 | M 1,89 144 19,5 Amyloid6za AL

3 62 | Z 6,07 111 3.8 Amyloidoza AL

4 78 | M 3,6 80 12,2 Amyloid6za AL

5 58 | M 0,72 120 4,1 Wegenerova granulomatdza

6 56 | M 1,71 412 4,8 Wegenerova granulomatdza

7 36 | Z 0,25 46 5,6 Lupusova nefritida

8 62 'M 2,8 140 8,3 Membrano6zni nefropatie

9 32 | M 1,4 220 7,1 Lupusova nefritida

10 57 | M 1,54 307 4,1 Wegenerova granulomatdza

11 21 | M 0,58 60 16,1 Membrano6zni nefropatie

12 57T | M 4,31 491 7,8 Wegenerova granulomatdza

13 58 | M 1,68 153 7,7 Membrandzni nefropatie

14 21 | M 4,04 49 15,2 Membrano6zni nefropatie

15 39 | Z 1,77 60 5.4 Lupusova nefritida

16 49 |7 1,69 54 5,3 IgA nefropatie

17 61 | M 1,27 75 8,6 Nefroticky syndrom- FSGS

18 62 | M 0,23 235 6,3 Wegenerova granulomatdza

19 31 | Z 0,37 55 16,7 Wegenerova granulomatdza

20 34 | M 1,8 217 4,2 Wegenerova granulomatdza

21 24 ' M 1,19 210 8,2 Wegenerova granulomatdza-
p. ANCA

22 19 |7 1,7 166 7 IgA nefropatie

23 66 M 1,17 241 6,6 Membrandzni nefropatie

24 35 | M 3,79 120 9,4 IgA nefropatie

25 65 | Z 2,21 330 4,3 Nefroticky syndrom

26 65 | M 0,96 460 5 IgA nefropatie

27 48 | M 0,35 400 4,5 Wegenerova granulomatdza

28 55 | M 1,03 280 2,7 Wegenerova granulomatdza

29 21 | M 6,9 138 9,1 Nefroticky syndrom — FSGS

30 52 | M 1,15 89 12,8 Membrandzni nefropatie

31 50 | M 7,25 95 20,5 Membrandzni nefropatie

32 29 | Z 0,99 77 7,2 Lupusova nefritida

33 42 |'M 1,83 95 10,3 Membrandzni nefropatie

34 44 | M 7,33 400 8,3 Membrandzni nefropatie

35 31 | M 1,17 65 3,7 Lupusova nefritida

36 57T | M 5,72 120 11,9 Membrandzni nefropatie

37 39 | Z 12,12 63 9,6 Membrandzni nefropatie

38 21 | M 15,71 130 25,9 Nefroticky syndrom

39 67 |M 1,48 370 3,5 IgA nefropatie

40 65 | M 2,39 393 7,9 IgA nefropatie

41 62 |M 9,28 380 8,5 Nefroticky syndrom

42 60 | M 14,91 310 17,9 Nefroticky syndrom

43 37 | Z 1,41 109 17,3 Lupusova nefritida
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44 61 | M 4,6 153 8,4 Nefroticky syndrom — FSGS
45 70 | M 1,64 180 7,5 IgA nefropatie

46 70 | M 6,48 100 12 Amyloid6za AL

47 61 | M 4,69 92 6 Wegenerova granulomatdza
48 44 | M 1,9 85 4,5 Membrandzni nefropatie

49 62 |7 3,31 110 4,5 Nefroticky syndrom — FSGS
50 69 | Z 1,36 150 2,5 Amyloidéza AL

51 73 | M 7,52 320 4,3 Nefroticky syndrom — FSGS
52 18 |7 7,31 380 5,1 Lupusova nefritida

53 63 | M 2,51 95 6,7 Amyloid6éza AL

54 57 | M 5,72 164 8,1 Nefroticky syndrom

55 37 | Z 3,5 113 5,2 IgA nefropatie

56 27 | M 1,2 135 2,5 IgA nefropatie

57 45 | M 4,8 213 3,7 Nefroticky syndrom

58 63 | Z 5,3 240 4,8 Nefroticky syndrom

59 55 | M 1,23 154 2,1 Amyloid6za AL

60 32 | M 2,4 96 7,1 Wegenerova granulomatdza
1 27 | M <0,07 92 7,2 Zdrav

2 28 | Z <0,07 85 7,5 Zdrav

3 45 | M <0,07 65 8,9 Zdrav

4 37 | M <0,07 74 8,1 Zdrav

5 42 | M <0,07 72 9,6 Zdrav

6 30 | Z <0,07 80 11,3 Zdrav

7 31 | Z <0,07 83 10,9 Zdrav

8 39 | Z <0,07 95 7,8 Zdrav

9 40 | Z <0,07 63 12,4 Zdrav

10 29 | M <0,07 82 13,1 Zdrav

7.2 Priprava vzorki moce

Jednim z cili nasi prace bylo optimalizovat techniku dvourozmérné elektroforézy na
vzorky moce pacientil s nefropatii tak, abychom ziskali pfehledna a reprodukovatelnd 2D
spektra proteini v mo¢i. K dosaZeni toho tkolu, jsme se v prvni fazi naseho studia zaméfili

na podrobnou Upravu vzorkl a stanoveni vhodnych podminek 2D analyzy.

7.2.1 Koncentrovani a skladovani vzorku moce

K analyze bylo pouzito 30 ml moce sbirané po dobu 24h. Koncentrace celkové
bilkoviny u vSech analyzovanych vzorkil byla stanovena metodou s pyrogalovou ¢erveni (37,

38). Principem je reakce proteint ve vzorku s pyrogalovou ¢erveni a molybdenanem sodnym
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v kyselém prostfedi za vzniku barevného komplexu detekovatelného spektrofotometricky.
Moc¢ po sbéru (1057 ml/ 24h) byla 10x fedéna roztokem obsahujicim 60 pl/l pyrogalové
cervené, 40 umol/l molybdenanu sodného a 50 nmol/l sukcinatu, pH = 2,3. Po 10 minutové
inkubaci pifi 37 °C byla méfena absorbance pii vlnové délce 600 nm na pfistroji Modular
(Spektrofotometr Modular, Roche, Svédsko). Vzorky, zejména u pacientii s AFD, jejichz
koncentrace proteinli v moc¢i nepiesahovala 1g/1 byly zahustény centrifugaci pomoci Amicon
Ultra 10 kDa (Millipore, Massachusetts), po dobu péti minut pii 3000 x g a 4 °C (39). Ke
stanoveni koncentrace proteinli pro centrifugaci byla vyuzita spektrofotometrickd metoda
podle Bradfordové (40). Pro kalibraci byl pouzit roztok hovéziho sérového albuminu (BSA).
Barevny komplex vznikl reakci bilkovin s ¢inidlem obsahujicim 0,1 mM roztok Commassie
briliant blue G250; 5% (95% ethanol); 10% (85% H3PO,). Analyzované vzorky byly
ptipraveny smichdnim 200 pl vzorku a 2,5 ml roztoku ¢inidla dle Bradfordové, inkubovany
10 minut pfi laboratorni teploté (25°C) a absorbance byla sledovéana pii vlnové délce 595 nm
proti standardu. Vzorky byly poté ihned analyzovany nebo uchovavany v malych alikvotach

pti -80 °C.

7.3 Stanoveni proteini v mo¢i pomoci 2D elektroforézy

K separaci proteini v mo¢i metodou dvourozmérné elektroforézy jsme vyuzili piistroj
Multiphor II (Amersham Biosciences, Svédsko) se zdrojem Power Supply EPS 3501
(Amersham Biosciences, Svédsko).

Vzorky byly déleny na zdklad¢ svych izoelektrickych bodi metodou izoelektrické
fokusace (IEF) s vyuzitim komercné piipravenych 7 cm polyakrylamidovych stript s
imobilizovanym linearnim gradientem pH 3-10 (IPG strip pH 3-10L, Amersham Biosciences)

(34), kdy celkové mnozZstvi proteini nanasené na polyakrylamidovy strip bylo 20 pg.
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Tabulka II. Klinicka data pacient s Andersonovo-Fabryho chorobou
DM diabetes melitus, ERT enzym-substituc¢ni 1é¢ba, HD hemodialyza, ACE inhibitory enzymu konvertujiciho angiotezin, AT blokator receptoru
angiotenzinu, A ano, N ne, Z Zeny, M muZi.

. ACE
Ci.slo | pohlavi Mutace GAL, Majnz {2 111%1(_)2}%?}11 ERT Te(r)a(llple Léky DM inhib., | S kreatinin | U_kreatinin HD | Transplantace proteinurie
pacienta | vék genotyp skore AT (nmol/l) (mmol/1) (g/)
(nmol/mg.h) blok.
1 57 V4 N215S 19 30,3 N N A 53 11,5 N N <0,07
2 60 7 N215S 20 27,8 N N N 76 8,40 N N <0,07
3 69 7 c.674del59| 27 23,6 A 12/2001 | Fabrazyme | N A 77 11,10 N N 0,14
4 39 7 R342Q 14 286 N N N 78 1,6 N N <0,07
5 60 7 R342Q 15 8,5 A 11/2004 | Replagal N A 85 18,3 N N 0,17
6 46 7 delEx2 19 25,4 N N N 78 13,7 N N <0,07
7 55 4 R342Q 7 17,9 A 12/204 Replagal N A 57 18,6 N N 0,13
8 64 Z 1317T 38 223 N N A 73 6,8 N N 0,08
9 61 Z R342Q 54 21| N A A 93 4,3 N N 0,09
A N
(nefrektomie
10 40 M c.674del59 38 0,7 12/2004 Replagal N N 75 5,6 N 2006) 0,18
11 32 M c.674del59 14 0,7 A 12/2003 Replagal N N 67 6,9 N N 0,08
12 43 M c.674del59 31 0,3 A 12/2003 | Fabrazyme | N N 82 9,5 N N 0,1
13 42 M delEx2 22 2,5 A 1/2004 | Fabrazyme | N N 73 10,5 N N 0,14
14 40 M R342Q 25 1,6 A 2/2004 | Fabrazyme | N N 75 7.7 N N 0,08
15 18 M c.674del59 16 0,2 N 2007 Fabrazyme | N N 69 3,3 N N <0,07
16 521 M delEx2| 34 0,22| A 1/2004 | Fabrazyme | N A 71 9,5 N N 0,24
17 59 M c.674del59 51 2,6 A 7/2001 | Fabrazyme | N N 185 2.4 N N 0,37
A
A (1984, HD
zacatek od
18 55 M L294X 32 0,4 11/2004 | Fabrazyme | N A 645 6,3 A 2005) 0,61
A A (HD zacatek
v 2001, dalsi
19 51 M R342Q 47 1,0 11/2004 | Fabrazyme | N A 218 6,1 A | transpl. 2006) 0,38
20 48 M c.674del59 34 1,82 A 2/2004 | Fabrazyme | N A 122 6,2 N N 0,66
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Pted analyzou byl strip pfes noc rehydratovan rehydrataénim roztokem (12 g
mocoviny; 0,5 g triton X-100; n¢kolik kapek Bromphenol blue; 25 ml H,O: aligvoty, po
2,5ml zamrazit na -20 °C; pted pouzitim ptidat IPGbuffer (50 pl), 7 mg DTT) obsahujicim
vzorek. Samotnd izoelektrickd fokusace probihala ve tfech krocich s postupné se zvySujici
hodnotou napéti az na kone¢nych 3500 V. Po IEF byl strip zamrazen na -80 °C nebo ihned
ekvilibrovan pomoci ekvilibraéniho roztoku (6,7 ml 1,5 M Tris-Cl, pH=6,8; 72,07 g
mocoviny; 69 ml glycerolu, 4 g SDS, nékolik kapek Bromfenol Blue, do 200 ml destilované
H,O; ptfed pouzitim ptidat jest€¢ 2 g DTT). Takto rozdélené proteiny byly nasledné
separovany SDS-elektroforézou v 12% homogennim polyakrylamidovém gelu podle
molekulové hmotnosti s vyuzitim SE260 Mini-vertikalni elektroforézy (Scie-Plas, Velka
Britanie) a mini vertikalni elektroforézy (Hoefer, CA). Vizualizace rozdélenych proteinti byla
provadéna stiibrem (Silver Bullit Kit, Amresco) (41).

K analyze proteini 2D geli byl vyuZit software Phoretix 2D expression verze 2005.
Referen¢nim gelem byl zvolen gel vzorku moce pacienta, jenz byl analyzovanan ihned po
sbéru. Tento gel byl dale pouzit pro porovnani pfislusnych proteini mezi gely vzorkd s
pfidavkem a bez piidavku inhibitor proteas. Proteiny ve vSech gelech byly sparovany
automaticky, potvrzeny a upraveny manualné. Pozadi bylo odefteno a intenzita objemu
kazdé spoty byla normalizovana vzhledem k celkové intenzit€¢ objemu vSech rozpoznanych
spot, dale oznaceno jako normalizovana kvantita proteinu. Procenta zastoupeni daného
proteinu ve vzorcich byla pocitana dle ndmi nastavené rovnice:

% proteinu: [mnozstvi proteinu ve vzorku (s pfidavkem ¢i bez ptidavku inhibitoru) / mnozstvi

proteinu ve vzorku analyzovanym ihned po sbéru] x 100

7.4 Aplikace optimalizované techniky

Vedle stanoveni vhodnych podminek 2D metodiky jsme se dale zaméfili na faktory,
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které by mohly skladbu proteinii v moc€i neptiznivé ovlivnit. Zajimala nds zejména stabilita
vzorku pii uskladnéni a pfitomnost vysSich koncentraci albuminu ve vzorcich. Dale také

zjisténi pfitomnosti a vlivu protedz pti fyziologické teploté 37°C.

7.4.1 Ovéreni stability vzorku

Stabilita vzorka pfi -80 °C, jenz nebyly rozdéleny ihned po sbéru, byla ovétena
opakovanou analyzou vzorkl po 30 a 180 dnech uskladnéni. Takto bylo studovano 5 riznych
vzorkil pacientll s nefrotickym syndromem. Sledovani pacienti jsou charakterizovani
v Tabulce 1. pod cisly 17, 29, 38, 41 a 58. Spektra proteinti vzorklli analyzovanych ihned po
sbéru, po 30 a 180 dnech uskladnéni pti -80 °C byla porovnavana pomoci softwaru Phoretix

2D expression verze 2005.

7.4.2 Separace albuminu ze vzorki

Albumin byl ve vzorcich moce stanovovan nefelometricky pomoci imunochemického
syst¢ému IMMAGE. Metoda je zaloZzena na méfeni rychlosti naristu vzniku imunokomplext
béhem reakce albumin-protilatka. 21ul vzorku moce je smichdno s komeréné piipravenou
smesi protilatky (upravené kozi sérum) a pufru do celkového objemu 321pl

K odstranéni albuminu u vzorki, kde koncentrace albuminu byla vyssi nez 3 g/ 24h
byla vyuZita metoda sraZeni siranem amonnym (42). K danému objemu kazdého z péti
sledovanych vzorki s nefropatii a proteinurii 5g/ 24h bylo pfidano takové mnozstvi siranu
amonné¢ho, aby doslo k 50% nasyceni smési a spole¢né inkubovano pii 4 °C za stalého
michéani 16h. Byli studovani pacienti oznaceni v Tabulce 1. pod ¢isly 3, 36, 44, 54, 58. Pravé
pii 50% syceni vzorku siranem amonnym, dochéazi k vysraZeni proteinli a v roztoku zlstava
pouze albumin, ktery disponuje vyssi rozpustnosti. Poté byla smés centrifugovana (Amicon
Ultra 10 kDa, 10 minut, 10 000 x g, 4 °C). Peleta obsahujici vSechny bilkoviny kromé

albuminu byla rozpusténa destilovanou vodou a pfevedena do dialyza¢niho stfeva (dialyzacni
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membrana 10 kDa Visking, Némecko). Postupnou dialyzou proti 1,5M Tris pufru o pH=7,5
byl odstranén siran amonny, ktery by rusil nasledna stanoveni proteini. Celkova koncentrace
bilkovin po odstranéni albuminu byla méfena metodou dle Bradfordové. Takto pfipravené

vzorky byly ihned analyzovany 2D elektroforézou.

7.4.3 Vliv proteaz

Pfitomnost protedz ve vzorcich moci byla sledovana u péti pacientll s primarni
glomerulopatii po 48 hodinové inkubaci v termostatu pfi fyziologické teploté 37 °C. Jednalo
se o dva pacienty s nefrotickym syndromem charakterizované v Tabulce I. pod cisly 25, 57
a tfi pacienty s Wegenerovou granulomatosou oznacenych v Tabulce 1. ¢isly 10, 12 a 28.
Z kazdého vzorku moci byly ihned po sbéru odebrany tii stejné alikvoty o obsahu 5 ml.
K jedné z nich bylo pfidano 40 pl koktejlu inhibitorti protedz (Protease inhibitor cocktail -
serinovych, cysteinovych, aminopeptidas; Sigma, MO) a azid sodny. K druhym 5 ml stejného
vzorku byl pfidan pouze azid sodny. Oba alikvoty vzorku byly inkubovany 48h pii 37°C.
Tteti alikvota byla bez pfidavku azidu sodného ¢i inhibitoru proteaz zamrazena pii -80 °C

ihned po sbéru. VSechny alikvoty byly analyzovéany spole¢né ve stejnou dobu.

7.5 Enzymatické Stépeni proteini v gelu

K analyze MALDI-TOF MS byly vybrany abundatni proteiny, které byly zastoupeny
pravidelné na vSech sledovanych gelech, dale proteiny, jejichz exprese byla vyrazné zvysena
¢i proteiny jejichZ vyskyt se 1iSil v porovnani s referencnimi gely.

Proteiny detekované stiibrem byly z2D gelt vyfiznuty, nafezany na malé kousky
a n€kolikrat promyvany cerstvym 30mM roztokem kyanoZelezitanu draselného a 100mM
roztokem thiosiranu sodného v koncentraci 1:1. Po kompletnim odbarveni byly kousky gelu
omyty vodou, dehydratovany roztokem ACN a znovu rehydratovany vodou. Supernatant byl

odstranén a gel byl ¢aste¢né vysuSen vakuovym koncentratorem. Gelové $tépy byly nasledné
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reorganizovany Stépicim pufrem obsahujicim 0,01% 2-merkaptoethanol,
0,IM — ethylmorfolin acetdt, ImM CaCl,, 10% ACN a na sekvencni trovni modifikovany
trypsin (50 ng/ml, Promega). Vzorek byl §tépen pies noc a ziskané peptidy byly extrahovany
40% ACN/ 0.5% TFA. Abychom ziskali i nizkomolekuldrni proteiny, byly peptidy pted
samotnou MS analyzou ¢istény a koncentrovany s vyuzitim ZipTip Spicek s 0.6 ul pryskyftice
(s delSim fetézcem (C18) a pdry cca 20 nm pro sorpci a eluci peptidll). ZipTip™ (Millipore,
MA) jsou polypropylenové Spicky o objemu 10 pl ¢éasteéné naplnéné chromatografickym
médiem slouzici k purifikaci a/nebo zakoncentrovani peptidd, proteinli nebo oligonukleotida
pro hmotnostni spektrometrii. Médium je umisténo na samém konci $picky, ¢imz je zajiStén

nulovy mrtvy objem.

7.6 MALDI-TOF MS a identifikace proteinii

10 mg/ml roztoku CHCA (Bruker Daltonik, Némecko) v 30% ACN / 30% MeOH
roztoku obsahujiciho 0.2% TFA bylo pouzito jako MALDI matrice. 1 ml vzorku byl nanesen
na ocelovou MALDI desticku a ponechan na vzduchu pfti pokojové teploté vyschnout. Poté
byl pfidan 1 ml roztoku matrice. Hmotnostni spektra kladné nabitych iontl byla ziskdna
pouzitim MALDI-TOF/TOF hmotnostniho spektrofotometru (Autoflex II, Bruker Daltonik,
Némecko) v reflektronovém médu vybaveném dusikovym laserem o vlnové délce 336 nm.
Ziskana spektra byla vrozmezi molekulovych hmotnosti 7004500 Da. Data byla
kalibrovana proti Peptidovému kalibracnimu standardu I (Bruker Daltonik, Némecko) jako
externimu kalibraénimu standartu s vyuzitim sedmi bodové kalibrace. K sekvenovani
vybranych peptidii byla pouzita analyza vzorkli pomoci ionizace laserem za piitomnosti
matrice (MALDI) v kombinaci s detektorem doby letu (MS/MS) pracujicich v MS/MS modu
(MALDI LIFT TOF/TOF MS). S vyuzitim flexAnalysis 2.4 programu se SNAP algoritmem
detekce pikli, byl vytvofen peak list ve formatu XML. Statistickd kalibrace byla soucasti

programu, a proto nebyly nutné zadné dalsi Upravy; maximalni ¢islo oznacenych pika bylo
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stanoveno na 50. VSechny kontaminujici signaly byly po oznaceni pikii odstranény. Peak list
byl zkoumén pomoci Swiss-Prot nebo NCBInr databazi v souboru lidskych proteinti
s vyuzitim MASCOT vyhledavace podle zadanych kritérii: tolerance peptidi 100ppm, pocet
chybnych Stépnych mist nastaven na 1, modifikace cysteinu karbamidometylaci a rGzna
oxidace methioninu. Zadna omezujici kriteria tykajici se molekulové hmotnosti (MW)
a hodnoty izoelektrického bodu (pI) nebyla nastavena. Identita jednotlivych proteini byla
potvrzena pomoci MS/MS peptidového sekvenovani, kdyz pravdépodobnost zalozena na
Mowse skore byla pouze lehce vyssi nez prahova hodnota vypoctend pro pouzité parametry

nebo pokud bylo sekvencni pokryti piili§ nizké.(35)

7.7 Statisticka analyza

Statistickd analyza byla ziskana s pouZitim programu Statistica CZ 9 (StatSoft, Praha 6,
Ceska republika). Viechny hodnoty jsou uvadény jako pramér + standardni odchylka nebo
v procentech. Data byla zpracovana analyzou ANOVA pii opakovanych méfenich a hladiny
vyznamnosti pro Tukey test (honest significant difference HSD) byly hodnoceny v post-hoc

analyze jako statisticky vyznamné na hladiné p< 0.05.
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8 Vysledky

8.1 Zavedeni 2D metodiky

Byla zavedena a optimalizovana technika 2D elektroforézy tak, abychom ziskali
pfehlednd spektra proteinli v moc¢i u pacientd s onemocnénim ledvin. Zaméfili jsme se
pfedevs§im na piipravu vzorku moci a samotnou analyzu tak, aby nedochdzelo ke ztratdm ci

ovlivnéni mnozstvi proteini v priitbéhu stanoveni.

8.1.1 Separace albuminu ze vzorku

Albumin, ktery ve vzorcich s vyssi proteinurii (zejména nad 5g/ 24h) zhorSoval
ptehlednost proteinovych map, byl odstranén metodou vyuZzivajici riizné rozpustnosti proteinti
pii dané koncentraci soli (kapitola 7.4.2). Koncenrace albuminu se v téchto vzorcich
pohybovala kolem 3g/ 24h. Na Obr. 4 jsou zndzornény proteinové mapy pied a po separaci
albuminu u pacienta s proteinurii.

A)

; s

pl
10 3 —> 10 Mr

Obrazek 4. Porovnani spekter proteinti pied a po odstranéni albuminu.

Vzorky moce byly ihned po sbéru analyzovany pomoci 7 cm polyakrylamidovych stripli

pH 3-10L metodou IEF, kdy celkové mnozstvi proteinii nanesenych na strip bylo 20 pg. V
druhém sméru byly déleny SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovany
stiibrem. Spektrum proteini u pacienta s nefrotickym syndromem pied A) a po B) odstranéni
albuminu. Cerné je oznacen albumin.
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Odstranénim albuminu doslo u vzorkd ke zvySeni piehlednosti celého spektra a k
vyraznéjSimu rozliSeni proteini zejména v oblasti > 30 kDa. Hodnocenim 2D
elektroforeogramil s vyuzitim softwaru 2D expression verze 2005 jsme ziskali normalizované
hodnoty (intenzity) kvantity albuminu pfed a po separaci albuminu a zaznamenali 75% pokles
této hodnoty (Tab. III).

Tabulka III. Albumin se signifikantni zménou intenzity kvantity pfed a po separaci ze vzorku.

Normalizovana hodnota kvantity (primér + SD)*

albumin pfed extrakci | albumin po extrakci p- hodnota

albumin 26,53 £ 1,66* 6,63 + 0, 63~ 0, 000292*

2 N=5 elektroforeogramii ziskanych z péti nezavislych alikvotii moée. * Hodnoty byly analyzovany
ANOVA testem na hladiné vyznamnosti p < 0, 05 a porovnavany Tukey HSD testem.

ANOVA test pii opakovanych méfenich a nasledna post-hoc (Tukey test) analyza na
hladin€ vyznamnosti p<0,05 byla statisticky vyznamna pro rozdily mezi kvantitou albuminu
u vzorkl pfed a po odstranéni albuminu. Jak je vidét z obrazku 5, kvantita albuminu je ve

vzorcich pfed extrakci albuminu signifikatné vyssi, nez po jeho separaci.

albumin; Priméry MNC
Soucasny efekt: F(1, 4)=931,97, p=,00001
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti
35

30 ¢

25 1

20 ¢

kvantita proteinu

pred odstranénim albuminu po odstranéni albuminu

albumin

Obrazek 5. Normalizovana kvantita albuminu pfed a po separaci albuminu ze vzorku
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Také jednorozmeérna elektroforéza tii frakci obsahujicich proteiny pted extrakei
albuminu, supernatant po centrifugaci a mocové proteiny po extrakci albuminu, ukazala
efektivnost této metodiky, kdy po centrifugaci zlistal v supernatantu pouze albumin bez

ptitomnosti dalSich proteint. (Obr. 6).
Obrazek 6. SDS-PAGE elektroforéza v 12% polyakrylamidovém gelu, detekce stiibrem.

% 1

1. standard

2. mocove proteiny pied extrakci albuminu

- 3. supernatant po centrifugaci obsahujici albumin
4

4o 4. moCové proteiny po extrakci albuminu

1. 2. 3. 4.

8.1.2 Ovéreni stability vzorku

Mnozstvi proteinli v moc¢i u nefrotického syndromu jsou pfi proteinurii zpravidla vyssi
nez 1 g/ 24h. Pro detekci proteinil stiibrem, nebylo proto nutné takové vzorky pro naslednou
2D analyzu déle koncentrovat. Na Obr. 7 jsou ukdzany dva riizné vzorky moce pacientd s
nefrotickym syndromem analyzované prvni a tficaty den po sbéru vzorku. Studium spekter
proteinli pomoci softwaru Phoretix 2D expression verze 2005 pred a po 30-ti dennim
uskladnéni neprokdzalo zmény v zastoupeni a obsahu proteinli ve vzorcich. Stejné vysledky
byly ziskdny také opakovanou analyzou vzorku po 6 mésicich. V tabulce IV. jsou uvedeny
normalizované kvantity (intenzita kvantity) péti vybranych proteinti. Tyto proteiny jsou také

oznaceny na obrazku 7.
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Obrazek 7. Porovnani spekter proteind analyzovanych v rizném casovém intervalu po sbéru
vzorku. Vzorky moce byly analyzovdny pomoci 7 cm polyakrylamidovych stripti pH 3-10L
metodou [EF. Celkové mnozstvi proteini nanesenych na strip bylo 20 pg. Déle byly déleny
SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovany stiibrem.

ANOVA analyza pii opakovanych méfenich na hladiné vyznamnosti p<0,05 byla
statisticky nevyznamna pro rozdily mezi kvantitou sledovanych proteini u vzorka

analyzovanych prvni den po sbéru a 180. den po sbéru skladovanych pii -80 °C (Obr. 8).

Tabulka IV. Hodnoty proteinti 1. a 180. den po sbéru moce

Analyzovana data (intenzita kvantity protein() pomoci Phoretix 2D expression
v2005 (pramér + SD)*
Cislo proteinu 1. den po sbéru 180. den po sbéru p-hodnota
protein 1 10,11 £ 1,51* 10,06 + 1, 57* 1,000000*
protein 2 7,84 £ 0,76* 7,95+£0,77F 0,999998*
protein 3 5,14 £ 0,52* 5,01 +£0,75* 0,999995*
protein 4 12,27 + 0,59* 12,02 + 0,97* 0,999202*
protein 5 4,22 + 0,66* 4,35+ 0,68" 0,999994*

2 N=5 elektroforeogramii ziskanych z péti nezavislych alikvotii moce. * Hodnoty byly analyzovany
ANOVA testem na hladiné vyznamnosti p < 0, 05 a porovnavany Tukey HSD testem.
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Pro stanoveni statistické vyznamnosti rozdili mezi totoznymi proteiny v obou
casovych intervalech byl aplikovan Tukey test, kde také nebyla zjiSténa statisticka

vyznamnost (p<0,05) v rozdilech mezi sledovanymi proteiny vlivem skladovani (Tab. IV).

CAS*PROTEIN; Praméry MNC
Soucasny efekt: F(4, 16)=,21218, p=,92785
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

kvantita proteinu

MR W Bk M G =~ 00 W

) —#— 1.den
tislo proteinu -f1- 180. den

Obrazek 8. Porovnani normalizované kvantity vybranych proteind 1. den po sbéru a 180. den
po uskladnéni

8.1.3 Vliv proteaz

Pfi onemocnéni ledvin je zpravidla mnozstvi enzymu (véetn€ protedz) v moci vlivem
porusené filtrace krevni plazmy zvySeno a mohlo by nepiiznivé ovliviiovat vysledky analyzy
proteinti. Na Obr. 9 jsou uvedeny ptiklady ¢tyf riznych vzorki moci pacientl s nefrotickym
syndromem, kdy prvni tfi (A, B, C) se zaméfuji na porovnani celého spektra proteinit a
posledni z nich (D) na oblast o vy$si molekulové hmotnosti, nez 30 kDa.

Sledovanim spekter proteinii pomoci softwaru Phoretix 2D expression verze 2005 bylo
u vSech péti riznych vzorkl s priméarni glomerulopatii potvrzeno, Ze k vyraznéj§im zménadm
kvantity proteinti dochézi zejména ve dvou oblastech s molekulovou hmotnosti 50 — 100 kDa

a 10 —20 kDa (Obr. 9 - vyznafené cerné obrazce).
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+ inhibitor - inhibitor

D)

pred + inhibitor - inhibitor

Obrazek 9. Zmény spekter proteinil v zavislosti na pfitomnosti inhibitord protedz u ctyt
ruznych pacientil (A, B, C, D) s nefrotickym syndromem. D) detailni porovnani zmén spektra
proteinii v oblasti molekulové hmotnosti vyssi jak 30 kDa. Vzorky byly analyzovany po
pfedchozi inkubaci (kapitola 5.4.3) metodou IEF na polyakrylamidovych stripech, kdy
celkové mnozstvi proteini nanesenych na strip bylo 20pg. V druhém sméru byly vzorky
déleny SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovany stiibrem.
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Data intenzity kvantity proteind hodnocenych pomoci softwaru 2D expression verze

2005 jsou shrnuta v tabulce V. U vzorkli dochazi bez pfitomnosti inhibitorii protedz k

proteolyze projevujici se zvySenym mnoZstvim proteint v oblasti 10 kDa a naopak ubytkem

n¢kterych proteint v oblasti molekulové hmotnosti 50 kDa.

Tabulka V. Intenzity kvantity vybranych proteint pied experimenem, s pfidavkem inhibitorQ
protedz (SIN) a bez ptidavku inhibitorti protedz (BIN)

Analyzovana data (intenzita kvantity protein(i) pomoci Phoretix 2D expression v2005

Protein experpifl(elntem . SVIN a . BVIN .| P -hodnota prea p-hodnota preq

(prL"Jmér + SD)a (prumer * SD) (prumer T SD) experimentem vs. SIN experimentem vs. BIN
1 6,69 + 0,18%* 6,29 £ 0,22* 5,44 £0,19% 0,080900 0,000160
2 5,66 £ 0,29%* 6,82 + 0,04* 3,71 £ 0,19%* 0,000160 0,000160
3 1,27 £0,05% 1,60 + 0,37* 2,64 +0,31* 0,376714 0,000160
4 0,62 + 0,02* 0,66 = 0,06* 0,71 + 0,06* 1,000000 1,000000
5 2,26 +£0,06* 2,45+0,07* 2,95 + 0,28* 0,998383 0,000161
6 2,26 +£0,05* 2,01 £0,14* 1,25 +£0,04* 0,913737 0,000160
7 4,46 + 0,20* 4,76 +0,08* 5,00+ 0,16* 0,648513 0,001094
8 0,97 £ 0,01* 0,94 +0,21* 0,90 + 0,18* 1,000000 1,000000
9 0,60 + 0,01* 0,65+0,07* 0,81 + 0,08* 1,000000 0,987023
10 1,38 +£0,03* 1,22 +£0,23* 0,90 + 0,18* 0,999732 0,005742
11 1,46 + 0,04* 1,26 +£0,21* 1,95 + 0,04* 0,994046 0,005242
12 1,18+ 0,01* 1,87 £0,15* 3,88+ 0,31%* 0,000161 0,000160

3 N=5 elektroforeogramil ziskanych z péti nezavislych alikvoti moce. * Hodnoty byly analyzovany
ANOVA testem na hladiné vyznamnosti p < 0,05 a porovnavany Tukey HSD testem. Tucné jsou
znazornény p-hodnoty u proteinu, kde doslo ke statisticky vyznamnym zménam intenzity kvantiy.

Zaméfili jsme se tedy na proteiny z téchto skupin (na Obr. 9 o€islovany) a zjistili, Ze v

oblasti s vy$§i molekulovou hmotnosti jak 50 kDa dochézi k vyrazné&j$imu poklesu i vzristu

kvantity proteind. Naproti tomu, mnozstvi proteint v oblasti 30 — 50 kDa klesa a vzrlsta u

cvwr

molekulovou hmotnosti kolem 10 kDa u vzorki pacientli bez pfidavku inhibitori vyrazné

narlsta az o vice jak dvojnasobek (Tab. VI a Obr. 10).
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Tabulka VI. Primérné procentudlni zmény vybranych proteinti péti riznych pacientt ziskané
pomoci softwaru Phoretix 2D expression verze 2005.

Analyzovana data (intenzita kvantity proteinti) pomoci Phoretix 2D expression v2005

Mol. hm. Protein SIN BIN ) experimentalni | experimentalni

(kDa) (pramér = SD %)" | (primér + SD %) mol. w. pl
1 | 8£1* 113+ 1* 89 7

>50 2 123 +2* 136 +2* 64 5
3 124 +2* 1114 £ 5* 45 6,2

4 162" 117 £ 1% 48 3,1

5 18+1* 128 +2* 39 6,6

6 110 2% 148 £3* 33 6,3

>30 7 15+ 1* 115+ 2* 30 7
8 L4 +1* 17+1* 32 5,5

9 19+2* 138+ 3" 33 5,2

10 113+ 1* 130 +2* 27 5,6

10 11 AN 132+£2* 15 5,9
12 1 50 + 2* 1256 + 16* 10 7

Tucné jsou vyznacCeny hodnoty, kde doSlo ke zvySeni kvantity; u nezvyraznénych hodnot
doslo k poklesu kvantity. * p < 0.05 SIN vs. pied experimentem; BIN vs. pied experimentem
a) n=5:100 - [(mnozstvi proteinu ve vzorku s inhibitorem/ mnozstvi proteinu ve vzorku
analyzovaném ihned po sbéru) x 100]

b) n = 5: 100 -[(mnozstvi proteinu ve vzorku bez inhibitoru/ mnozstvi proteinu ve vzorku
analyzovaném ihned po sbéru) x 100]

Z uvedenych hodnot je také patrné, Ze diky ptidavku inhibitorti protedz ke vzorku pied
inkubaci pii 37°C, k tak vyraznym zménam proteinii v porovnani se vzorkem analyzovanym
thned po sbéru v danych oblastech nedochazi. 2D analyzu jsme doplnili rozborem dat
s vyuzitim ANOVA testu pii opakovanych méfenich na hladiné vyznamnosti p<0,05
a naslednym post-hoc testovanim s pouzitim Tukey testu (Tab. V). Potvrdili jsme, Ze
porovnavame- li hodnoty proteint (1-12) ve vzorku analyzovaném ihned po sbéru s hodnotou
proteini ve vzorku inkubovaném s pfidavkem inhibitoru protedz, nezjistujeme statistickou
vyznamnost v rozdilech mezi kvantitou proteint s vyjimkou proteinu 2 (>50 kDa) a 12 (10
kDa). Naopak porovnani rozdilti hodnot proteinti se vzorkem bez ptidavku inhibitorii protedz

bylo hodnoceno jako statisticky vyznamné (p<0,05) s vyjimkou proteinu 4 (>50 kDa), 8 (>30

kDa) a 9 (10 kDa), které¢ byly statisticky nevyznamné (Obr. 10).
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EXPERIMENT*PROTEIN; Priméry MNG
Soucasny efekt: F(22, 88)=98 387, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly ozna€uji 0,95 intervaly spolehlivosti

kvantita proteinu

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 =& pred experimentem
) -~ pacient_SIN
¢islo proteinu ~%- pacient_BIN

Obrazek 10. Porovnani normalizované kvantity vybranych proteinti mezi vzorky pacientl
analyzovanych ihned po sbéru (pied experimentem), inkubovanych pii 37°C s pfidavkem
(SIN) a bez ptidavku inhibitort proteaz (BIN).

U vzorkli moc¢e analyzovanych ihned po sbéru a vzorkd analyzovanych po inkubaci
s inhibitory proteaz jsme nalezli podobna spektra proteinti. Z toho vyplyva, Ze uc¢inek protaz
lze obejit okamZitou analyzou vzorku nebo inhibici proteolyzy. Na druhé strané¢ mohou
proteazy v moci zpusobit vyrazné zmény proteinového spektra, jmenovité zvySeni mnoZzstvi
malych molekul (proteiny kolem 10 kDa) a pokles i narust mnozstvi molekul s hmotnosti

kolem 50-100 kDa (Tab. VI, Obr. 9, 10).

8.2 Studie proteinii v moci u pacienta s nefrotickou proteinurii

Ze souboru studovanych vzorkd moce jsme vybrali vzdy deset zastupcl od kazdé ze
Ctyf nefropatii (IgA nefropatie, lupusova nefritida, Wegenerova granulomatéza, membrandzni
nefropatie) s proteinurii 5 g za 24h, jejichz elektroforeogramy jsme bliZze porovnévali pomoci
softwaru Phoretix 2D expression verze 2005. Detekovali jsme vyrazné abundantni proteiny,

které se vyskytovaly ve vSech skupinach a pomoci MALDI-TOF MS jsme je blize urcili jako
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albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin a transthyretin
prekurzor. Po podrobném porovnéni jednotlivych spekter jsme ziskali ptehled o zastoupeni
proteinli v mo¢i u jednotlivych nefropatii a nalezli urcité rozdily ve skupinach proteini (Obr.
11, zluté oznaceni). Naptiklad u membranozni nefropatie jsme pozorovali bohatsi spektra
proteind, u Wegenerovy granulomatdzy skupinku tfi proteinli v oblasti molekulové hmotnosti
10 kDa, pl 7, které jsme u ostatnich diagndz nepozorovali. Konkrétni protein, ktery by slouzil
jako biomarker pro danou diagnézu jsme vSak nenalezli. Spektra proteinli se i v rdmci
jednoho onemocnéni mirné lisila, kdy pficinou mize byt stidium onemocnéni, lécba, ale také
dietni navyky. Studiem vybranych proteinti se budeme déale zabyvat u vybranych nefropatii u

vétsiho poctu vzorkd.

pl
3 10 Mr 3 pl 10 Mr

20 kDa 20 kDa

IgA nefropatie Lupusova efritida

Wegenerova granulomatéza Membrandzni nefropatie

Obrazek 11. Srovnani proteinovych map. Deset vzorkii moce od kazdé ze Ctyf onemocnéni
(IgA nefropatie, lupusové nefritidy, Wegenerovy granulomatosy, membran6zni nefropatie)
bylo analyzovano ihned po sbéru pomoci 2D techniky. Vybrané proteiny identifikované
s vyuzitim MALDI-TOF MS jsou oznaceny cervené, skupiny protein charakteristické pro
dana onemocnéni zluté.
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8.3 Studie mocovych proteomii u pacientii s Andersonovo-Fabryho
chorobou

V této studii bylo sledovano 20 vzorkii moce pacientii s AFD, z toho 13 pacientl bylo
podrobeno enzym-substituéni 1écbé a 7 pacienti bylo bez lécby.  Ukazky dvou
elektroforeogarmil jsou znazornény na obrazku 12. VSechna spektra vzorkli s Andersonovo —
Fabryho chorobou obsahovaly identické proteiny, a to zejména v oblasti okolo 20-40 kDa.
Porovnanim proteinovych map pomoci softwaru Phoretix 2D experssion v2005 jsme nenalezli
zadny vyznamny rozdil v rozmisténi proteinti na elektroforeogramech u AFD pacientl
podstupujicich enzym-substituéni 1é€bu ve srovnani s pacienty bez terapie ¢i zdravymi

jedinci. (Obr. 12)

3 pl 10 3 pl 10 Mr

50 kDa

20 kDa

Obrazek 12. Srovnani 2D elektroforeogramli vzorkli moci sbiranych od pacientli s AFD (A-
po terapii ERT, B - bez terapie) a zdravych kontrol (C, D). Vzorky moc¢i byly analyzovany
thned po sbéru a kratké centrifugaci, s pouZzitim 7 cm polyakrylamidovych stript, pH 3-10L, a
SDS-PAGE. Jako marker molekulové hmotnosti byl pouzit BenchMark™ Protein Ladder
(Invitrogen, Glasgow, Great Britain).

U studovanych vzorkl jsme v moci nedetekovali Zaddnou a- gal A aktivitu, kterou jsme

m¢étili na zédkladé publikace (43). Kvantitativni analyza ukéazala u AFD pacientl vyrazné

zvySeni obsahu nékterych proteinti s molekulovou hmotnosti kolem 30 kDa. Tento fakt byl

-50-



potvrzen pomoci softwaru Phoretix 2D expression 2005, kde jsme ziskali intenzity kvantity

téchto proteini (Tab. VII).

Tabulka VII. Intenzity kvantity proteint u pacienti s AFD a zdravych jedinct

Analyzovana data (intenzita kvantity) pomoci Phoretix 2D expression v2005

AFD-nemocni AFD-nemocni | p-hodnota*

protein ( rﬁri(érrallSD)a po terapii ERT | bez terapie ERT

P (priimér + SD)” | (préimér + SD)°
prostaglandin H2 D- 0,000133 "
3,11+ 1,12% 12,41 + 1,45% 12,45 + 1,44* 5
izomeraza 1,000000 *
protein komplementu — 0,000133 "
clq faktor nekrotizujici | 3,93 + 1,31* 12,56 + 1,35%* 11,98 £1,61%* X
0,999794 *

tumor

0,000133 "
Ig kappa tetézce V-III 4,22 +0,89* 23,04 £1,96* 22, 88 £1,99* >
1,000000

3 N=10 ®) N=13 @ N=7 elektroforeogramt ziskanych z deseti a dvaceti (pacienti AFD bez a po terapii
ERT) nezavislych alikvotd moce. * Hodnoty b}/ly analyzovany ANOVA testem na hladiné vyznamnosti
p < 0,05 a porovnavany Tukey HSD testem, " zdravi vs. nemocni AFD po terapii a 2 hemocni po ERT
vs.nemocni bez terapie. Zména kvantity proteind u AFD pacientd byla signifikantné vy$Si nez u
zdravych jedincu.

Vybrali jsme tfi proteiny, jejichz kvantita byla u AFD pacienti vyznamné vyssi
v porovnani se zdravymi kontrolami; Jmenovité hladiny prostaglandin H2 D-izomerazy
a proteinu komplementu — clq faktor nekrotizujici tumor byly u AFD pacientt tiikrat vyssi
a hladina Ig kappa fetézec V-III byla zvySena pétkrat oproti zdravym kontroldm. Tab VIIL.,
Obr. 13

Data byla hodnocena ANOVA analyzou pii opakovanych méfenich na hlading

vyznamnosti p<0,05 jako statisticky vyznamnd pro rozdily mezi kvantitou sledovanych

proteinti u pacientli s AFD v porovnani se zdravymi jedinci (Obr. 13).
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Tabulka VIII. Zmény vybranych proteinii ziskanych softwarem Phoretix 2D expression verze

2005
Cislo Protein Aréi?;f?&)%fggﬁ;ho teoretickd | teoreticky
hodnota  SD) % ° mol. w pl
1 prostaglandin H2 D-izomerdza 398 + 25% 28 kDa 6.1
) protein komplementu — clq 289 + 17* 23 kDa 58
faktor nekrotizujici tumor ’
3 Ig kappa fetézce V-II1 591 £ 7* 27 kDa 5,5

* p < 0.05 nemocni vs. zdravé kontroly. Vzorky byly sebrany od 20-ti pacientd s AFD
9N =20: [(mnozstvi proteinu ve vzorku s Andersonovo-Fabryho chorobou/ mnoZstvi proteinu
u zdravé kontroly) x 100]

Tukey test byl aplikovan na stanoveni statistické vyznamnosti (p<0,05) rozdil mezi

jednotlivymi proteiny u zdravych jedinci a nemocnych AFD a diale nemocnych AFD po

enzym substitucni 1é€bé vzhledem k nemocnym AFD bez 1écby.

V tabulce VII. jsou

znazornény p-hodnoty ziskané post-hoc analyzou ukazujici statistickou vyznamnost rozdilt

kvantity proteinti mezi zdravymi jedinci a nemocnymi AFD po terapii. Naopak p-hodnoty

srovnani kvantity proteinii mezi nemocnymi AFD po terapii a nemocnymi AFD bez terapie

jsou hodnoceny jako statisticky nevyznamné.

30

AFDvsZDRAVE: Priméry MNC
Soucasny efekt: F(2, 56)=87.918, p=0,0000
Dekompozice efektivni hypotézy
Vertikaly oznacuji 0,95 intervaly spolehlivosti

25

20

kvantita proteinu

2 3
PROTEIN

=F— zdravi
-@- nemocni AFD

Obrazek 13. Znazornéni rozdilu normalizované kvantity proteinli mezi zdravymi jedinci a
nemocnymi AFD. Protein 1 - prostaglandin H2 D-izomeréza, protein 2 - protein komplementu

— c1q faktor nekrotizujici tumor, protein 3 - Ig kappa fetézce V-II1
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8.3.1 Identifikace proteini

Neékteré proteiny byly vmoci u pacienti s Andersonovo-Fabryho chorobou
exprimovany ve vetsi mife. Proto byly blize studovany a podrobeny enzymovému Stépeni
v gelu a identifikovany pomoci MALDI-TOF MS. V piipadé, ze sekvencni pokryti
studovaného proteinu bylo pfiliS nizké, byla identifikace proteinu potvrzena MS/MS
peptidovym sekvenovanim. Abundantni proteiny v gelu byly charakterizovany jako alfa-1-
antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2 D-izomerdza, protein komplementu — clq
faktor nekrotizujici tumor, Ig kappa tfetézce V-III. (Obr. 14). Pozice vSech identifikovanych
proteini na 2-D gelu byla porovnavéna s jejich teoretickym izoelektrickym bodem
a molekulovou hmotnosti (Tab. IX). VétSina proteinii se nachazela v pfedpokladaném
rozmezi, kromé prostaglandin H2 D-izomerazy, jejiz experimentalni hmotnost byla o 7 kDa

vy$si. Blizsi identifikace ukdzala glykosylaci na mistech Asn51 and Asn78.

Prostaglandin H2
D-isomerase

omplement - ¢1q
imor necrosis factor

Obrazek 14. 2-D elektroforeogram proteomu AFD zndzornujici vSechny identifikované
proteiny. VSechny vzorky moce byly analyzovany ihned po sbéru spouzitim 7 cm
polyakrylamidovych stript pH 3-10L a SDS-PAGE.
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Tabulka IX. Srovnani experimentalnich a teoretickych molekulovych hmotnosti a
izoelektrickych bodl proteint identifikovanych pomoci MALDI-TOF MS.

Cislo protein experimentalni | teoreticky | experimentalni | teoreticka
pl pl mol. w mol. w

1 a-1-antitrypsin 5,1 5,4 48 47

2 a-1-antitrypsin 4.9 5,4 47 47

3 a-1-mikroglobulin/bikunin 50 5.9 40 40
prekurzor

4 a-1-mikroglobulin/bikunin 5.1 5.9 40 40
prekurzor

5 Ig kappa fetézec V-III 5,5 5,8 27 23

protein komplementu — clq

6 faktor nekrotizujici tumor 38 6.1 23 25

7 prostgglandlfl H2 D- 6.1 77 )3 o
izomeraza

*)p < 0,05 experimentalni versus teoreticky parametr, N=20

Mnozstvi proteinli v mo€i u zdravych jedinct zpravidla nepiesahuje 150 mg/ den a jeho
zvySeni nad 250 mg/ den upozoriiuje na onemocnéni ledvin. Proteinurie vyssi jak 3,5 g/ 24h
je typické pro nefroticky syndrom, obvykle poukazuje na néjaké primarni nebo sekundarni
poskozeni glomerulli a hraje vyznamnou roli ve vyvoji rendlniho onemocnéni. Nalezeni
specifického biomarkeru v mo¢i nefrotickych pacientd, jenz by byl charakteristicky pro dané
onemocnéni ledvin, by bylo velkym pfinosem zejména pro pacienty, ktefi by nemuseli byt
podrobovani nepfijemnym a invazivnim vySetfenim. Analyza proteini metodou
dvourozmérné elektroforézy, zvlasté pak je-li nasledovana MALDI-TOF MS, pfinasi jasny
obraz proteint zastoupenych ve vzorku.

Byly sledovany moce 60-ti pacientl s nefrotickou proteinurii a jinymi diagndézami,
jejichz proteinurie se pohybovala v rozmezi 0,23 — 19¢g za 24h. Dalsi skupinou bylo 20
pacientl s Andersonovo-Fabryho chorobou s proteinurii 0,1 — 1 g za 24h. Zavedli jsme 2D
metodiku poskytujici prehlednd spektra proteini v moci nefrotickych pacientli poukazujici na

proteinové zmény. Studie vlivu protedaz na slozeni protein v moci potvrdila, ze k
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vyrazngj$im zméndm kvantity proteini dochdzi zejména ve dvou oblastech a to s
molekulovou hmotnosti 50 — 100 kDa a 10 — 20 kDa.

V moc¢i pacientli s nefrotickou proteinurii jsme detekovali vyrazn€ abundantni
proteiny, které se vyskytovali ve vSech skupinach a pomoci MALDI-TOF MS jsme je blize
urCili  jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin
a transthyretin prekurzor. Kvantitativni analyza ukdzala u AFD pacientli signifikantné vyssi
hladiny (p<0,05) proteind; proteinu komplementu — c1q faktor nekrotizujici tumor, Ig kappa
feté¢zce V-III a prostaglandin H2 D-izomerazy v porovnani se zdravymi kontrolami, kdy
u posledné zminéného enzymu byla detekovana glykosylace na mistech Asn51 and Asn78.

Nyni pfipravujeme rozsifeni naseho vyzkumu, kde bychom se radi zabyvali studiem
proteinli pomoci dalSich technik a to kapalinové chromatografie spojené s MALDI-TOF MS
analyzou. Zejména bychom se chtéli vénovat nalezené glykosylaci prostaglandin H2
D-izomerazy u AFD pacientll a ovéfit, zda by se mohlo jednat o potenciadlni biomarker

nemoci.
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9 Diskuse

Dvou rozmérna elektroforéza nasledovana MALDI-TOF MS je vykonnym ndastrojem ke
studiu proteinovych zmén a identifikaci proteinti. Hlavnim cilem mnoha klinickych studii
vyuzivajicich tuto techniku je nalezeni moznych markera typickych pro dané onemocnéni.
Studiu protein v moci 2D elektroforézou se vénuje stile velké mnozstvi vyzkumnych
pracovist’ (8, 12, 44) s cilem ziskéani kvalitnich spekter pro naslednou MALDI-TOF MS
analyzu. Pomoci modernich technik hmotnostni spektrometrie se jiz v lidské moci do dnesni
doby podafilo identifikovat minimalné 2500 proteint, jenz byly ziskany kombinaci tii studii.
Vroce 2006 Adachi et al.(45) identifikoval 1543 proteini s vyuzitim hmotnostniho
spektrometru s Fourierovou transformaci v kombinaci (FT-MS) s linearni iontovou pasti (na
ptistroji LTQ - Orbitrap MS). K déleni proteinti byla vyuzita kapalinova chromatografie a
jednorozmérna elektroforéza. Proteom doplnil v roce 2010 Li et al. (46), ktery pouzil taktéz
hmotnostni spektrometr s linedrni iontovou pasti (LTQ-Orbitrap MS) a charakterizoval 1310
protein. Vroce 2011 jej nasledoval Marimuthu et al. Detekci 1823 proteinli pomoci
kombinace hmotnostni spektrometrie s 2D elektroforézou a lecitin afinitni chromatografii.
(47) Proteomika tedy nabizi Siroké spektrum moznosti kombinaci separacnich technik.

Zejména porovnani spekter proteinii mezi jednotlivymi onemocnénimi ledvin, ale také
zmény proteinovych map u pacientii pfed a po terapii, mohou vést ke stanoveni biomarkerti
charakterizujicich dané onemocnéni. Jak jiz bylo zminéno v tvodu tohoto ¢lanku, Spatnou
funkci ledvin se do moci dostava také vétsi mnozstvi proteaz, které by mohly ovlivnit
skutecny obsah a strukturu proteinli v moc¢i pfi analyze. Obecné laboratorni metody
nedovoluji detekci téchto molekul proteini v moci, ackoliv tyto zmény proteinit (naptiklad
fragmentace proteintll, deglykosylace) mohou souviset s renalnim poSkozenim a byt odrazem
faze onemocnéni. Proteomickd analyza (2D, LC-MS/MS, HPLC-MS/MS) poskytuje ve

srovnani s konvenénimi metodikami, jako je naptiklad Western blot analyza, mnoho vyhod,
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nebot’ umoziluje soucasnou analyzu velkého mnozstvi jak oc¢ekavanych, tak i neocekavanych
proteinli. Naopak Western blot analyza je limitovana relativné malym mnoZstvim
studovanych proteintl a dostupnosti specifické protilatky proti hledanému proteinu. Nicméné
napiiklad HPLC spojend s MS (HPLC-MS/MS) vyzaduje ndkladné pfistrojové vybaveni
a hmotnostni spektrometrie je nutna pro vSechny analyzy. Sledovani proteinovych map na 2D
gelech se zdd byt vhodnou technikou, nebot soufasna 2D — PAGE poskytuje
reprodukovatelna a prehlednd spektra proteind (32).  Diivéjsi studie také ukazaly, Ze tato
technika je vhodnd pro proteinovou analyzu zivociSnych vzorkil (48, 49, 50). 1 2D
elektroforéza ma vSak své nevyhody. Jednou z nich je pomérné dlouha doba analyzy a obtizna
automatizace. Dal§$im limitujicim faktorem je nemoznost studia peptidi (peptidy/proteiny
s niz§i molekulovou hmotnosti nez 10 kDa). (51)

Pravé moc¢ je vSak velmi vhodnou tekutinou ke studiu onemocnéni ledvin, diky své

snadné dostupnosti a neinvazivnim odbérem od pacienti.

9.1 Optimalizace metodiky 2D elektroforézy

Cilem naSeho studia bylo pfipravit vzorky moc¢i a optimalizovat 2D analyzu tak,
abychom omezili ztraty ¢i zmény proteint jiz pfed samotnou analyzou a prokazali vliv
protedz na proteinové mapy pacientii. Vzorky byly ve vétSing ptipadii zpracovavany ihned po
sbéru, ¢imz bylo zamezeno ztraté protein vlivem jinych faktorti. Pro pozdé¢jsi analyzy byly
vzorky ihned zamrazeny na -80 °C. Stabilita vzorkli v pribéhu skladovani byla ovéfena
opakovanou analyzou daného vzorku moce po 30 dnech od prvni analyzy. Ze ziskanych
proteinovych obrazl je patrné, ze uvedené skladovani nemé u zkoumanych vzorkl vliv na
zastoupeni jednotlivych proteinii ve vzorku. Naopak jind studie Saetun et. al (52)
charakterizovala vznik precipitatl v moc¢i pii zamrazeni na -20 °C, které mohou ovlivnit
naslednou analyzu. Lze je vSak rozpustit intenzivnim tfepanim a proto je potieba brat na tyto

precipitaty zietel, pokud jsou vzorky zamrazeny na tuto teplotu.(52) Samotnou piipravou

-57-



vzorkll pfed analyzou se zabyvalo mnoho studii, pfikladem miize byt Magistroni, jenz
porovnaval protein extrakéni metody s vyuzitim acetonu, ultrafiltrace a trichloroctové
kyseliny. Jako nejlepsi zhodnotil exktrakci proteint acetonem, druhou hned ultracentrifugaci.
(53) V nasem studiu jsme s uspokojivymi vysledky pouzili k zahusténi proteinti u pacientii
s nizkou koncentraci proteinti v mo¢i metodu centrifugace. U nefrotickych pacientli byla
koncentrace proteintl dostacujici tak, aby nemusela byt Zadna koncentracni metoda pouzita.
pritomnost interferujicich latek, které mohou negativné ovliviiovat analyzu pomoci
izoelektrické fokusace (49). Abychom zamezili témto problémim, aniz bychom vzorky pted
analyzou podrobovali dialyze a nasledné lyofilizaci (49), aplikovali jsme na
polyakrylamidovy strip omezené mnoZzstvi proteinli a vizualizaci provadéli citlivou detekci
stiibrem.

Albumin je nejvyraznéji zastoupenou bilkovinou séra a tedy i moce. Molekulova
hmotnost albuminu je 67 kDa, v moc¢i pacientl se vSak nevyskytuje pouze albumin o této
hmotnosti, ale také rtizné fragmenty tohoto hojné zastoupeného proteinu. Jak je ziejmé z
obrazku 4, odstranénim albuminu metodou vysolovani doSlo k jasn&j$imu obrazu spektra
proteinli a vyraznému snizeni obsahu albuminu ve vzorku pfedevs§im v oblasti o molekulové
hmotnosti 67 kDa. Tento fakt byl ovéfen jednorozmérnou SDS-PAGE elektroforézou, kde se
v supernatantové frakci po centrifugaci vyskytoval pouze albumin (Obr. 6). Precipitace
proteinli siranem amonnym je vhodna také pro analyzu vzorkl s nizkym obsahem proteini.
Jako optimdalni koncentrace této soli ve vzorku se ukéazala hodnota 75% (54). Albumin je
mozno odstranit také s vyuzitim kitu Affi-Gel Blue agarose od firmy Biorad (49), kdy byla
pozorovana obdobna projasnéni spekter proteind jako u ndmi pouzité metodiky. Jind studie
(55) potvrdila, Ze stejné zmény byly prokazany pfi separaci albuminu také u vzorkl séra. Na
svété je kdispozici samoziejmé¢ mnoho dal§ich komeréné pfipravenych preparatu

odstraniujicich zaroven IgG a albumin z moci. Jak uvedl Magistroni et al.(53) lisi se specifitou
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a mnozstvim odstranéného albuminu. Je proto vhodné pifed konkrétnim experimentm
vyzkouSet vhodnou metodiku separace. Témito metodami vSak nedochdzi k odstranéni
fragmentli albuminu, které mohou mit toxicky ucinek na tubuldrni buiiky. Bylo prokézano
(56), Ze albumin neni specifickym ukazatelem diagnozy. Bézn¢ se vyskytuje jak u zdravych
tak 1 nemocnych jedincl. Odstranénim albumin ze vzorkl tedy nepfichdzime o detekci
ptipadnych markert charakterizujicich danou nemoc.

Pritomnost protedzy a jeji ucinky na degradaci proteinti jsme ovéfili stabilitni studii pti
fyziologické teploté 37 °C po dobu 48h. V piipadé, Zze jsme ke vzorkiim ptidali kokte;jl
inhibitord protedz, doslo jen k velmi malym zménam v proteinovém spektru v porovnani se
vzorky analyzovanymi ihned po sbéru. Naptiklad u proteinu s molekulovou hmotnosti 48 kDa
(protein 2), ktery jsme pozd¢ji pomoci MALDI-TOF MS identifikovali jako a-1-antitrypsin,
jsme u vSech vzorkl bez ptfidavku inhibitorti pozorovali pokles kvantity, jenZ by mohl byt
vysvétlen u¢inkem proteaz. Vzhledem k tomu vsak, Ze tento protein byl charakterizovan jako
sérovy proteazovy inhibitor, mohl by byt jeho Ubytek vysvétlen také interakci protedza-
inhibitor. a-l-antitrypsin je tvofen v jatrech a je zndmy jako reaktant akutni faze. Jako
protedzovy inhibitor inaktivuje elastazu neutrofill v plicni tkdni. ZvySenou koncentraci
v séru mizeme pozorovat pii infekci. Naopak niz§i hladina byva disledkem onemocnéni
ledvin pfedev§im u nefrotického syndromu. Zajimavym srovnanim miZze byt studie
Magistroniho zroku 2009 (53), kde se =zabyvali proteolytickou aktivitou v moc¢i u
nefrotickych pacientii ve srovnani s pacienty s mo¢ovymi abnormalitami (mikrohematurie ¢i
proteinurie bez nefrotického syndromu). Pomoci 1D a 2D western blot analyzy detekovali
vyraznou proteolytickou aktivitu vac¢i albuminu u pacientll s nefrotickym syndromem.
Rozdilnym zjisténim vzhledem k nasi studii bylo vyrazné zvySeni hladiny o-1-antitrypsinu
(53), kdy my jsme u pacientl s nefrotickym syndromem pozorovali naopak pokles hladiny
tohoto proteinu. Vysvétlenim by mohl byt samoziejmé fakt, Ze jsme vzorky ptfed analyzou

inkubovali pii 37°C po dobu 48h bez pfitomnosti inhibitorli protedz. Jak je ale uvedeno ve

-59.-



zminéné publikaci vztah mezi proteolytickou aktivitou proti albuminu a vyrazné hladiné
proteinu o-1-antitrypsinu je nutné adresovat dal$im studiim.

V piipadé proteinu 2 a proteinu oznaCeného na gelu ¢islem 3, doSlo u vzorkd s
pfidavkem inhibitori naopak ke zvySeni jejich zastoupeni. Vysvétlenim by u proteinu 3
mohla byt degradace proteinu o vyss$i molekulové hmotnosti (napiiklad albuminu) zpsobena
48 hodinovou inkubaci pfi teploté 37 °C. Teplotni degradace vSak nemusi byt tak G¢inna jako
Stépeni proteinit enzymy a proto nedojde k vyraznéjSimu rozkladu proteinii na mensi
fragmenty.  ZvySené mnozstvi kvantity pozorujeme tedy v oblasti s vy$§i molekulovou
hmotnosti jak 30 kDa v porovnani se vzorky bez inhibitorli pouze u proteinu oznaenym
Cislem 2 a 3. Zvlasté patrny je tento fakt u obrdzku 9 D). Vyssi obsah proteinu 2 je ovSem
s nejveétsi pravdépodobnosti dusledkem ptidavku koktejlu inhibitort protedz ke vzorku.
Inkubace vzorkd bez ptfidavku inhibitorii zptsobila rozsahlejsi zmény proteinti a to v oblasti
kolem molekulové hmotnosti 50 kDa. ZvySend proteolyza je patrnd také u proteind s
molekulovou hmotnosti niz§i nez 20 kDa, zejména u pacienta B, ktery obsahoval neobvykle
velké mnozstvi proteint v oblasti o0 molekulové hmotnosti 30 kDa. Z tohoto diivodu je mozno
predpokladat, ze v oblasti kolem 10 kDa se nachazeji pfevazné degradacni produkty. Tento
pokus nam naznacuje, ze protedzy maji pravdépodobné svou funkci pfi degradaci proteinti pii
tubularnich pochodech a mohou byt nezbytné pro zpétné vstiebavani proteinti tubularnimi
buiikami. Lze predpokladat, ze proteolytické procesy budou ptitomny i pii pokojové teploté,
pravdépodobné vSak budou probihat pomaleji. Proto je vhodné tyto vzorky ihned zpracovat
nebo zamrazit pii -80 °C, nebot’ timto postupem jsme prokazali stabilitu po dobu minimalné
pul roku. Z trochu jiného pohledu se na problematiku protedz a zamrazeni vzorkli zaméfili
Havanapan a Thoonboonkerd (2009) (57), ktefi zjisitili, Ze opétovné zamrazeni a rozmrazeni
vzorkll (sledovdno v 1-12 cyklech) bez pfitomnosti protedz ovliviiuje kvalitu 1 kvantitu
rendlnich proteini zamrazenych pti -30°C a -70°C po ¢tvrtém rozmrazeni. Naopak mocové

proteiny zlstaly bez pfitomnosti protedz pii obou teplotich nezménény i po dobu 12-ti
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rozmrazeni a neni tedy nutné dodéavat inhibitory proteaz, ¢imz byla potvrzena také naSe
stabilitni studie. Na druhou stranu byl ve studii Havanapan a Thoonboonkerd (57) sledovan
pouze jeden typ inhibitoru protedz a mocové proteiny u zdravych jedinct, urcité¢ by bylo
zajimavé otestovat z tohoto hlediska i jiné typy inhibitorti. V nasi studii jsme naopak u
nefrotickych pacientl nalezli vyraznou proteolyzu. Nutno urcit¢ podoknout, Ze vzorky byly
inkubovany pfti fyziologické teploté, nikoliv ihned zamraZzeny ¢i analyzovany, kazdopadné
ptidavek inhibitoru proteaz je v téchto ptipadech urcit¢ vhodny.

Ke zvySeni koncentrace protedz v moc¢i mlze dochdzet také u akutni pankreatidy ¢i
nadorovych onemocnéni. Tento fakt potvrzuji studie (58, 59), kde byly hodnoty koncentrace

ptislusnych enzymi oznaceny dokonce diagnostickymi markery choroby.

9.2 Srovnani proteinovych map u nefropatii

Ziskat soubor s pfesn¢ definovanymi paramatery v ramci urc€ité skupiny onemocnéni je
velmi problematickou zalezitosti, nebot” mocovy proteom je béhem dne velmi proménlivy.
Tyto zmény jsou zplisobeny jednak zivotnim stylem, tak také metabolickymi ¢i katabolickymi
procesy, ale také srde¢nim rytmem (51).

V nasi studii jsme obdrzeli elektroforeogramy s proteinovymi spektry u 60-ti vzorkl
moce pacientll s nefrotickym syndromem ¢i jinymi nefropatiemi s rizn€ zavaznou proteinurii.
Vsechny vzorky jsme sledovali z hlediska véku a pohlavi pacienta, renalni funkce, hodnoty
proteinurie, ale také fize onemocnéni. Tyto skupiny pacientli jsme se snazili co nejpfesnéji
roztiidit dle téchto kritérii, pfesto vSak byly nalezy proteind ve skupinach velmi proménlivé a
tézko jsme hledali konkrétni protein, ktery by vybranou skupinu charakterizoval. Metabolické
pochody jsou u lidi velmi rozdilné a kazdé onemocnéni se u jednotlivcl projevi z ¢asti jinak.
Pfi¢innou ndmi zjisténé rozli¢nosti proteint je pravdépodobné specifickd odpoveéd’ organismu
na dané onemocnéni. U vSech studovanych skupin onemocnéni (IgA nefropatie, lupusova

nefritida, Wegenerova granulomatéza, membranozni nefropatie) jsme detekovali vyrazné
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abundantni proteiny, které se vyskytovali ve vSech skupinidch a pomoci MALDI-TOF MS
jsme je blize ur¢ili jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin
a transthyretin prekurzor. Posledni zmiflovany protein byl ve studii IgA nefropatie technikou
nano-vysokotlaké  kapalinové chromatografie spojené s hmotnostnim spektrometrem s
elektrosprejovou ionizaci  (nano-HPLC-ESI-MS/MS) spolu s kininogenem oznafen jako
potencidlni biomarker nemoci (60). Dalsi studie vyuZzivd metodiku kapilarni elektroforézy
CE-MS (61) knalezeni markerovych polypeptidii pro porovnani IgA nefropatie,
membrano6zni nefropatie a zdravych jedinc. VSechny sledované polypeptidy jsou v rozmezi
900 - 6000 Da. Také soucasné laboratorni markery pro lupusovou nefritidu (proteinurie,
mocovy protein/kreatinin pomér, clearence kreatininu) jsou velmi neuspokojivé. Pomoci
SELDI-TOF MS (surface-enhanced laser desorption/ionization TOF MS) (62) Suzuki v roce
2009 identifikoval prostaglandin D-syntetazu, transferin, ceruloplasmin, ol-acid-
glykoprotein, které byly zvySeny u pacientl s nefritidou. Pozdé&ji podobnou technikou Mosley
(63) stanovil, ze rozdily mezi aktivni a inaktivni LN nejlépe vystihuji peptidy v rozmezi
molekulovych hmotnosti 3000-4000Da (64). Z téchto poznatkli vyplyva, Ze analyza proteinti
v moci je potencidlné pouzitelné pii pocatecni detekci nemoci a k sledovani odpovédi na
lécbu. Dalsi ovéteni jsou vSak nutnad (65). Po podrobném porovnani ndmi analyzovanych
spekter jsme ziskali pfehled o zastoupeni proteinti v moc¢i u jednotlivych nefropatii a nalezli
tedy pouze urcité rozdily ve skupindch proteinti (Obr. 11, Zluté oznaceni). Konkrétni protein,
ktery by slouzil jako biomarker dané diagnézy jsme vSak nenalezli. Jak je patrné z poznatkl
1 zjinych studii (62, 64, 65) mozné markery nemoci odpovidaji spiSe proteinim s nizsi
molekulovou hmotnosti kolem 4000 Da. V této oblasti je 2D elektroforéza znacné limitujici,
nebot’ poskytuje prehledny obraz proteini nad 10 kDa.(51) Velikost dé€lenych proteind totiz
zavisi na zvoleném pH pro IEF a velikost pori v gelu, kdy reprodukovatelné vysledky jsou

poskytovany predevsim pii molekulové hmotnosti nad 10 kDa.
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9.3 Porovnani skladby proteini u AFD a zdravych kontrol

Po sledovani mocovych proteoml u nefropatii jsme se zaméfili na analyzu skladby
proteinli u zavazného geneticky podminéného lysozomdlniho onemocnéni Andersonovu-
Fabryho chorobu. Zaméfili jsme se na porovnani proteini v moc¢i u AFD vzhledem ke
zdravym jedincim. Mezi zdravymi kontrolami a AFD pacienty jsme nenalezli zadné
vyznamné rozdily v poctu proteint, proto mizeme konstatovat, Ze nemoc nevede ke tvorbe
novych proteinll ¢i degradacnich produktd. Tento zavér mize byt také potvrzen srovnanim
spekter ziskanych u AFD pacientl a proteinovych spekter nefrotickych pacientd, kde je
mnozstvi detekovanych proteinti na gelu mnohem vyssi nez u zdravych jedincii. (Ptiloha 1, 2)
Ackoliv jsme nedetekovali kvalitativni zmény proteind, zaznamenali jsme zmény v kvantité.
obvykle spojeno s porusenim funkce proximalniho tubularniho systému. PoruSenim funkce
proximalniho tubulu vede ke Spatné reabsorbci filtrovanych latek, zvlasté nizkomolekularnich
proteinti. VétSina identifikovanych proteint patfila mezi plazmové proteiny a pfi normalnich
podminkach by byly reabsorbovany v proximéalnim tubulu pomoci receptord
zprostiedkovavajicich endocydézu. Na druhou stranu, analyza kvantitativnich zmén odhalila
znaéné zvysSené hladiny Ig kappa fetézce V-III, proteinu komplementu — clq faktor
nekrotizujici tumor a prostaglandin H2 D-isomerézy. Hladiny prvnich dvou proteind byly
zvySeny vice jak tfikrat a hladina prostaglandin H2 D-isomerézy vice jak pétkrat vzhledem
k pfislusnym hodnotdm u kontrolnich jedincti. Posledni protein hraje dulezitou ulohu
v regulaci fosfolipidového metabolismu (6) a jeho sekrece je vyrazné zvySena u pacientl
s chronickym renalnim onemocnénim (66, 67, 68). Vyssi hladiny téchto tfi proteinii mohou
byt zpiisobeny zvySenou syntézou nebo zvySenou propustnosti glomeruldrni bazalni
membrany (69, 70). Nejpravdépodobnéjsi pri¢innou se jevi poruSeni sekrecné-reabsorpcnich

tubularnich mechanizmi vlivem lysozomalnich vakuol ovliviiuyjicich tubularni systém. Nebot’
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skladba proteint identifikovanych u AFD pacientli je velmi podobnd proteomu, ktery byl
nalezen u pacientll s tubularni proteinurii (6, 71). Jiné zmény v exkreci proteinii byly
pfedstaveny v histochemické studii (72) ukazujici, Zze mocCova exkrece integrinu [33
vznikajiciho z vitronektinového receptoru byla u AFD pacientli vyznamné zvySena ve
srovnani se zdravymi kontrolami. Kone¢né, abundatni proteiny identifikované na 2-D gelech
byly podrobeny MALDI-TOF MS analyze. VSech sedm studovanych proteinti (alfa-1-
antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2 D-izomerdza, protein komplementu — clq
faktor nekrotizujici tumor, Ig kappa fetézec V-III) bylo také nalezeno u zdravych jedinct.
Pozice vSech proteini na 2D gelu odpovidala jejich teoretickym izoelektrickym bodim a
molekulovym hmotnostem, kromé H2 D-izomerazy. Predpokladame, Ze zména v molekulové
hmotnosti enzymu a jeho izoelektrickém bod€, mlze byt zplsobena glykosylaci H2 D-
izomerazy v misté¢ Asn51 a Asn78. Glykosyla¢ni zmény proteinu mohou byt vyznamné a
mohou slouzit jako potencidlni biomarkery. AvSak tyto pfedpoklady museji byt potvrzeny
nasleduyjicimi studiemi sledujicimi vztah mezi vySe zminénymi zjiSténimi vzhledem
k vaZznosti a progresi onemocnéni. Mnoho ¢lankii publikovanych minuly rok bylo zaméfeno
na klinické studie riznych typl terapie AFD (73), studie vlivu enzym-substitu¢ni 1é¢by na
pacienty (74) nebo studiemi pacientl lé¢enych  a-galaktoziddzou A (glykoprotein
o molekulové hmotnosti 101 kDa shomodimerni strukturou) zdavodu snizeni
globotriaozylceramidovych zasob ve tkanich. (27) David Moore v roce 2009 sledoval vliv
ERT na sérové proteiny pomoci izotopového znaceni a ndsledné nanoHPLC tandemové
hmotnostni spektrometrie, kde zaznamenal pokles hladiny nékterych proteini. (75) My jsme
méli mozZnost sledovat proteinovd spektra pacienti podléhajicich 1é¢bé viici neléCenym
pacientim s AFD a v moc¢i jsme zadné rozdily mezi proteiny nezaznamenali. Jak je uvedeno
v publikaci Schiffmanna (76) spolehlivé biomarkery této nemoci jsou a budou i nadéle

pfedmétem dalSich studii a stejné tomu zlistava také u ostatnich nefropatii.
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10 Zavér

Zam¢fili jsme se na analyzu proteinll pfitomnych v moci pacientli s onemocnénim
ledvin. Zavedli jsme a optimalizovali jsme 2D techniku tak, aby ndm poskytovala
pfehlednd spektra proteint, kterd se v moci pacientdi s nefrotickym syndromem a s
primarnimi glomerulopatiemi vyskytuji. Dale jsme sledovali vliv odstranéni albuminu pro
analyzu vzorku a U¢inek protedz na zastoupeni proteinti ve vzorku moci. Zjistili jsme, Ze
vzorky jsou stabilni miniméln€ 6 mésict, pokud je vzorek uchovéavan pti -80 °C.

Doporucujeme u vzorkd s koncentraci albuminu vyssi nez 3 g/24h aplikovat metodu
odstranéni albuminu siranem amonnym, protoZe odstranéni albuminu zlepSuje piehlednost
celého spektra a zvyrazni se rozliSeni proteinli zejména v oblasti > 30 kDa.

Studie vlivu protedz na slozeni proteinli v moc¢i potvrdila u vSech péti riiznych
vzorkll s priméarni glomerulopatii, Ze k vyrazn¢jSim zméndm kvantity proteini dochézi
zejména ve dvou oblastech a to s molekulovou hmotnosti 50 — 100 kDa a 10 — 20 kDa.
Protedzy pravdépodobné hraji svou tlohu pii degradaci proteinti pfi tubularnich pochodech.
Porovnanim jednotlivych proteinovych map sledovanych vzorki moci je patrné, ze bez
pfitomnosti inhibitori protedz dochazi k proteolyze projevujici se zvySenym mnozstvim
proteinli v oblasti 10 kDa a naopak ubytkem proteint s vy$si molekulovou hmotnosti (89 a

64 kDa).

Ziskali jsme elektroforeogramy s proteinovymi spektry u 60-ti vzorkli moce pacientli
s nefrotickym syndromem ¢i jinymi nefropatiemi s rtizné zavaznou proteinurii. Detekovali
jsme vyrazné abundantni proteiny, které se vyskytovaly ve vSech skupinidch onemocnéni a
pomoci MALDI-TOF MS jsme je blize urcili jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin
prekurzor, alfa-1-mikroglobulin a transthyretin prekurzor. Po podrobném porovnani
jednotlivych spekter jsme ziskali pfehled o zastoupeni proteinii v moc¢i u jednotlivych
nefropatii a nalezli ur€ité rozdily ve skupindch proteind. U membrandzni nefropatie jsme
pozorovali bohatsi spektra proteinti, u Wegenerovy granulomatézy skupinu tii proteint
v oblasti molekulové hmotnosti 10 kDa, plI 7, které jsme u ostatnich diagndz nepozorovaly.
Konkrétni protein, ktery by slouzil jako biomarker pro danou diagnézu jsme vSak nenalezli.
Spektra proteinit se i v rdmci jednoho onemocnéni mirné liSila, kdy pfi¢inou muize byt
stadium onemocnéni, 1éCba, ale také dietni navyky. Studiem vybranych proteinti se budeme

dale zabyvat u zvolenych nefropatii a vétsiho poctu vzorkd.
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Byly studovéany vzorky 20-ti pacientli s Andersonovo-Fabryho chorobou (11 muzd,
9 Zen, ve veku 18-69 let) s proteinurii v rozmezi mezi 0,1 — 1 g/24h. VSechna spektra vzorki
s Andersonovo — Fabryho chorobou obsahovaly identické proteiny, a to zejména v oblasti
okolo 20-40 kDa. Nenalezli jsme zadny vyznamny rozdil v rozmisténi proteini na
elektroforeogramech u AFD pacientii podstupujicich enzym-substitu¢ni 1é€bu ve srovnani
s pacienty bez terapie ¢i zdravymi jedinci. Kvantitativni analyza ukézala u AFD pacientil
vyrazné zvyseni obsahu nékterych proteinii s molekulovou hmotnosti kolem 30 kDa. Byly
vybrany a pomoci MALDI-TOF MS identifikovany tfi proteiny, jejichz kvantita byla u AFD
pacient vyznamné vys$§i v porovnani se zdravymi kontrolami;  Jmenovit€¢ hladiny
prostaglandin H2 D-izomeréazy a proteinu komplementu — c1q faktor nekrotizujici tumor byly
u AFD pacientl tfikrat vysSi a hladina Ig kappa fetézce V-III byla zvySena pétkrat oproti
zdravym kontroldm. Dale byly MALDI-TOF MS technikou charakterizovany dalsi
abundantni proteiny jako alfa-1-antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2
D-izomeraza, protein komplementu — c1q faktor nekrotizujici tumor, Ig kappa fetézce V-III.
Pozice vSech identifikovanych protein na 2-D gelu byla porovnavéna s jejich teoretickym
izoelektrickym bodem a molekulovou hmotnosti.  VétSina proteinii se nachéazela
v pfedpokladaném rozmezi, kromé prostaglandin H2 D-izomerazy. Tato vyjimka miize byt

zplisobena glykosylaci na mistech Asn51 and Asn78.

Nyni pfipravujeme rozsifeni naseho vyzkumu, kde bychom se radi zabyvali studiem
proteinli pomoci dalSich technik a to kapalinové chromatografie spojené s MALDI-TOF MS
analyzou. Zejména bychom se chtéli vénovat nalezené glykosylaci prostaglandin H2
D-izomerazy u AFD pacientll a ovéfit, zda by se mohlo jednat o potencidlni biomarker

nemoci.
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Medicine, Charles University, and General Teaching Hospital, Prague, Czech Republic

Abstract. Heavy proteinuria may be caused by either
increased glomerulal basement membrane permeabili-
ty or membrane or podocyte structural damage, and
also by impairment of secretion-reabsorption tubular
processes. The precise composition of modified or
degraded urine proteins in proteinuria is not known.
However, a possible toxic effect of proteins on tubular
cells and disease progression is assumed. In this study,
15 patients with nephrotic proteinuria and other diag-
noses (systemic lupus eryvthematodes with renal
involvement (lupus nephritis) and AAV) were analysed
by the 2D electrophoresis method. We have studied
sample stability during storage, the albumin separa-
tion effect on sample analyses using ammonium sul-
phate, and the effect of proteases on the protein
spectrunm. In the first step, the proteins were divided by
the isoelectric focusing method using polyacrylamide
strips (pH 3-10 linear). The second step involved two-
dimensional SDS electrophoresis performed in 12%
polyvacrylamide gel, which separated proteins accord-
ing to their molecular weight. The proteins were visu-
alized by the silver method. The gels were evaluated by
Phoretix 2D expression software 2005. We found out
that samples are stable for more than 6 months pro-

vided that they are frozen to —80°C. The separation of

albumin caused higher lucidity of the urinary pro-
teomes. Without adding protease inhibitors we could
detect proteolysis with increased quantity of proteins
manifested in the area of about 10 kDa and decreased
quantity of proteins detectable in the area with molec-
ular weights about 50 kDa.

Introduction

Proteinuria is a well-recognized negative prognostic
factor for patients with kidney disease. The possible
presence of proteases among various urinary proteins
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should be stressed, as they may play an important role in
degradation and changing structure and features of the
filtered proteins. Ultimately the reabsorption by tubular
cells may be affected. Common laboratory methods do
not allow detection of changes in these urinary protein
molecules. However, these changes of proteins may con-
tribute to renal damage and its progression. Proteomic
analysis (2D, LC-MS/MS, HPLC-MS/MS) provides
many advantages compared with conventional methods
such as Western blot analysis, because a large comple-
ment of expected and unexpected proteins can be exam-
ined simultancously. Western blot analysis is limited by
the relatively small number of proteins that can be stud-
ied in a single experiment and the availability of a spe-
cific antibody to the targeted protein is also necessary.
However, HPLC coupled to tandem MS (HPLC-
MS/MS) requires complicated instrumentation and MS
analyses are required for all experiments. Construction of
a urinary proteome map on 2D gel may therefore be
a useful technique, because the recent methodology of
2D PAGE provides a consistent protein spot pattern
(Thongboonkerd, 2004).

The presented data are focused on the study of uri-
nary protein changes in glomerular renal diseases (pre-
dominantly with the nephrotic syndrome) using modern
analytical techniques such as isoelectric focusing and
two-dimensional (2D) electrophoresis in polyacry-
lamide gels. A similar technique of protein determina-
tion by 2D electrophoresis is being studied in other
laboratories, which are focused on different types of
discases such as tubular renal disease (Fanconi syn-
drome) or various carcinomas (Cutillas et al., 2004;
Pieper et al., 2004; Rossing et al., 20053).

Protein analysis using 2D electrophoresis gives a very
clear picture about proteins contained in the sample.
Earlier studies have shown that this technique 1s com-
fortable for protein analysis from animal sources (Gygi
et al., 2000; Washburn et al., 2001; Pyo et al., 2004). We
have focused on detailed urinary protein analysis (tech-
nigque optimization, sample preparation, and protein sta-
bility) in patients with glomerulopathies accompanied
mostly with nephrotic syndrome. Next, we studied the
technigue of albumin separation from the sample and the
protease effect on protein changes in urine samples.

Folia Biologica (Praha) 53, 58-65 (2007)

-78 -



Vol. 53

Study of Urinary Proteomes in Patients with Nephrotic Syndrome 59

The main aim of this study was optimization of the
two-dimensional (2D) technique in order to obtain
a clear spectrum of proteins in the urine of patients with
heavy proteinuria and identification of noticeable pro-
tein changes in urine in the presence of proteases.

Material and Methods

The following chemicals and instruments were used
in the study:

2-DE ampholytes pH 3

sciences, Uppsala, Sweden);

BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen, Glasgow,

Great Britain);

Protease mhibitor cocktail (Sigma, Saint Louis, MO);

IPG Strip pH 3-10L (Amersham Biosciences);

electrophoresis Multiphor 11 (Amersham Bio-

sciences);

SDS-PAGE wvertical electrophoresis (Scie-Plas,

Warwickshire, Great Britain);

mini vertical electrophoresis (Hoefer, San Francisco,

CA);

Power Supply EPS 3501 (Amersham Biosciences, );

spectrophotometer Modular (Roche, Basel, Switzer-

land);

dialysis membrane

Karlsruhe, Germany).

10L (Amersham Bio-

Visking, 10 kDa (Roth,

Solutions

The following solution were used:

acetate buffer (50 mM acetate; 0.3 M NaCl; 6 mM
EDTA: pH=5.3)

Ranford’s assay solution (0.1 mM Coomasie brilliant
blue G250; 5% (95% ethanol); 10% (85% H;POy))
Rehydration stock solution (Amersham Bio-
sciences) — 2D electrophoresis

Equilibration buffer solution (Amersham Bio-
sciences) — 2D electrophoresis

30% acrylamide mixture (29% acrylamide; 1% N,
N’-methylenbisacrylamide)

TRIS-glycin solution for SDS electrophoresis (10x)
(290 mM TRIS:; 2.5 M glycin; 1% SDS)

Preparation of samples

Urinary samples from 15 patients with nephrotic pro-
teinuria and other diagnoses (systemic lupus erythema-
todes with renal involvement (lupus nephritis) and
ANCA-associated vasculitis (AAV)) were analysed.
Their proteinuria varied between 0.97 and 10 g per day.

Thirty-ml samples from 24-h collection of urine
were used for the analyses. Total protein concentration
was determined using pyrogallol red (Modular).
Urinary samples from patients with proteinuria less
than 1 g were concentrated using Amicon Ultra
(Millipore, Billerica, MA) (10 kDa, 5 min, 3000 x g,
4°C) (Joo et al., 2003). Samples were analysed imme-
diately or sample aliquots were stored at —80 °C.

Stability of samples

Samples that were not analysed immediately were
stored at —80 °C. Their stability was validated by repeat-
ed analyses after 30 and 180 days, respectively. Again, we
used the centrifugation method described above where
the quantity of proteins in the samples was lower than
1 g/24 h.

To test the stability of proteins, we studied five differ-
ent samples of patients with the nephrotic syndrome.
Protein spectra of samples analysed immediately after
collection, 30 and 180 days after storage at —80 °C, were
compared using software Phoretix 2D expression 2005.

Separation of albumin

Albumin was separated from samples containing
albumin concentrations higher than 2.9 g/ 24 h using
ammonium sulphate (Harlow and Lane, 1999). The
amount of ammonium sulphate was added to the given
volume of each of the five samples studied, so as to get
502 saturated solution. The samples were incubated and
mixed at 4°C for 16 h. Exactly 50% saturation of the
sample by ammonium sulphate causes protein agglutina-
tion and only albumin remains diluted in the solution.
The mixture was next centrifuged (Amicon Ultra 10
kDa, 10 min, 10 000 x g, 4°C). The pellet containing all
urine proteins except albumin was diluted in distilled
water and transferred to the dialysis membrane (molecu-
lar mass cutoffat 10 kDa). The following dialysis against
1.5 M Tris buffer, pH = 7.5, removed the ammonium sul-
phate, which might disturb the subsequent detection of
proteins. The protein concentration after removing albu-
min was determined by Bradford’s assay. The samples
prepared by this method were analysed immediately.

Effect of proteases

The presence of proteases was studied in samples from
five patients with primary glomerulopathy (three of them
with nephrotic syndrome) after 48-h incubation at 37 °C.

Three aliqouts from cach patient were prepared n
this part of the study. Two identical 5-ml aliquots from
each urine sample were separated immediately after
collection. Forty ul of a cocktail containing protease
inhibitors (serine, cysteine, aminopeptidase) and sodi-
um azide were added to one aliquot of each sample. The
second aliquot contained only sodium azide. These two
aliquots were incubated 48 h at 37°C.

Another (third) aliquot obtained from each sample
was frozen at —80°C immediately after the collection
without adding any other substances.

All aliquots were analysed together at the same time.

Determination of protein concentration
Bradford assay

Bradford’s spectrophotometric method (Bradford,
1976) was used to determine protein concentration and
bovine albumin was used for calibration. The samples
for analysis were prepared by mixing 200 pl of the sam-
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ple with 2.5 ml of the Bradford reagent. The next step
was 10 min incubation at room temperature (25°C) and
absorption was monitored at 595 nm against a standard.

Method using pyrogallol red

We used the method described by Watanabe et al.
(1986). After the collection of urine (1057 ml/24 h) the
sample was diluted 10-fold using a solution containing
60 pl/l pyrogallol red, 40 pmol/ 1 sodium molybdate and
50 nmol/l succinate, pH 2.3. Absorption was measured
after 10-min incubation of the samples at 37°C using the
spectrophotometric instrument Modular (Roche).

2D electrophoresis

The proteins were divided by the isoelectric focusing
method (IEF) using 7-cm polyvacrylamide strips with
immobilized linear gradient pH 3-10 (IPG strip pH
3-10L, Amersham Biosciences). The total amount of
protein placed on each polvacrylamide strip was 20 pg.
Each strip was rchydrated overnight with a rehydration
solution. The isoelectric focusing was performed in
three steps to reach 3500 V. After completion of the [EF,
the proteins on the strip were equilibrated with an equi-
libration buffer or the strip was frozen at —80°C for later
use. The IPG strip was then transferred onto 12% poly-
acrylamide gel and the second dimensional separation
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Fig. 1. Comparison of 2D electrophoreograms analysed in different intervals
after sample collection. The urine samples were analysed immediately after col-
lection using 7-cm polyacrylamide strips pH 3—10L by the IEF method, where
20 pg of total protein amount were loaded on each strip. The proteins were next

was performed in SE260 Mini-Vertical Electrophoresis
Unit (Amersham Biosciences). The proteins were then
visualized by the Silver Method (Silver Bullit Kit,
Amresco, St. Louis, MO).

Gel comparison

The software Phoretix 2D expression 2005 was used
for protein analysis. The patient’s urine sample that was
analysed immediately after collection was used as a ref-
erence gel. This reference gel was then used to compare
proteins between investigated gels with or without added
protease inhibitors. The protein content (in %) was cal-
culated using the following formula:

% protein: [total protein in the sample (with or with-
out inhibitors)/total protein in the sample analysed
immediately after collection| x 100

Results
Stability of samples

The nephrotic proteinuria samples were investigated.
According to the definition of nephrotic syndrome, the
protein content of urine in proteinuria is higher than 1 g.

[t was therefore not necessary to concentrate urine sam-
ples before 2D analysis when silver detection is used for
protein visualization. Two different urine samples from
patients with the nephrotic syndrome
analysed on the first and 30" day after
10 Mr collection of samples are shown in
v ! l Fig. 1. The study of the protein spectrum

= using software Phoretix 2D expression
250 kDa 2005 before and after 30 days of storage

at —80 °C did not show protein changes

) in the sample. Even after 6-month stor-

age of the sample, its reanalysis pro-

20kDa  giced identical results (Fig. 1).
Separation of albumin
In some samples, albumin deteriorat-
ed the lucidity of the urinary proteomes.
10 Mr Therefore, albumin was removed from
4 the samples by a method based on dif-
l ferent protein solubility at a given con-
50 kDa ccqtrathn of salts. [x_vo protein maps of
patients’ samples with proteinuria are
shown in Fig. 2. The separation of albu-
min from sample (A) and (B) resulted
20 kDa in higher lucidity of the urinary pro-

teomes and higher protein resolution in
an arca with molecular weight > 30
kDa. The lower amount of albumin in
the sample is wvisible at a 1D elec-
trophorcogram of three fractions, name-
ly proteins before extraction of the
albumin, supernatant after centrifuga-
tion, and urine proteins afier separation
of the albumin (see Fig. 3).

separated by SDS-PAGE in 12% polyacrylamide gel and detected by silver.
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A 3 Pl v b

Fig. 2. Comparison of protein map before and after removal of albumin. The urine samples were analysed immediately
after collection using 7 em polyacrylamide strips pH 3-10L by the IEF method, where 20 pg of total protein amount
were loaded on cach strip. The proteins were next separated by SDS-PAGE in 12% polyacrylamide gel and detected by
silver. The protein spectrum of a patient with nephrotic syndrome before (A) and after (B) removal of albumin.

Effect of proteases

The quantity of enzymes (including proteases) in the
urine in kidney disease increases due to damaged plas-
ma filtration and may unfavourably affect protein
analysis results. Figure 4 shows four different urine
samples from patients with the nephrotic syndrome.
The first three electrophoreograms (A, B, C) are
focused on the total urinary protein spectrum compari-
son and the last one (D)) is focused on the area of mol-
ecular weight higher than 30 kDa.

The study of protein spectra (urine samples from five
different patients with primary glomerular disease)
using software Phoretix 2D expression 2005 has con-

firmed important protein changes observable at two
areas of molecular weight, i.e. range 50100 kDa and
10-20 kDa (Fig. 4 — diagram marked in black). We
could detect proteolysis in samples without adding any
protease inhibitors, as manifested by the increased
amounts of small proteins (about 10 kDa). On the other
hand, a decrease of proteins was observable in the area
with molecular weights about 50 kDa. Therefore, we
focused on quantitative changes and found strong ele-
vation and drop of the amount of the proteins in these
molecular weight groups. The amount of proteins with
the lowest molecular weight about 10 kDa in samples
without addition of the inhibitors increased more than
twice (Table 1 and Fig. 5).

Table 1. Average percentage changes of selected proteins observed using Phoretix 2D expression software version 2003,

Samples were collected from five different patients.

Mol. w. Protein Sample with  Sample without Probable mol. w. Probable pI
inhibitors inhibitors
(average %)" (average %)"
1 L 8=x1 | 13x1 89
2 23 +2 36+2 64 5
>50 kDa f !
3 124 £2 1114+ 5 45 6.2
4 T 6 %2 + 171 48 5.1
5 t 8+1 1t 28+2 39 6.6
6 110 £2 | 48+3 33 6.3
7 t 5+1 T 15+2 30 7
=30 kDa
8 L 4+1 l 71 32 5.5
9 T 92 T 38+3 33 5.2
10 113 +1 1302 27 5.6
+ + 5 5.
10 kDa 11 111 +1 1322 1 5.9
12 150 £2 1256+ 16 10 7

@'N = 5: 100 ~ [{amount of protein in the sample with inhibitors / amount of protein in the sample analysed immediately after sample collection) x 100]
)N =5: 100 — [(amount of protein in the sample without inhibitors / ameunt of protein in the sample analysed immediately after sample collection) % 100]
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Fig. 3. SDS-PAGE in 12% polyacrylamide gel detected by
silver: 1. standard; 2. urine proteins before albumin
extraction; 3. supernatant containing albumin after cen-

trifugation; 4. urine proteins after albumin extraction.

On the other hand, the proteins in the area of about
30-50 kDa increased and decreased with lesser contrast
in both experiments (with or without inhibitors).

We found similar spectra of proteins in samples
analysed immediately after the collection and analysed
after incubation with protease inhibitors. This indicates
that the effect of proteases can be bypassed cither by
immediate analysis or by proteolysis inhibition. On the
other hand, proteases in the urine may induce marked
changes in its protein spectra, namely increase of small
molecules (proteins of about 10 kDa) and decrease of
molecules with 50-100 kDa (Table 1, Figs. 4, 5).

We found out that samples are stable for more than 6
months provided that they are frozen to ~80°C. The sep-
aration of albumin caused higher lucidity of the urinary
proteomes. Without adding protease inhibitors we
could detect proteolysis, with increased quantity of pro-
teins manifested in the area of about 10 kDa and
decreased quantity of proteins detectable in the area
with molecular weights about 50 kDa.

Discussion

Increasing numbers of scientific laboratories special-
ize in the study of urine proteins using 2D elee-
trophoresis (Nejedly et al., 1986; Englis, 1995: Rossing

et al., 2005) in order to get superior spectra for subse-
quent MALDI-TOF MS analysis and protein identifica-
tion. The comparison of protein spectra among certain
renal diseases, but also patients’ protein maps before
and after treatment, can lead to detection of biomarkers
typical for a specific disease. As mentioned in the
Introduction, insufficient kidney function may lead to
a higher amount of proteases in the urine. These pro-
teases may affect the true content and composition of
proteins in the urine during analysis. The main aim of
our study was the urine sample preparation and 2D
technique optimization in order to reduce protein loss
or change before analysis and to verify the effect of the
proteases on patients’ protein maps.

In most cases, the samples were treated immediately
after collection to reduce protein loss due to other fac-
tors. Other samples were frozen at —80°C for later
analysis. The sample stability during storage was con-
firmed by urine sample reanalysis 30 days after the first
analysis. Protein spectrum analysis confirmed that
freezing and subsequent storage did not affect the pres-
ence of proteins in urine samples. Earlier study of pro-
tein detection in urine using 2D electrophoresis called
attention to the presence of interfering substances,
which can negatively affect analysis using isoelectric
focusing (Oh et al., 2004). We applied limited amounts
of protein to the polyacrylamide strip and analysis was
performed by silver detection to avoid these problems
without using sample dialysis and subsequent
lyophilization (Oh et al., 2004).

Albumin is the main protein in the serum, and there-
fore also in the urine. Its molecular weight is about 67
kDa. Besides this form, the patient’s urine also contains
its various fragments. As shown in Fig. 2, separation of
albumin caused higher lucidity of the urinary pro-
teomes and higher protein resolution in the area with
molecular weight > 30 kDa. This fact was confirmed by
1D SDS-PAGE electrophoresis, where only albumin
was contained in the supernatant fraction after centrifu-
gation (Fig. 3). The ammonium sulphate protein pre-
cipitation is suitable for analysis of samples with lower
protein content. In this case, the optimal concentration
of this salt is 75% (Thonboonkerd et al., 2006). It is
possible to separate the albumin from a sample using
Affi-Gel Blue agarose kit from the BioRad Company
(Oh et al., 2004), where the lucidity of the protein spec-
tra was observed to be similar with our results. Another
study (Ahmed et al., 2003) documented similar changes
when albumin was isolated from serum samples. These
methods do not eliminate those albumin fragments that
might have a toxic effect on tubular cells. It was estab-
lished (Jain et al., 2005) that albumin is not a specific
indicator for diagnosis of renal damage. Albumin is
common in urine in both healthy and diseased individ-
uals (its amount in healthy subjects is very low). The
removal of albumin from the samples does not hinder
detection of potential markers for a given disease.
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e r_ MP_

before incubation

B)

+ inhibitors

before incubation -+ inhibitors - inhibitors

Fig. 4. Changes in the protein map in accordance to the presence of protease inhibitors in the samples of four different
patients (A, B, C, D) with nephrotic syndrome. D) detailed comparison of protein map changed in the area of molecu-
lar weights higher than 30 kDa. Samples were analysed after incubation using the IEF method on polyacrylamide strips,
where 20 pg of total protein amount were loaded on each strip. The proteins were next separated by SDS-PAGE in 12%

polyacrylamide gel and detected by silver.

The occurrence of proteases and their protein degra-
dation effects were confirmed by a study at physiologi-
cal temperature 37°C for 48 h. When a cocktail of
protease inhibitors was added to the samples, there
were only slight changes of protein spectra compared

with samples analysed immediately after collection. On
the other hand, a decrease in the quantity of a protein
with molecular weight about 55 kDa (protein 2) was
observed in all samples studied without addition of the
inhibitors, which might be explained by the effect of
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proteases. On the contrary, the quantity of the same pro-
tein in samples with added inhibitors was increased.
This could be explained by the thermal effect on pro-
teins with higher molecular weights (e.g. albumin) due
to the incubation at 37°C for 48 h. The temperature
effect is not as noticeable as protein cleavage by the
enzyme. Therefore, there is no such strong decomposi-
tion of proteins into smaller fragments. Their increased
quantity is detectable only in the protein marked 2 com-
pared to samples without inhibitors. This fact is espe-
cially seen in Fig. 4D. The incubation of samples
without addition of the inhibitors caused more exten-
sive protein changes in the arca with molecular weight
about 50 kDa. Increased proteolysis was visible in pro-
teins with molecular weight lower than 20 kDa, espe-
cially in patient B, whose sample contained an
unusually large quantity of proteins in the area with
molecular weight about 30 kDa. Consequently, we can
assume that degradation products occurred mainly in
the area of about 10 kDa. This study implies that pro-
teases have probably some effect on protein degrada-
tion in tubular processes and may be necessary for
protein reabsorption by tubular cells. It is assumed that
protcolytic activity may also occur at room tempera-
ture; however, it probably proceeds more slowly. It is
therefore advisable to analyse the samples immediately
or freeze them at —80°C, because the sample stability
established in this way is at least one month. Finally, we
should also mention the possibility of increased pro-
tease concentration in uring in patients with acute pan-
creatitis or cancer discases, as confirmed by the studies
of Saez et al. (2005) or Botchkina et al. (2005), where
concentrations of these enzymes were identified as
diagnostic markers of the disease.

Conclusion

We optimized the 2D electrophoresis technique for
samples of patients with the nephrotic syndrome and
other primary glomerulopathies. We found that albumin
separation by ammonium sulphate should be applied

@ before_experiment

Fig. 3 Graphical demonstration of average
changes in the protein content of samples collect-
ed from five different patients before 37°C incu-
bation, after incubation with addition of inhibitors
(SIN), and after incubation without addition of
inhibitors (BIN).

when the albumin concentration in a sample is higher
than 2.9 g/24 h. We assume that proteases probably play
an important role in protein degradation in tubular
processes. We focused on the groups of patients with
renal discase with different types of heavy proteinuria.
The study of urinary protein composition might con-
tribute to the search for relatively specific markers of
individual renal diseases and better explore their activ-
ity and severity than conventional proteinuria determi-
nation.
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Abstract

Background: Anderson-Fabry disease (AFD) is an X-linked genetic disorder with deficient .-galactosidase A activity.
The main aim of this work was to investigate possible differences in urine proteins between healthy controls and AFD
patients and to identify abnormal proteins as potential biomarkers of disease. Materal and methods: We studied 2D
electrophoresis images of urine samples collected from AFD patients and healthy subjects. The proteins were sepa-
rated using isoelectric focusing method followed by SDS-PAGE. The proteins were then visualized by silver staining
and characterized by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).
Results: We found out that the urinary spectra of all the Fabry disease samples included identical proteins with molec-
ular weight around 20-40 kDa. The concentration of some proteins was more than three times higher in the AFD
samples, compared to the controls. The abundant proteins were identified by MALDI-TOF MS and included the fol-
lowing: alpha-1-antitrypsin, alpha-1-micreglobulin, prostaglandin H2 D-isomerase, complement-c1g tumor necrosis
factor-related protein, and lg kappa chain V-Ill. Possible glycosylation at Asn51 and Asn78 sites of the prostaglandin
HZ2 p-isomerase was detected. Conclusions: AFD urinary proteomics revealed increased secretion of several proteins.
We postulate that the observed difference in the amount of prostaglandin H2 D-isomerase and its position on two-
dimensional gels might be related to different glycosylation in AFD subjects.

Keywords: Anderson-Fabry disease, MALDI-TOF MS, two-dimensional electrophoresis, urinary proteomes

INTRODUCTION

Anderson-Fabry disease (AFD) is an X-linked gly-
colipid storage disorder that is caused by deficient
activity of the lysosomal enzyme o-galactosidase A

plasma, leukocytes, or fibroblasts, or by detection of
increased Gbys levels in urine kidney, skin, and heart, or
by detection of gene mutations.® The activity of a-gal A
in hemizygous Fabry disease patients is hardly detect-
able, whereas in milder disease variants {cardiac), in

(n-gal A). 12 Globotriaosylceramide (Gbj), the gly-
colipid substrate for this enzyme, progressively accu-
mulates within vulnerable cells and tissues of affected
patients, which leads to a wide clinical spectrum of clin-
ical manifestations. Endothelial, perithelial, and
smooth muscle cells of the vascular system, renal epi-
thelial cells, myocardial cells, dorsal root ganglia, and
cells of the autonomic nervous system are selectively
damaged by Gb3.3’5 The diagnosis of AFD is usually
established by detection of low o-gal A activity in

atypical hemizygous patients, and in female carriers,
the residual activity of a-gal A is detectable with vari-
able intensity.*

The incidence of AFD is estimated to be
1:40,000,”® in some studies up to 1:3500.% As in other
X-linked recessive disorders, symptoms in carriers are
expected to be rare; however, in AFD, up to 80% of
female carriers suffer from some typical disease symp-
toms and up to 20% of these women present with
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health-endangering symptoms. The classical AFD phe-
notypes suffer from a multiorgan disorder affecting
blood wvessels, kidneys, heart, and the central and
peripheral nervous system. The clinical onset of the
disease typically occurs during childhood or adoles-
cence, with symptoms of recurrent episodes of severe
pain in extremities. Vital organs are progressively
affected with increasing age in hemizygous males with
death, resulting from renal, cardiac, or cerebrovascular
complications, usually occurring during the fourth or
the fifth decade of life.” Enzyme replacement therapy
(ERT) with human recombinant a-gal A has become
available since 2001.1%!! Recent evidence suggests that
the ERT is more efficacious if started early, before the
development of advanced kidney involvement with
overt proteinuria.”!? Until now, assessment of Gb;
excretion and its concentration in plasma and urine has
been used as a biomarker to monitor the disease
response to the treatment. Recently, lyso-Gb; has been
suggested as a more promising tool. Lyso-Gbj; is a solu-
ble compound, in contrast to Gbs, that can easily move
in and out of cells. It lacks a hydrophobic (acyl) frag-
ment compared to Gb;. Lyso-Gbj is virtually not
detectable in plasma obtained from normal individuals,
but relatively high concentrations occur in samples
from Fabry males. Also in the case of symptomatic
Fabry females, increased levels of lyso-Gby were
detected.!’® However, there is a critical need to find
new biomarkers for assessment of the disease severity
and the ERT efficacy.'* Our study was designed to
analyze potential differences in urinary proteomes
between AFD patients and healthy controls, using
modern analytical techniques, such as isoelectric focus-
ing and two-dimensional (2D) electrophoresis in poly-
acrylamide gels. Employment of a similar technique of
protein determination by 2D electrophoresis was
shown in previous studies,!>'® in which some protein
differences specific to certain diagnoses (nephrotic syn-
drome, Fanconi syndrome, or wvarious carcinomas)
were detected.

The main aim of this work was to establish the dif-
ferences between the healthy controls and the AFD
subjects and to identify potental disease-specific pro-
teins using matrix-assisted laser desorption/ionization
time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS).
We expect this finding to facilitate better understand-
ing of the AFD.

MATERIAL AND METHODS

Study population

Urinary samples from 20 patients with AFD (11 males,
9 females, age range 18-69 years) were collected. Their
proteinuria varied between 0.1 and 1 g/24 h; 13 patients
were on ERT (nine of them were given agalsidase beta
(Fabrazyme‘@) 1 mg/kg every other week, four of them
were given agalsidase alfa (Replagal"'?‘) 0.2 mg/kg every

© 2010 Informa Healthcare USA, Inc.

Study of urinary proteomes in AFD 1203
other week) and 7 subjects received no therapy. Physio-
logic proteinuria is usually estimated to be between 30
and 50 mg/day and is mostly composed of tubular pro-
teins, namely uromodulin (Tamm-Horsfall protein).
Proteinuria of 150 mg/day may be accepted as an upper
limit of “normal” proteinuria. So our patients had only
small proteinuria, which would be tagged as normal
and could be determined using the routine laboratory
evaluation (Table 1). The control group consisted of
10 healthy individuals (five males and five females aged
between 27 and 42 years of age). Samples (30 mL)
from their 24-h urine collections were used for the analy-
ses. Proteinuria is usually very low (up to 1 g/24 h) in
patients with Fabry disease; therefore, most of the
urine samples (proteinuria of less than 1 g/24 h) had to
be concentrated (10 kDa, 5 min, 3000 x g, 4°C)1?
using Amicon Ulira (Millipore, Billerica, Massachu-
setts, USA) before their 2D analysis. The samples were
either analyzed immediately, or the sample aliquots
were stored at —80°C., Stability of the urine samples
during their storage was confirmed by urine sample
reanalysis 30 and 180 days after the first analysis. The
protein spectrum analysis confirmed that freezing and
subsequent storage did not affect the presence of pro-
teins in the urine samples.'® The study was approved
by a local ethical committee (Table 1).

Determination of protein concentration

The Bradford spectrophotometric metho was
used to determine protein concentration in urine in
concentrated samples. Absorption was monitored at
505 nm against a standard. Then, a method
described by Watanabe?! using pyrogallol red was
used to determine a total protein concentration at
the beginning of the analyses. Absorption was mea-
sured by the Modular spectrophotometric instru-
ment (Roche, Basel, Switzerland).

d20

2D electrophoresis

The proteins were separated by the isoelectric focusing
method using 7 cm polyacrylamide strips with immobi-
lized linear gradient, pH 3-10 (IPG strip pH 3-10 L,
Amersham Biosciences, Upsala, Sweden; electrophore-
sis Multiphor II, Amersham Biosciences). The total
amount of protein placed on each polyacrylamide strip
was 20 pg. The isoelectric focusing was performed in
three steps to reach 3500 V (Power Supply EPS 3501,
Amersham Biosciences). The second dimensional sep-
aration was performed in the SE260 Mini-Vertical
Electrophoresis Unit (Scie-Plas, Warwickshire, UK) in
the 12% polyacrylamide gel. The proteins were then
visualized by silver staining (Silver Bullit Kit, Amresco,
St. Louis, Missouri, USA).

Gel comparison
The Phoretix 2D expression 2005 software was used
for the protein analysis. A urine sample from a healthy
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control was used as a reference gel. This reference gel
was then used to compare the proteins in the investiga-
tion gels from the AFD patients with those from the
healthy controls. The protein content increase (in per-
centage) was calculated using the following formula:

% increase protein: [total protein in the sample
(Fabry disease)/total protein in the sample (healthy
control}] x 100

In-gel protein digestion

The silver-stained protein spots were excised from the
2D gels, cut into small pieces, and washed several times
with fresh 1:1 solution of 30 mM potassium ferricya-
nide and 100 mM sodium thiosulfate. Upon complete
destaining, the gel pieces were washed with warer,
dehydrated in acetonitrile (ACN), and again rehy-
drared in water. The supernatant was removed and the
gel was partly dried in a vacuum concentrator. The gel
pieces were then reconstituted in a cleavage buffer con-
taining 0.01% 2-mercaptoethanol, 0.1 M 4-ethylmor-
pholine acetate, 1 mM CaCl,, 10% ACN, and
sequencing grade modified trypsin (50 ng/mlL.,
Promega, Fitchburg, Wisconsin). After overnight
digestion, the resulting peptides were extracted with
40% ACN/0.5% wifluoroacetic acid (TFA). For the
low-abundance proteins, the peptides were purified
and concenrtrated prior to mass spectrometric analysis
according to manufacturer’s user guide using ZipTip
tips with 0.6 pL. C18 resin (Millipore, Billerica, Massa-
chusetts).

MALDI-TOF MS and protein identification

Ten milligrams per milliliter solution of a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (Bruker Daltonik, Bremen,
Germany) in 30% ACN/30% MeOH water solution
containing 0.2% TFA was used as a MALDI matrix. A
sample (1 mL) was placed on the polished steel
MALDI target plate, allowed to air-dry at room tem-
perature, and then 1 mL of the matrix solution was
added. Positive ion mass spectra were obrtained using a
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight/time-of-flight (MALDI-TOF/TOF) mass spec-
trometer (Autoflex II, Bruker Daltonik) in reflectron
mode, equipped with a 337 nm nitrogen laser. The
generated spectra were within the mass range of 700
4500 Da. The data were calibrated against the Peptide
calibration standard I (Bruker Daltonik) as an external
calibration standard, using a seven-point calibration.
Mass spectrometric sequencing of selected peptides
was done by MALDI LIFT-TOF/TOF MS of the
same prepared samples with the above instrument
operated in MS/MS mode. Using the FlexAnalysis 2.4
program with the SNAP peak detection algorithm,
peak lists in the XML data format were created. Statis-
tical calibration was included in the program and no
further adjustments were applied; the maximum num-
ber of assigned peaks was set to 50. After the peak

© 2010 Informa Healthcare USA, Inc.
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labeling, all known contaminant signals were manually
removed. The peak lists were examined against Swiss-
Prot or NCBInr database subsets of human proteins,
using the MASCOT search engine with the following
search criteria settings: peptide tolerance of 100 ppm,
the number of allowed missed cleavage sites was set to
1, fixed modifications of cysteine carbamidomethyla-
tion, and variable methionine oxidation. No restriction
criteria were set with respect to protein molecular
weight and p! values. Identity of a particular candidate
protein was confirmed by MS/MS peptide sequencing,
when either the probability-based Mowse score was
only slightly higher than the threshold value calculated
for the parameters used or the sequence coverage was
oo low.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using a Student’s
t-test, the p-values of <0.05 being considered
significant.??

RESULTS

Changes in proteins

Twenty urine samples collected from AFD patients
were analyzed in this study. Two examples of electro-
phoretograms are shown in Figure 1. Urinary spectra of
all the AFD samples included identical proteins, most
of them with molecular weight around 20-40 kDa
(Figure 1).

There was no significant difference in the distribu-
tion of proteins on electrophoretograms in AFD
patients undergoing ERT, compared to those without
therapy or healthy controls (Figure 1). No a-gal A
activity was detected in the urine samples examined.
a-gal A activity was measured as published.*

Quantitative analysis  revealed  significantly
increased amount of some proteins with molecular
weights about 30 kDa in AFD patients. This finding
was then confirmed by software Phoretix 21D expres-
sion 2005. We picked out three proteins, the quantities
of which were significantly higher in the AFD subjects,
compared to the healthy controls; in the AFD samples,
the levels of prostaglandin H2 D-isomerase and com-
plement-clq tumor necrosis factor-related protein
were three times higher and the Ig kappa chain V-III
levels were more than five times higher, compared to
the controls (Table 2, Figure 2).

Characterization of proteins

Some AFD proteins also included differentially expressed
spots. These were then excised and subjected to in-gel
tryptic digestion and identification by MALDI-TOF MS.
In cases when the sequence coverage was too low, identity
of the protein candidate was confirmed by MS/MS peptide
sequencing. The abundant proteins in the gels were char-
acterized as alpha-1-antitrypsin, alpha-I1-microglobulin,

RIGHTS L1 N Ky

-90 -



1206 L. Vojtovaet al.
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Figure 1. Comparison of 2D electrophoreograms of urine samples collected from patients with Fabry disease (A, B) and healthy controls
(C, D). The urine samples were analyzed immediately after their collection and short-time centrifugation, using 7 cm polyacrylamide
strips, pH 3-10 L, and SDS-PAGE. BenchMark™ Protein Ladder (Invitrogen, Glasgow, UK) was used as a molecular mass marker.

Table 2. Changes of selected proteins observed using Phoretix 2D expression software version 2005.

Expected
No. Protein disea?:lgzr:;n;F:bS%) 02 molecular Expected pl
gex ° weight (kDa)
1 Prostaglandin H2 D-isomerase 398 +25° 28 6.1
2 Complement-clg tumor 280 +17" 23 5.8
necrosis factor-related protein .
3 Ig kappa chain V-III 5017 27 5.5

Note: *p < 0.05 versus healthy controls. Samples were collected from 20 different patents with Anderson-
Fabry disease. *N = 20: [(amount of protein in the sample with Anderson-Fabry disease/amount of protein in

healthy control) x 100].

Average rates of changed proteins

700
4 o Anderson-Fabry
600 —_ disease
c 500 —
E * N=20
& 400 L —
-’? 300 _.l._*
I— (—
8
d 200 {— —
100 +— ]
0
Prostaglandin -~ Complement-c1q Ig kappa chain V-IIl
H2 D-isomerase  tumor necrosis
factor-related
protein
Protein No.

Figure 2. Changes in the protein amount in the samples
collected from 20 patents with Fabry disease compared with
those in healthv controls. *p < 0.05 versus healthy controls.

prostaglandin H2 D-isomerase, complement-clq tumor
necrosis factor-related protein, Ig kappa chain V-IIT
(Figure 3). Positions of all the proteins identified on 2D
gels were compared with their theoretical isoelectric points
and molecular sizes (Table 3). Most of the proteins were in
the expected range, except prostaglandin H2 D-isomerase.
This exception may be caused by glycosylation at Asn51
and Asn78 sites.

DISCUSSION

Two-dimensional electrophoresis followed by MALDI-
TOF MS is a powerful tool for studying protein changes
and for their identification. The main aim of most clinical
studies using this technique is to identify possible biomar-
kers typical for spedific diseases. In our previous study,'”
lucid spectra of proteins were investigated in patients with
nephrotic proteinuria and other diagnoses, such as sys-
temic lupus erythematosus with renal involvement (lupus

Renal Failure
RIGHTS LI N K

-91 -



Study of urinary proteomes in AFD 1207

[
3

Lory

e
i L AL L
750?0 1250 1500 1750 2000 2250 2600 2750 3000 3250
miz

Figure 3. A representative 2D gel image of the Fabry disease proteome, depicting all identified proteins. All urine samples were analyzed
immediately after their collection using 7 cm polvacrylamide strips, pH 3-10 L, and SDS-PAGE.

Table 3. Comparison of experimental and theoretical molecular size and isoelectric point of identified proteins by MALDI-

TOF MS.
: ] . Experimental Theoretical
No. Protein Experimental pI Theorertical pI molecular weight molecular weight
1 Alpha-1-antitrypsin 5.1 5.4 48 47
2 Alpha-1-antitrvpsin 4.0 5.4 47 47
3 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor 5.2 5.9 40 40
4 Alpha-1-microglobulin/bikunin precursor 5.1 5.0 40 40
5 Ig kappa chain V-III 5.5 5.8 27 23
6 Complement-clq tmor Necrosis 5.8 6.1 23 25
factor-related protein
7 Prostaglandin H2 D-isomerase 6.1 g 28 21"

Note: *p < 0.05 experimental versus theoretical parameter, N = 20.

nephritis) and anti-neutrophil cytoplasmic antibody
(ANCA)-associated vasculitis, The main aim of our study
was to analyze the composition or structure of proteins in
urine samples in AFD patents, compared to that in nor-
mal subjects. No significant differences in the number of
spots were detected between the healthy controls and the
AFD patients; therefore, we may conclude that the dis-
ease does not lead to any formation of new proteins or
degradation products. This conclusion can also be con-
firmed by comparison of the spectra obtained from AFD
patients with the protein spectra obtained from nephrotic
patients, in whom the protein quantity on the gel is sub-
stantially higher than in healthy volunteers.

© 2010 Informa Healthcare USA, Inc.

Although qualitative changes were not detected,
quantitative differences in protein contents were
noted. We hypothesize that the increased quantity of
proteins in urine is caused by the disease, because
AFD is usually associated with impairment of proxi-
mal tubular function. This proximal tubular function
impairment results in a failure to reabsorb a variety of
filtered substances, particularly low-molecular-weight
proteins. Most of the identified proteins were of
plasma origin and, under normal conditions, would be
reabsorbed in the proximal tubule via receptor-
mediated endocytosis. On the other hand, analysis of
quantitative changes revealed substantially increased
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Ig kappa chain V-III, complement-clq tumor necrosis
factor-related protein, and prostaglandin H2
D-isomerase. The first two protein levels were more
than three times higher and the prostaglandin H2
D-isomerase level was five times higher than the
respective values in the control subjects. The latter
protein plays an important role in the regulation of
phospholipid metabolism® and its excretion is signifi-
cantly increased in patients with chronic renal fail-
ure.?*2% The higher quantity of these three proteins
could result from their increased synthesis or from
increased glomerular basement membrane permeabil-
ity.2"28 Impairment of secretion-reabsorption tubular
processes because of lysosomal vacuoles atfecting the
renal tubular system appears to be the most likely
cause, as the composition of the proteins, identified in
the AFD subjects, appears to be very similar to a pro-
teome found in patients with tubular proteinuria.®?°
Other changes in protein excretion were reported in a
histochemical study> showing that urinary excretion
of integrin /45 originating from the vitronectin receptor
was significantly increased in the AFD group, com-
pared to a healthy control group.

Finally, the abundant proteins identified on 21D gels
were subjected to MALDI-TOF MS analysis. All seven
studied proteins (alpha-1-antitrypsin, alpha-1-micro-
globulin, prostaglandin H2 D-isomerase, complement-
clg tumor necrosis factor-related protein, Ig kappa
chain V-III) were also found to be present in healthy
individuals. Except for H2 D-isomerase, positions of all
the other proteins on 2D gels corresponded to their
theorerical isoelectric points and molecular sizes. We
assumed that modifications such as glycosylation of H2
D-isomerase at Asn51 and Asn78 sites might have
occurred, which could result in a change in molecular
size of the enzyme and its isoelectric point. The glyco-
sylation changes at the protein sites are of potential rel-
evance and might serve as potennal biomarkers.
However, this presumption should be confirmed by
future studies analyzing the relationship between the
above findings and the disease severity and progression.
Most of the articles published last year were focused on
clinical studies of various types of therapy of the Fabry
disease patients,”' studies in patients prior to their
ERT initiation,” or in patients treated with n-gal A
(a glycoprotein of molecular size 101 kDa with a
homodimeric structure) infusions, aimed at reducing
the Gby storage in tissues.!!

CONCLUSION

Qur proteomic analysis revealed no significant quali-
tative differences berween the urine samples col-
lected from the treated and untreated AFD subjects
and the samples collected from the control subjects.
However, quantity of several proteins was substan-
dally different in the AFD group and the control group. In

addition, the molecular size of H2 D-isomerase was
shown to be modified. These findings should be con-
firmed by future studies analyzing the relevance of
the observed changes for prediction of the disease
severity and outcomes.
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Study of urinary proteomes in anderson-fabry

disease
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G. Dostalova® and A. Linhart*

"Department of Clinical Biochemistry and Laboratory Diagnostics,
Charies University in Prague First Faculty of Medicine and
Greneral Teaching Hospital in Prague, Prague, CZECH
REPUBLIC, * Department of Nephrology, Charles University in
Prague First Faculty of Medicine and General Teaching Hospital
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i Prague, Institute of Pathological Physiology and Center of
Experimental Hematology, Prague, CZECH REPUBLIC, *2nd
Department of Internal Cardiovascular Medicine, Charles
University in Prague First Faculty of Medicine and General
Teaching Hospital im Prague, Prague, CZECH REPUBLIC

Background: Anderson—Fabry disease (AFD), an X-linked
genetic disorder with deficient w-galactosidase A activity, is char-
acterized by kidney disease and kidney failure, particularly in
affected hemizygous men. The main aim of this work was to
analyze differences between healthy controls and AFD patients
and to identify abnormal proteins wsing MALDI-TOF mass
spectrometry (MS) as possible biomarkers of disease.

Material and methods: We studied 2D electrophoreograms of
samples from AFD patients and healthy individuals. The proteins
were separated by the isoelectric focusing method (IEF). The
second dimensional separation was performed using SDS-PAGE.
The proteins were then visualized by the Silver Method.
Separated protems were charactenzed by MALDI-TOF MS.
Results: We found that the urinary spectra of all samples with
Fabry discase included identical proteins with molecular weight
around 2040 kDa. There was no significant difference in number
of spots on the electrophoreograms from patients with Fabry
disease compared with healthy donors. However some proteins in
AFD patients’ samples were increased more than three times,
Abundant proteins were characterized by MALDI-TOF MS
included alpha-l-antitrypsin,  alpha- l-microglobulin,  prosta-
glandin H2 D-isomerase, complement — c¢lg tumor necrosis
factor-related protein, and lg kappa chain V-111. Possible glyeo-
sylation of Asn51 and Asn78 could occur in prostaglandin H2
D-isomerase.

Conclusions: AFD urinary proteomics revealed an increased
secretion of several proteins. The difference in the amount and
position of H2 D-isomerase could be due to different glyeosyla-
tion in AFD and should be studied as a potential biomarker of
the discase.
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W353
STUDY OF URINARY PROTEOMES IN PATIENTS WITH
NEPHROTIC SYNDROME BY 2D TECHNIQUE

L. Vojtova', T. Zima', V. Tesai and M. Kazderova®

Institute of Clinical Biochemistry and Laboratory Diagnostics,
2II:hepuenrtment of Nephrology, General University Hospital and
First Faculty of Medicine Charles University in Prague, Czech
Republic

E-mail: lucie.vojtova@vin.cz

Background. The urinary protein in healthy people does not
exceed 150 mg/day and its increase above 250 mg/day
indicates kidney damage. Proteinuria higher than 3.5 g/24h is
typical for the nephrotic syndrome, usually indicating severe
primary or secondary glomerular damage and also plays roles
in progression of renal diseases. Thirty urine samples of
patients with nephrotic syndrome and other diagnoses were
analyzed by 2D electrophoresis method. The study was
focused on 2D technique optimization, comparison of the
urinary proteomes and on identification of the specific proteins.
Methods. The proteins were divided by isoelectric focusing
method using polyacrylamide strips (pH 3-10 linear). The
second dimensional SDS electrophoresis was performed in
12% polyacrylamide gel. The proteins were visualized by silver
method and selected proteins were identified by MALDI-TOF
MS.

Results. We found out that without adding protease inhibitors
we can detect proteolysis, with increased quantity of proteins
manifested in the area about 10 kDa and decreased quantity
of proteins detectable in the area with molecular weights about
50 kDa. We evaluated that protease inhibitors (serine, cystein,
aminopeptidase) block the changes of urinary proteins and
samples are then suitable for 2D electrophoresis and following
proteomic analysis. The urinary maps comparison brought out
that there are significant proteins” changes, which are typical
for Fabry’'s disease and other nephropathies. Also albumin,
transferrin, alpha-1 antitrypsin and ftransthyretin precursor
were identified by MALDI-TOF MS.

Conclusions. Changes of wurinary proteins should be
important for renal diagnosis and progression.
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Study of urinary proteomes in patients with nephrotic syndrome
by 2D technique

L. Vojtova', T. Zima', V. Tesai?, M. Kazderova®
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Background. The urinary protein in healthy peopls does not excead 150 mg/day and its
increase above 250 mg/day indicates kidney damage. Proteinuria higher than 3,5 g/ 24h is
typical for the nephrotic syndrome, usually indicating severe primary or secondary
glomerular damage and also plays roles in pregression of renal diseases. Fifty urine
samplas of patients with nephrotic proteinuria and other diagnoses were analyzed by 20
electrophoresis method. Their proteinuria varied betwean 0,97-10 g per day. The study
was focused on 2D technique optimization, comparisan of the urinary proteomes and an
Identification of the specific proteins.

Methods. Thirty-mi samples from 24-h collection of urine were used forthe Bnalyaaa
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Total protein concentration was datermined using pyrogaliol red. The pr
devided by isoelectric focusing method using 7-cm polyacrylamide strips tpH 3,10 linear).
The fotal amount of protein placed on each strip was 20 pg. The second dimensional SDS
electrophoresis was performed in 12 % polyacrylamide gel. The proteins were visualized
by silver method and proteins’spectrums were analyzed using Pharetix 2D expression
software. Selected proteins were identified by MALDI-TOF MS.

RESULTS
Separation of albumin

Fig. 1. SDS-PAGE In 123 polyacryiamici gel debecied by siver
standa
2 urine proteins bekore aburin enzacion

albumin
4. uring prodeine after alburmin madlm

Albumin was separated from samples containing albumin
L concentrations  higher than 2.8 g/24h using ammonium
sulphate {Harlow and Lane, 1399).
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Effect of proteases
The presence of proteases was siudiad in samples from five patients with primary
glomerulapathy (four of them with naphrotic syndrome) after 48-h incubation at 37 °C.

Parcentage changs af probens’ quastilty Fig. 3, Graphical demanstration of Gvarags changas in the

T protein content of colected from five different
patiards MG incubation, afler incubation with
additicn of inkibiers (SIM), and after incubation without
addifion ofinhibiars (BIN).

Fig. 4. Changes nhwowhmwhamﬁmwhwmdwmuhmlnhmphdfwr
diffarant patients (A, B, G, D) with naphrotic syndroma. 0} detaled changed inthe area
umwuw-mwmmmnmwmmm using the [EF meshod on
patyacrylamide sinps, whers 20 pg of tofal pralen amaunt wers leaded on each sirip. The preéeins wars nest
separated by SDS-PAGE in 12% polyacrylamice gel and detected by siver.

Comparison of urinary maps

Nephropaties
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Fig, 5 Comparison al pretain maps, The ben urine samples from pesents gt
Lupus nephrilis, Wegenee's analysad immedialely afer
Mnuﬁg;e: m;l:'unﬂs—lﬂLw;alEFMn:‘:;Enmmmwm e
Icadiad an each: 3 protens el saparated w oalecied
uwmmmmwmmmgmmnmmmw profeins, which are
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Fabry disease
The urinary spectra of all fifteen samples from patients with Fabry disease included
identical prateins with molecular waight batwean 20 —40 kDa.

Conclusion
W found out that albumin’s separation causad the higher lucidity of the wrinary pre

Raferances:
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and higher proteins resolution in area with molecular weight = 30 kDa and also that without
-adding profease inhibitors we can detect is, with increased quantity of proteins
manifested in the area about 10 kDa and decreased quantity of proteins detectable in the
-area with molecular welghts about 50 kDa, We evaluated thal protease Inhibitors (serine,
cystain, aminopaplidase) block the changes of urinary proteing and samplas ane then
suitable for 20 electrophoresis and following proteomic analysis. The unnary maps
ccomparison brought out that there are ulmiﬁmn{ proteins’ changes, which are typical for
Fabry's disease and other nephropathies. Also albumin, transferrin, alpha-1 antitrypsin
and transthyretin precursor were identified by MALDI-TOF MS.
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STUDIUM ZMEN PROTEIND U ONEMOCNENI LEDVIN S NEF-
ROTICKYM SYNDROMEM

L. Vojtovd ', T. Zima ', V. Tesarf ?, M. Kazderové *

WUKBLD 1. LF UK a VEN, Fraha 2

21 Klinikea nefrologie 1. LF UK a VFN, Praha 2

Proteinurie je zpisobena zvySenou permeabilitou glomearu-
larni bazdlni membrany, poikozenim membriny, podocyti
a naruenim sekreéné-reabsorpénich tubularnich pochodd.
U protainurii nani dosud rnamo piesné slofani modifikovanych
&i degradovanych proteini v modi, ale predpoklada se jejich
rmony toxicky viiv na tubularni bufiky a progresi onemocndni.
Analyzovali jsme proteiny v modi u pacientd s nefrotickym
syndromem metodou 20 elektroforézy, Dale jsme studovali
viiv odstranéni alburminu na analyvzy veorku a Odinek protedz
v modi. Vysetfili jsme 20 vzorkl mode pacientd 5 nefrotickym
syndramam a jinymi nafropatiomi (amyloiddza AL Wagene-
rova granulomatoza).

Froteiny jsou nejprve délany na zakladé svych izoelektric-
kych bodd metadou izoelektrické fokusace na polyakryla-
midovych stripech & imobilizavanym lingdrmim gradientem
pH 3=10 a nasledné jsou separovany 508 elektroforézou va
12% polyakrylamidovém gelu podle molekulové hmotnosti,
Vizualizace proteind je provadéna stiibrem.

Odstranénim albuminu se zwydi prehlednost celého spektra
a zvyrazni se rozlifeni proteind v oblasti > 30 kDa. Parovndnim
jednotlivych proteinowich map sledovanych veorkd modi je
patme, Ze bez pritomnosti inhibitoru proteaz dochazi k vyrazng
protaclyze projevajicl se ovySenym mnoZstvim proteind v oblas-
ti 10 kDa a nacopak Obytkem proteind v oblasti 50 kDa.

Byla optimalizovana metoda 2D elektroforézy pro vzorky
pacientd s nefrotickym syndromem. Zjistili jsme, Ze metoda
odstranéni albuminu siranem amonnym zlepgila prehlednost
proteinowvych spekter a Ze protegzy pravdépodobng hraji svou
tlohu pfi degradaci proteind pfi tubuldrmich pochodech.
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L2.2

CHANGES IN THE URINARY PROTEOMES IN PATIENTS WITH
NEPHROTIC SYNDROM

. - .1 - a 1 « r v2 r 2
Lucie Vojtovd', Tomds Zima', Viadimir Tesai”, Markeéta Kazderovd

' Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze,
Praha 2,
“Klinika nefrologie 1. LF UK a VFN v Praze, Praha 2

Heavy proteinuria is caused by increased glomerulal basement membrane
permeability and membrane or podocytes damage. There isn't known an
accurate composition of modified or degraded urine proteins in proteinuria.
However, it 1s assumed possible proteins” toxic effect on tubular cells and
disease progression. In this study, forty urine samples of patients with nephrotic
syndrome and other nephropathy (amyloidose AL, Wegener-granulomatose,
membranous nephropathy) were analyzed by 2D electrophoresis method. We
have studied the albumin’s separation effect on samples analyze. The study was
also focused on comparison of the urinary proteomes and on finding the specific
diagnosis proteins.

In the first step, the proteins were devided by isoelectric focusing method
using polvacrvlamide strips (pH 3-10 linear). The second dimensional SDS
electrophoresis was performed in 12 % polyacrylamide gel, which separate
proteins according to their molecular weight. The proteins were visualized by
silver method. The gels were evaluated by Phoretix 2D expression software.

Albumin’s separation caused the higher lucidity of the urinary proteomes and
higher proteins resolution mn area with molecular weight > 30 kDa. The urinary
maps comparison brought out that there are some proteins” changes, which are
typical for specific disease.

The 2D electrophoresis for patients'samples with nephrotic syndrom was

optimized. We found out that albumin’s separation by ammonium sulfate caused
the higher lucidity of proteins spectrum and that some proteins could be
diagnostic important. This study is supported by MZ CR VEN ¢. 64165 and GA
UK ¢. 203434/54.

149
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STUDIUM ZMEN PROTEINO v MOCI 2D ELEKTROFOREZOU
Autor: Ing. Lucie Vojtova
Skolitel: Prof. Tomas Zima DrSc., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratomi diagnostiky 1. LF UK a VFN

Proteinurii nachazime u fady onemocnéni ledvin a je Easto spojena s nefrotickym syndromem. Nefroticky syndrom ja
klinicko-laboratorni syndrom charakterizovany velkou proteinuril, hypoproteinémil, edémy, hypercholasteralémil a lipidu-
fii. Proteinurie je zplsobena zvyEenou permeabilitou glomerularni bazalnl membrary (zména naboje membrany), posko-
zenim membrany, podocytl a naruenim sekreéné-reabsorbénich tubuldrnich pochodd. U proteinuril neni dosud zndmao
presné sloZeni modifikovanych & degradovanych proteind v modi, ale pfedpoklada se jejich moZny toxicky viiv na tubu-
larni bufiky a progresi onemaocnéni. Prace je zaméfena na studium zmén proteind v souvislosti s nefratickym syndromem
a jeho moZnym ovlivnénim terapil pomod modernich analytickych technik.

V sougasné dobé jsme zavedli techniku 2D elektroforézy. Proteiny jsou nejprve déleny na zaklad® zoslektrickych bodh
metodou izoslekirické fokusace s wyuditim komeréné pfipravenych 7 cm polyakrylamidowych stripll s imobilizovanym
linegdrnim gradientem pH 3-10. Nasledné jsou separovany SDS-elektroforesou v polyakrylamidovém gelu podle maoleku-
lové hmotnostl. Vizualizace rozd&lenych proteind je provadéna stilbrem nebo coomassie blus.

Pro Ugely analyzy proteind v modi je na zakladg nasich vysledkll vhodna metoda izoelektrické fokusace s celkovym
poftem 124 kVh a SDS elektroforesy v 12% homogennim polyakrylamidovém galu. Calkové mnoZstvl proteind nanesené
na strip je 50 pg. Ve vybranych vzorcich jsme nalezli zajimavé rozdily u proteinurie do 5 gfl, kde se wyskytuji proteiny
o molekulové hmotnosti 12 kDa a hodnoté zoelektrického bodu 9, které vEak u proteinuril do 10 g/l nenalézame.

Byla zavedena a optimalizovana metoda 2-D elektroforesy proteindl v mofi a pfedb&iné vysledky swidd pro rozdily
spektra proteind pfi rizné zdvainé proteinuril. Viybrang izolované proteiny budou dale identifikovény pomoci MALDI-TOF
MS ve spoluprad s FPBT WSCHT.
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STUDIUM ZMEN PROTEINO U NEFROTICKEHO SYNDROMU

Autorka: Ing. Lucie Vojtova, 2. r. PGS
Skolitel: prof. MUDr. TomaE Zima, DrSc., (Ustav klinické biochemie a laboratarni diagnostiky 1. LF UK a VFN

Proteinurie je zplsobena zvySenou parmeabilitou glomerularni bazalni membrany, poSkozenim membrany, podocytl
a narugenim sekrefné-reabsorbénich tubuldrnich pochodd. U proteinuri nenl dosud zndmo piesng sloZeni modifikova-
nych & degradovanych proteind v modi, ale predpoklada se jejich moZny toxicky vliv na tubuldmi bufiky a progresi
onemocnéni. Analvzovall jsme proteiny v modi u padentl s nefrotickym syndromem metodou 2D elektroforesy. Déle
jsme studovali viiv odstranéni albuminu na analyzu vzorku a (€inek proteas v modi. VySetfili jsme 20 vzorkl mode
pacientll s nefrotickym syndromem a jinymi nefropatiemi (amyloidosa AL, Wegenerova granulomatosa).

K odstranéni albuminu u vzorkd, kde je koncentrace albuminu wvyESi jak 2 gfl, byla vyuZita metoda sraZeni siranem
amonnym. Proteiny jsou poté déleny na zakladé swych isoelektrickych bodd metodou isoeleldrické fokusace na poly-
akrylamidowvych stripech s imobilizovanym linedrnim gradientem pH 3-10 a nasledng jsou separovany SDS elektrofore-
souv 12 % polyakrylamidovém gelu podle molekulové hmotnosti, Vizualizace protein( je provadéna stifbrem a k hodnoceni
elektroforengramu je pouZivan program Phoretix 2D expression verze 2005.

Odstranénim albuminu s zwii prehlednost celého spektra a zvyrazni se rozliSeni proteind v oblasti = 30 kDa.
Porovnanim jednotlivich proteinowvych map sledovanych vzorkdl mogi je patrné, Ze bez piitomnosti inhibitord proteas
dochazi k wrazné proteolyze projevujicl se zvyEanym mnoZstvim proteind v oblasti 10 kDa a naopak dbytkem proteind
v oblasti 50 kDa.

Byla optimalizovana metoda 2D elektroforesy pro vzorky pacientd s nefrotickym syndromem. Zjistili jsme, Ze metoda
odstranéni albuminu siranem amonnym zlepsila pfehlednost proteinového spektra a Ze proteasy pravdépodobné hraji
svou Olohu pfi degradad proteind pfi wbularnich pochodech.
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Author: Lucie Vojtova, 3. roc. .
Supervisor: prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA, Ustav klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK
aVFN

Background. The urinary protein in healthy people does not exceed 150 mg/day and its increase above 250 mg/day
indicates kidney damage. Proteinuria higher than 3,5 g/ 24h is typical for the nephrotic syndrome, usually indicating
severe primary or secondary glomerular damage and also plays roles in progression of renal diseases. Thirty urine
samples of patients with nephrotic syndrome and other diagnoses were analyzed by 2D electrophoresis method. The
study was focused on 2D technique optimization, comparison of the urinary proteomes and on identification of the
specific proteins.

Methods. The proteins were devided by isoelectric focusing method using polyacrylamide strips (pH 3-10 linear). The
second dimensional SDS electrophoresis was performed in 12 % polyacrylamide gel. The proteins were visualized by
silver method and selected proteins were identified by MALDI-TOF MS.

Results. We found out that without adding protease inhibitors we can detect proteolysis, with increased quantity of
proteins manifested in the area about 10 kDa and decreased quantity of proteins detectable in the area with molecular
weights about 50 kDa. We evaluated that protease inhibitors (serine, cystein, aminopeptidase) block the changes of
urinary proteins and samples are then suitable for 2D electrophoresis and following proteomic analysis. The urinary
maps comparison brought out that there are significant proteins” changes, which are typical for Fabry s disease and
other nephropathies. Also albumin, transferrin, alpha-1 antitrypsin and transthyretin precursor were identified by MAL-
DI-TOF MS.

Conclusions. Changes of urinary proteins should be important for renal diagnosis and progression.
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