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2 Přehled zkratek

AAV      ANCA-asociovaná vaskulitida 

ACE         inhibitory enzymu konvertujícího angiotenzin

ACN     acetonitril

AFD           Andersonova-Fabryho choroba

AT            blokátor receptoru angiotenzinu

BSA         bovine serum albumin, hovězí sérový albumin

CHCA   kyselina α-kyano-4-hydroxyskořicová

DM         diabetes melitus

DTT              dithiotreitol

ECT       extracelulární tekutina

EDTA           kyselinu ethylendiamintetraoctovou

EIS                ionizace elektrosprejem

ERT         enzyme replacement therapy, enzym substituční lěčba

FSGS          fokální segmentální glomeruloskleróza

FT-MS                        hmotnostní spektrometrie s Fourierovou transformací

Gb3                     globotriaosylceramid

HD           hemodialýza

HPLC      high preasure liquid chromatography, vysokotlaká kapalinová 

chromatografie

HUPO     human proteome organization, organizace lidského proteomu

IEF           izoelektrická fokusace

IgAN           IgA nefropatie

LC      liquid chromatography, kapalinová chromatografie

Lyso- Gb3       globotriaosylsfingosin
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MALDI-TOF  matrix associated laser desorption/ionization  time of flight, Ionizace

laserem za přítomnosti matrice – s detektorem doby letu

MN              membranózní nefropatie

MS           mass spectrophotometry, hmotnostní spektrofotometrie

PAGE           elektroforéza v polyakrylamidovém gelu

pI             izoelektrický bod

SELDI-TOF  surface-enhanced  laser  desorption/ionization TOF, Ionizace laserem za 

přítomnosti povrchu – s detektorem doby letu

SDS              dodecylsulfát sodný

SLE             systémový lupus erythematosus

TFA        trifluoroacetic acid, kyselina trifluoroctová 

WG              Wegenerova granulomatóza
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3 Abstrakt

Úvod:  Závažná proteinurie může být způsobena jednak zvýšenou permeabilitou 

glomerulární bazální membrány, porušením struktury membrány či podocytů, tak také 

porušením sekrečně-reabsorpčních tubulárních procesů. Metodou 2D elektroforézy jsme 

analyzovali 60 pacientů s nefrotickou proteinurií a jinými diagnózami (lupusová nefritida, 

membranózní nefropatie, IgA nefropatie, Wegenerova granulomatóza) a 20 pacientů 

s Andersonovo-Fabryho chorobou (AFD), jenž je X-vázané genetické onemocnění 

postrádající aktivitu α-galaktozidázy A. Hlavním cílem této práce bylo nalézt možné rozdíly 

močových proteinů u nefropatií, mezi zdravými kontrolami a AFD pacienty a identifikovat 

abnormální proteiny jako potenciální biomarkery nemoci.

Metodika: Močové proteiny byly děleny metodou izoelektrické fokusace s použitím 

polyakrylamidových stripů (pH 3-10 lineární). SDS elektroforéza byla provedena v 12% 

polyakrylamidovém gelu. Proteiny byly vizualizovány stříbrem a identifikovány MALDI-

TOF MS. Gely byly hodnoceny softwarem Phoretix 2D expression verze 2005.  

      Výsledky: Zjistili jsme, že bez přídavku inhibitorů proteáz můžeme detekovat proteolýzu 

se zvýšeným množstvím proteinů nacházejících se v oblasti kolem 10 kDa a sníženým 

množstvím proteinů vyskytujících se v oblasti kolem 50 kDa. Odstranění albuminu zlepšilo 

přehlednost močových proteomů. Srovnání močových map ukázalo významné změny 

proteinů, které jsou typické pro Andersonovu-Fabryho chorobu a nefropatie. U AFD pacientů 

byla nalezena glykosylace prostaglandin H2 D-izomerázy v místě Asn51 a Asn78.  Pomocí 

MALDI-TOF MS byl identifikován albumin, transferin, alfa-1 antitrypsin a transthyretin 

prekurzor. 

      Závěr: Změny močových proteinů mohou být důležité pro diagnózu a vývoj renálního 

onemocnění. Močová proteomika u AFD pacientů odhalila zvýšenou sekreci některých 

proteinů. Předpokládáme, že pozorované rozdíly v množství a pozici prostaglandin H2 D-

izomerázy na 2D gelu, mohou být spojeny s odlišnou glykosylací u AFD jedinců. 

Klíčová slova: Andersonova-Fabryho choroba/ MALDI-TOF MS/ dvou rozměrná 
elektroforéza/ močové proteomy / nefrotický syndrom 
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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 
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5 Úvod

5.1 Ledviny  

Funkci ledvin lze rozdělit do tří základních částí.  Slouží k vylučování ve vodě 

rozpustných látek tělu vlastních (metabolických produktů, toxinů) i cizích z cirkulace do 

moči. Dále k regulaci vodní, elektrolytové a acidobazické rovnováhy a dlouhodobé regulace 

krevního tlaku a konečně i k produkci hormonů spojených s erytropoézou a kalciovým 

metabolismem.  Ledviny mají významnou úlohu také v glukoneogenezi (1).

Každá lidská ledvina se skládá z 800 000 až 1 200 000 nefronů. Nefron, jako základní 

stavební a funkční jednotka ledviny, je tvořen dvěma částmi – glomerulem a renálním 

tubulem (2). Glomerulus se skládá z Bowmanova pouzdra a svazku 20 až 40 kapilárních 

kliček. Začátek renálních tubulů tvoří Bowmanovo pouzdro, následuje proximální tubulus, 

který je složen ze stočené a rovné části. Proximánlní tubulus dále přechází v Henleovu kličku, 

jenž se dělí na tenké sestupné a tenké vzestupné raménko a končí tlustým vzestupným 

raménkem. Dalším úsekem je distální stočený tubulus, spojovací tubulus a korový nebo 

dřeňový sběrací kanálek (3,4). Rozeznáváme dva druhy nefronů. Prvním z nich jsou korové 

nefrony představující zhruba 85% nefronů v ledvině. Jejich glomeruly jsou uloženy v kůře 

ledvin těsně pod povrchem a mají krátké Henleovy kličky dosahující pouze do zevní zóny 

dřeně ledvin. Druhým typem jsou juxtamedulární  nefrony, jejichž glomeruly jsou uloženy na 

rozhraní kůry a dřeně ledvin a Henleovy kličky zasahují hluboko do dřeně ledvin, někdy až na 

vrchol renální papily. Tyto nefrony hrají důležitou úlohu v protiproudovém systému, kterým 

ledviny koncentrují moč (5). 

V glomerulech nefronů se tvoří ultrafiltrát neobsahující téměř žádné proteiny. Tato 

„primární moč“ se při dalším průchodu různými částmi tubulu koncentruje odnímáním vody a 
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její složení se mění sekrecí a resorpcí látek, až konečně přechází jako definitivní moč ze 

sběrného kanálku do ledvinné pánvičky. 

5.1.1 Glomerulární filtrace

Glomerulární kapilární stěna je tvořena glomerulární bazální membránou 

a epitelovými buňkami zvanými podocyty, jejichž početné výběžky vnější stranu 

glomerulární membrány chrání. Výběžky podocytů jsou mezi sebou propojeny tenkou 

membránkou (obr. 1).   

Obrázek 1. Schéma glomerulární kapilární stěny (6)

Velikost glomerulární filtrace závisí na morfologických a fyzikálních faktorech: 

filtrační ploše, filtrační permeabilitě a filtračním tlaku, který je dán rozdílem hydrostatického 

a onkotického tlaku mezi kapilárním luminem a kapsulárním prostorem. Za fyziologických 

podmínek je z obou ledvin do glomerulárního filtrátu převedeno přibližně 180 l krevní 

plazmy/den (2, 7). K filtraci krevní plasmy dochází prostřednictvím síta složeného ze tří 

vrstev: první vrstvu tvoří endotelová fenestrace, druhou hustá síť glomerulární bazální 

membrány a třetí je tenká membrána mezi podocyty. Glomerulární kapilární stěna dělí látky 

na základě velikosti, náboje a tvaru (4, 8). Touto membránou jsou filtrovány plazmatické 

glomerulární kapilára

močový prostor podocyt

endotelové buňky

glomerulární bazální
membrána

poškozené podocyty
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bílkoviny (především albumin) podle jejich náboje. Výjimkou jsou plazmatické bílkoviny 

s molekulovou hmotností menší než 30 000 Da. Jejich povrchový negativní náboj, úměrný 

jejich hmotnosti, je totiž tak malý, že mohou pronikat do ultrafiltrátu prakticky bez omezení 

středem prostor trojrozměrné sítě negativně nabitých proteoglykanů v glomerulární bazální 

membráně a negativně nabitých molekul na povrchu endotelových a epitelových buněk.  Za 

fyziologických okolností je proto koncentrace takových nízkomolekulárních plazmatických 

bílkovin v plazmě i ultrafiltrátu prakticky identická. K těmto volně filtrovatelným 

plazmatickým bílkovinám patří α-1-mikroglobulin, vazebný protein pro retinol (RBP), 

β-2-mikroglobulin, cystatin C a volné lehké řetězce imunoglobulinů. K filtraci plazmatických 

bílkovin s molekulovou hmotností větší než 150 000 Da dochází především při organických 

poruchách integrity glomerulární kapilární stěny. Za fyziologických okolností tyto bílkoviny 

do struktur glomerulární stěny nepronikají. Denní profiltrované množství plazmatických 

bílkovin se pohybuje kolem 10g; v moči zdravých osob je však vylučováno přibližně do 

100 mg plazmatických bílkovin za den. Rozdíl, tedy přibližně 99,75 %, je vstřebán v buňkách 

proximálních tubulů (1, 9). 

Tubulární resorpce bílkovin probíhá z největší části v pars convoluta proximálního 

tubulu. Nejdříve dochází k elektrostatické vazbě amino-quanidinových skupin bílkovin na 

receptory na povrchu mikroklků tubulárních buněk, následné endocytóze a proteolýze 

bílkoviny. Vazba bílkovin na tubulární receptory je zřejmě nespecifická, vazebná afinita 

receptorů pro jednotlivé bílkoviny významně rozdílná. Při nízké vazebné afinitě (např. pro

albumin) je kapacita resorpce malá a při jeho zvýšené pasáži stěnou glomerulární kapiláry do 

ultrafiltrátu dochází rychle k vzestupu jeho exkrece do moči. Albumin je proto citlivým 

indikátorem zvýšené glomerulární filtrace. Vazebná afinita receptorů pro volně filtrovatelné 

nízkomolekulární bílkoviny je vysoká. Vzestup jejich koncentrací v plazmě, resp. 

v ultrafiltrátu se, při nepoškozených tubulech, projeví jejich zvýšenou exkrecí do moči až při 
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značně vysokých koncentracích. Rozdíly ve vazebné afinitě receptorů pro jednotlivé

bílkoviny se významně projeví při poškození tubulárních buněk. Maximální tubulární 

resorpce pro albumin je udávána v rozmezí 92-99%, pro volně filtrovatelné nízkomolekulární 

bílkoviny až 99,97%  (10). Při snížení počtu funkčních receptorů bude proto vzestup exkrece 

nízkomolekulárních bílkovin řádově vyšší než vzestup exkrece albuminu; bude citlivým 

indikátorem poškození tubulární resorpce pro bílkoviny. 

Hlavními receptory podílejícími se na zpětné absorpci jsou megalin a cubilin. Tento 

cyklus je důležitý zejména k zamezení ztrát aminokyselin, filtrovaných ve formě bílkovin, 

dále hormonů a vitamínů (11, 12).

5.2 Proteinurie

Filtrace krevní plazmy v glomerulech a modifikace ultrafiltrátu v tubulech ledvin se 

rozhodujícím způsobem podílí na udržování pro život nezbytného objemu a složení 

extracelulární tekutiny (ECT). Z celkového počtu plazmatických bílkovin, které protéka 

ledvinami, uniká z plazmy do moči jen neuvěřitelných 0,00004 – 0,00005%. Velké molekuly 

(především IgG) proudí na obvodu kapilárního toku, menší v jeho středu (tzv. polarizační 

koncentrace); ne zcela jasným způsobem brání periferně prudící větší molekuly prostupu 

centrálně proudících menších vrstvou kapilárního endotelu do hlubších vrstev glomerulární 

stěny. Hydrodynamický tok vody a solutů stěnou kapiláry podmiňuje konvekcí v malé míře 

i pasáž elektronegativně nabitých molekul (především albuminu) do ultrafiltrátu. Přispívá 

k tomu i difuze bílkovin podle koncentračního gradientu při postupném vzestupu jejich 

koncentrace v průběhu glomerulární kapiláry. Za fyziologických okolností se konvekce 

i difuze na průniku plazmatických bílkovin do ultrafiltrátu podílejí jen málo. Významně se 

však oba jevy uplatní při poruchách glomerulární mikrocirkulace, tedy při poklesu perfuze 

ledvin s následným vzestupem filtrační frakce (3, 7).
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Průměrná denní exkrece bílkovin do moči je uváděna ve velmi širokém rozmezí 

(10-210 mg/den), nejčastěji v rozsahu 50-80 mg/den. Exkreci bílkovin do moči může navíc 

v průběhu dne značně ovlivnit intenzita svalové aktivity, změny krevního tlaku, složení 

potravy, změny glomerulární filtrace aj. Také denní exkrece nízkomolekulárních bílkovin 

v moči je v prvních měsících života (nedonošenci, novorozenci) zřejmě v důsledku funkční 

nezralosti ledvin vyšší.

Diskriminační limit pro definici patologické proteinurie doporučili v roce 1987 

Robinson a Dennis exkreci 150 mg bílkovin denně.  Kritérium však není přijímáno 

bezvýhradně. Existuje řada studií, které navrhují používání standartně zjištěných referenčních 

hodnot exkrece proteinů do moči. Na vzniku a trvání patologické proteinurie se může podílet 

několik patogenetických dějů. Zpravidla rozlišujeme několik typů proteinurií. V praxi se 

nejčastěji setkáváme s glomerulární proteinurií, jejíž příčinnou je zvýšená propustnost stěny 

glomerulární kapiláry pro plazmatické bílkoviny z důvodu ireverzibilní organické změny 

struktury glomerulární stěny (zánětlivé, degenerativní onemocnění atd.).  Důsledkem toho

dochází ke ztrátě selektivity glomerulární filtrace plazmatických bílkovin jak podle náboje, 

tak i podle jejich molekulové velikosti. U těchto glomerulárních neselektivních proteinurií je

dominující bílkovinou albumin o molekulové hmotnosti 67 kDa následovanou IgG 

imunoglobulinem. Neselektivní glomerulární proteinurie je nálezem při trvalém poklesu 

glomerulární filtrace, ve většině případů při všech chronicky probíhajících glomerulopatií, 

u systémových vaskulitid, amyloidózy ledvin a například u rozvinuté diabetické nefropatie či 

fokálně segmentální glomerulosklerózy.   Naopak glomerulární selektivní proteinurie je 

způsobena ztrátou selektivity jen podle náboje. V moči nacházíme především albumin, 

v malé míře bílkoviny o molekulové hmotnosti v rozsahu 30-130 000 Da (α-1-antitrypsin,

transferrin, α-2-glykoproteiny). Bílkoviny s větší molekulovou hmotností, tedy zejména 

imunoglobuliny, se v moči neprokazují (3, 4, 9). 
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IgA
IgG

transferin
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L-řetězce
(dimer)
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vázající protein
lysozym

β2-mikroglobulin

Selektivní glomerulární proteinurie je charakteristickým nálezem u nefrotického 

syndromu s minimálními změnami, vyjímečně v časných fázích u IgA nefropatie 

a membranózní glomerulonefritidy. Prerenální proteinurie vzniká pří nepoškozené 

glomerulární filtraci a tubulární resorpci plazmatických bílkovin. Její příčinnou je vysoká 

koncentrace bílkovin o nízké molekulové hmotnosti v plazmě, již jsou volně filtrovatelné a po 

překročení kapacity tubulární resorpce vylučovány do moči. Příkladem mohou být proteinurie 

při akutních zátěžích s přímým (popáleniny) či nepřímým (septická toxemie) poškozením 

tkání. 

Při absolutním nebo relativním snížení tubulární resorpce volně filtrovatelných 

nízkomolekulárních plazmatických bílkovin vznikají tubulární proteinurie. Na proteinurii se 

v časné fázi onemocnění podílí zhruba stejným dílem nízkomolekulární bílkoviny a albumin. 

V dalším vývoji onemocnění, pokud při něm dochází k poškození glomerulů, se tubulární 

proteinurie mění na tubuloglomerulární nebo v ní glomerulární složka začíná převažovat.  

Obrázek 2. Srovnání renálních typů proteinurií (6)                          

1. glomerulární selektivní
   proteinurie

2. glomerulární neselektivní 
    proteinurie
3. tubulární proteinurie
4. smíšená (glomerulotubulární
   proteinurie)

Tubulární proteinurie může být kompletní nebo inkompletní.  U kompletních jsou vylučovány 

prakticky všechny mikroproteiny s molekulovou hmotností od 10 do 70 kDa, α1-antitrypsin, 
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albumin,  β2-mikroglobulin, retinol vázající globulin, α1 kyselý glykoprotein. U inkompletní 

tubulární mikroproteinurie se v moči objeví mikroproteiny s molekulovou hmotností od 10 do 

40 kDa, t.j. β2-mikroglobulin, retinol vázající globulin, α1 kyselý glykoprotein. U smíšené 

proteinurie jde o kombinaci glomerulární a tubulární proteinurie (13, 14, 15). (Obr. 2)

Postrenální proteinurie je součástí zánětlivých, nádorových a krvácivých onemocnění 

vývodných cest. Tato proteinurie vzniká sekrecí plazmatických bílkovin do vývodných 

močových cest. Prokazuje se přítomností celého spektra plazmatických bílkovin, má tedy 

charakter glomerulární neselektivní proteinurie. Navíc jsou v moči přítomné i plazmatické 

makromolekuly (α-2-makroglobulin, IgM imunoglobulin, fibrinogen a lipoproteiny), které ani 

při značném poškození stěny glomerulární kapiláry do ultrafiltrátu neprocházejí.(9) 

5.3 Glomerulopatie

Nemoci glomerulů (glomerulopatie) představují velmi heterogenní skupinu nemocí, 

které lze třídit dle mnoha různých kritérií. Glomerulonefritidy jsou glomerulopatie vznikající 

zpravidla v důsledku aktivace imunitních mechanismů, někdy se zánětlivými změnami 

v glomerulech. Klinicky rozlišujeme glomerulopatie primární s izolovaným postižením ledvin 

a sekundární, kde postižení ledvin je jen jedním z projevů systémového, cévního,

metabolického nebo genetického onemocnění postihující i jiné orgány (3, 9). Podle časového 

vývoje lze glomerulonefritidy dělit na akutní glomerulonefritidu (charakterizována náhlým 

začátkem, obvykle s postupnou úpravou renální funkce během několika týdnů), rychle 

progradující glomerulonefritidy (neléčené formy vedou během několika týdnů či měsíců 

k progredující ztrátě funkce ledvin, terapií lze však často renální funkci obnovit nebo 

stabilizovat) a nakonec chronické glomerulonefritidy ohrožují zejména svou pomalou (léta 

i desetiletí), ale soustavnou a často terapeuticky obtížně ovlivnitelnou progresí do 

chronického selhání ledvin. Různé glomerulopatie mají do značné míry typický močový 

nález, který hraje důležitou roli v rozhodování o indikaci k renální biopsii. Nefrotický 
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syndrom s malou až střední erytrocyturií je příznačný například pro membranózní nefropatii, 

nebo fokálně segmentální  glomerulosklerózu, izolovaná selektivní proteinurie zase pro tzv. 

nefrotický syndrom s minimálními změnami.(1) Nenahrazuje ovšem bioptický nález, nedává 

možnost odhadnout závažnost onemocnění a jeho prognózu a nemůže být podkladem pro 

event. imunosupresivní léčbu. Nález v renální biopsii nadále zůstává základem pro klasifikaci 

glomerulopatií. Změny mohou postihovat jen některé glomeruly (fokální změny), a jen 

některé kapilární kličky (segmentální změny), nebo mohou být postiženy všechny glomeruly 

(difuzní změny) a všechny kapilární kličky v glomerulu (globální změny).  Důležitým 

nálezem je táké zvýšení buněčnosti glomerulů, které může být způsobeno jak infiltrací 

glomerulu krevními elementy (neutrofily, monocyty, lymfocyty) tak i zmnožením 

(proliferací) mezangiálních, endotelových nebo epitelových buněk. Glomerulonefritidy tak 

dělíme na neproliferativní (např. nefrotický syndrom s minimálními změnami, fokálně 

segmentální glomeruloskleróza, membranózní nefropatie), kde není buněčnost glomerulů 

zvýšena a na proliferativní se zvýšeným množstvím buněk v glomerulech. Klinické projevy 

glomerulopatií mohou být pestré. U chronických není vyjímkou zcela asymptomatický průběh 

charakterizovaný pouze patologickými nálezem v moči, který může zůstat nerozpoznán (1, 7, 

16).  

Blíže jsme se v našem studiu věnovali primární glomerulopatii spojené s nefrotickým 

syndromem (NS), jako je fokální segmentální glomeruloskleróza. Dále membranózní 

nefropatii, IgA nefropatii,  lupusové nefritidě, amyloidóze AL a Wegenerově granulomatóze.  

Zajímalo nás také vzácné geneticky podmíněné onemocnění  Andersonova- Fabryho choroba, 

proto zde také uvádíme podrobnější charakteristiku zmíněných onemocnění.
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5.3.1 Nefrotický syndrom

          Nefrotický syndrom je klinicko-laboratorní syndrom charakterizovaný velkou 

proteinurií, hypoproteinémií, edémy, hypercholesterolémií a lipidurií. Proteinurie je 

způsobena zvýšenou permeabilitou glomerulární bazální membrány (změna náboje 

membrány), poškozením membrány, podocytů či narušením sekrečně-reabsorbčních 

tubulárních pochodů (6, 9). U nefrotického syndromu dosud není známo přesné složení 

modifikovaných či degradovaných proteinů v moči, ale předpokládá se možný toxický vliv 

těchto proteinů na tubulární buňky.

Mezi nejčastější primární glomerulopatie vedoucí k rozvoji nefrotického syndromu patří 

fokální segmentální glomerulosklerosa, idiopatická membranózní nefropatie a nefrotický 

syndrom s minimálními změnami glomerulů, který je hlavní příčinnou nefrotického syndromu 

u dětí. Tyto tři nemoci jsou z 60-95% příčinou vzniku nefrotického syndromu a jeho rozšíření 

je závislé na věku. Nefrotický syndrom s minimálními změnami glomerulů je onemocnění 

glomerulů charakterizované zvýšenou permeabilitou glomerulární kapilární stěny (ztráta 

selektivity dle náboje) pro bílkoviny bez přítomnosti imunitních depozit v glomerulární 

kapilární stěně. Typická je velká proteinurie (u dospělých > 3,5 g/ 24h), obvykle selektivní

s většinovým výskytem albuminu a proteinů s nižší molekulovou hmotností (albuminurie). 

Fokální a segmentální glomeruloskleróza (FSGS) je popsána sklerózou některých částí či 

přímo glomerulů, která dále pokračuje chronickým renálním poškozením. Idiopatická 

membranózní nefropatie je forma nefrotického syndromu pacientů středního a staršího věku. 

Důsledkem výskytu imunokomplexu obsahujícího převážně IgG, jenž je umístěn mezi vnější 

glomerulární membránou a podocyty, dochází ke zbytnění glomerulární kapilární stěny a také 

k porušení funkce podocytů a nakonec i ke ztrátě renální funkce. 
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5.3.2 Membranózní nefropatie 

Membranózní nefropatie (MN) je charakterizována nefrotickým syndromem 

s depozicí imunokomplexů mezi epitelovými buňkami (podocyty) a bazální membránou 

glomerulů.  Membranózní nefropatie je vzácná u dětí, u dospělých je nejčastější příčinou 

nefrotického syndromu (20-40%), u nemocných starších 40 let je pak příčinou nefrotického 

syndromu u více než 50% nemocných. U asi 30% dospělých nemocných s MN je 

glomerulopatie sekundární při jiném primárním onemocnění. Nejčastějšími příčinami 

sekundární membranózní nefropatie jsou léky, tumory, systémový lupus erythematosus 

a infekce (1, 3, 4).   

5.3.3 IgA nefropatie

IgA nefropatie (IgAN) je charakterizována epizodami makroskopické hematurie

vázané na infekci či trvalou glomerulární mikroskopickou hematurií s přítomností difúzních 

depozit IgA globálně v mezangiu glomerulů. IgA nefropatie je nejčastějším typem 

glomerulonefritid v Evropě a vyskytuje se nejčastěji v mladším a středním věku. Výrazně 

častěji jsou postiženi muži. IgAN je typická výraznými rozdíly v prevalenci mezi 

geografickými oblastmi, které by mohly být podmíněny geneticky. V jihovýchodní Asii se 

vyskytuje u 40-50%, v Evropě u 25% a v USA jen asi u 12% všech bioptovaných nemocných. 

IgA nefropatie je vzácná u černochů a Indiánů. U většiny nemocných se IgA vyskytuje 

sporadicky, ale byl popsán také familiární výskyt (3).  

5.3.4 ANCA-asociovaná vaskulitida (AAV)

ANCA-asociované vaskulitidy se historicky dělí na tři hlavní klinicko-patologické 

jednotky: Wegenerovu granulomatózu, mikroskopickou polyangiitidu a syndrom Churcha 

a Straussové. Pacienti mohou mít známky postižení glomerulárních kapilár, které způsobuje 

glomerulonefritidu, plicních kapilár, které vede k plicnímu krvácení, či kožních kapilár 
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s purpurou. Příznačnou pro tuto skupinu vaskulitid je absence depozice imunoglobulinů. 

Odhaduje se, že roční incidence AAV je v Evropě a Severní Americe asi 10-20 případů na 

milion obyvatel. Běloši jsou postiženi časteji než černoši, můži o něco častěji než ženy. 

Onemocnění bývá diagnostikováno převážně v páté, šesté nebo sedmé věkové dekádě, ale 

může se vyskytnout v kterémkoliv věku. 

Wegenerova granulomatóza (WG) je systémové onemocnění charekterizované 

nekrózami, tvorbou granulomů a vaskulitidou horních a dolních dýchacích cest. WG je 

onemocnění středního věku (50 let) s poněkud častějším postižením mužů (4).

5.3.5 Systémový lupus erytematosus s postižením ledvin (lupusová nefritida) 

Systémový lupus erythematosus (SLE) je pleomorfní klinicko-laboratorní syndrom, 

který diagnostikujeme u osob splňujících alespoň 4 kritéria American College of 

Rheumatology (exantém na tvářích, fotosenzitivita, vředy v ústech, postižení ledvin –

proteinurie a/nebo granulární válce, neurologické poruchy aj.) SLE je asi 10 krát častější 

u Afroameričanek než u bělošek. SLE je u žen v době plodnosti asi 8-12 krát častější. 

K rozvoji onemocnění pravděpodobně přispívají estrogeny, zatímco androgeny mají vliv 

ochranný (3).

Pacienti mají obvykle pozitivní antinukleární protilátky, většina i protilátky proti 

dvojvláknové DNA (ds DNA).   Patogenní role autoprotilátek nebyla u lupusové nefritidy 

jednoznačně prokázána. Předpokládá se, že důležitou roli v patogenezi poškození ledvin 

u SLE mohou hrát buď komplexy ds-DNA a protilátek proti ds-DNA nebo histony a 

protilátky proti nim.

5.3.6 Amyloidóza AL

Termín amyloidóza je definován morfologicky. Jako amyloid označujeme 

extracelulární depozici proteinových 7,5-10 nm širokých lineárních nevětvících se fibril 
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skládajících se ze dvou stočených filament o šířce 3 nm s pravidelnou konfirgurací 

β-skládaného listu. Podle typu proteinového prekurzoru lze rozlišit různé typy amyloidózy.

Z hlediska postižení ledvin jsou důležité AA amyloidóza a AL amyloidóza (prekurzorem jsou 

lehké řetězce imunoglobulinů). Postihují kromě ledvin i další orgány, jako srdce, játra či 

střeva. Amyloidová depozita jsou zpočátku lokalizována zejména v mezangiu, podél 

glomerulární bazální membrány a v cévní stěně, ale také ve stěně tubulů a intersticiu ledvin. 

Příčinnou je převážně revmatoidní artritida (asi 70 % pacientů). Druhou nejčastější příčinnou 

(5-10 %) jsou chronická zánětlivá onemocnění. 

Primární amyloidóza komplikuje asi 10-15% případů mnohočetného myelomu. 

Z klinického hlediska se u AL amyloidózy ve většině případů setkáváme s nefrotickým 

syndromem, kdy ztráty bílkovin do moči mohou přesahovat i 20 g/den. Také různý stupeň 

snížení renální funkce je přítomen u řady nemocných, 20% z nich vyžaduje v době stanovení 

dialýzu (1, 4, 9).

5.4 Andersonova-Fabryho choroba

Andersonova Fabryho choroba (AFD) představuje klinické a patologické projevy 

dědičného deficitu enzymu α-galaktozidázy A (α-gal A) (17, 18), vedoucího 

k intracelulárnímu hromadění neutrálních glykosfingolipidů s α-galaktosylovými terminály. 

Jde o onemocnění X-recesivně vázané, incidence se odhaduje na 1:40 000 (19, 20), 

v některých studiích 1: 3500 (20). Globotriaosylceramid (Gb3), glykolipidový substrát 

enzymu α-galaktozidázy A, se postupně hromadí v postižených buňkách a tkáních pacientů, 

což vede k šírokému spektru klinických projevů. Globotriaosylceramid selektivně ničí jak 

buňky endoteliální, periteliální a buňky hladkého svalstva vaskulárního systému, tak také 

renální epiteliální buňky, buňky myokardu a buňky nervového systému. (21, 22, 23, 24). 

Diagnózu AFD lze stanovit biochemicky průkazem snížených hladin pro α-gal A v plazmě 
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nebo leukocytech; v plazmě nebo v moči lze zjistit zvýšené hladiny 

globotriaosylceramidu.(6).

Aktivita α-gal A je u postižených hemizygotů obtížně detekovatelná, u varianty 

mírnější (kardiální), u atypických hemizygotů a u žen přenašeček bývá prokazatelná 

reziduální aktivita α-gal A různého stupně (22). Přesto až 80 % žen přenašeček má určité 

příznaky choroby a až u 20% se mohou vyskytnout život ohrožující symptomy. Proto je 

v poslední době zvažováno považovat toto onemocnění za X-dominantně vázané. 

Klasická AFD je multisystémové onemocnění vyznačující se výrazným a potenciálně 

destruujícím postižením ledvin, srdce a periferního nervstva. Onemocnění se projevuje 

typicky u postižených mužských jedinců v dětském věku nejprve periodickými epizodami 

bolestí. Ovlivnění životně důležitých orgánů způsobuje u hemizygotních mužů s přibývajícím 

věkem smrt, zpravidla v důsledku renálních a kardiálních komplikací vyskytujících se 

zejména ve čtvrté a páté životní dekádě (25). Od roku 2001 je dostupná enzym-substituční 

léčba pomocí lidské rekombinantní α-galakatozidázy A (26, 27).  Současné důkazy potvrzují, 

že enzym-substituční léčba je více účinná, pokud je zahájena časně, před rozvojem 

pokročilého poškození ledvin se zřetelnou proteinurií (28, 19). Dosud bylo stanovení exkrece 

Gb3  a její koncentrace v plazmě a moči použito jako biomarker odpovědi nemoci na léčbu. 

V součastnosti je lyso-Gb3 (globotriaosylsfingosin) navrhován jako slibnější nástroj. 

Lyso-Gb3 je rozpustná sločenina, která se může snadno pohybovat z buňky do buňky. 

Narozdíl od Gb3 postrádá hydrofobní (acyl) fragment. Lyso-Gb3 je prakticky nedetekovatelný 

v plazmě zdravých jedinců, ale u pacientů s AFD je v plazmě obsažen v relativně vysokých 

koncentracích (29).  Nicméně by bylo potřeba nalézt nový biomarker ke stanovení vážnosti 

onemocnění a efektivity enzym-substituční léčby (30).



- 23 -

Naše práce se zabývá studiem typu a skladby proteinů obsažených v moči pacientů 

s různými nefropatiemi. K tomuto účelu využíváme proteomické techniky jejichž přehled 

uvádíme v následujících odstavcích. (příloha 1, 2)

5.5 Proteomika

Termín „proteom“ byl zaveden v roce 1994 Marcem R. Wilkinsem, vedoucím 

bioinformatiky u firmy Proteome Systems v Sydney, pro označení veškerého proteinového 

komplementu kódovaného genomem. Pro tento termín, existuje mnoho definic. Většina z nich 

se v podstatě shoduje, že výzkum proteomu zahrnuje tři základní aktivity: identifikaci 

veškerých proteinů produkovaných určitou buňkou, tkání nebo organismem, definici 

vzájemných interakcí těchto proteinů nezbytných pro určitou biologickou funkci, a stanovení 

přesné trojrozměrné struktury proteinů klíčové pro identifikaci nízkomolekulárních ligandů, 

například látek, které mohou sloužit jako potencionální léčiva. Mezinárodní organizace 

HUPO (Human Proteome organization) formulovala v roce 2001 cíle proteomiky poněkud 

přesněji jako identifikaci všech proteinů kodovaných lidským genomem (popřípadě genomy 

dalších, zejména tzv. modelových organismů) s následným stanovením jejich exprese 

v různých buňkách daného organismu, jejich subcelulární lokalizace v různých organelách, 

dále jejich posttranslačních modifikací, jejich vzájemných interakcí a vztahu mezi strukturou 

a funkcí (31, 32).

Z hlediska počtu zkoumaných objektů se odhaduje počet lidských genů na 40 – 50 tisíc, 

zatímco odhad počtu všech proteinových produktů u člověka dosahuje zhruba 2 milionů. 

Informace uložená v genech je definována v podstatě lineární sekvencí čtyř znaků a je tedy 

jednorozměrná a poměrně stabilní. Naproti tomu informace uložená v proteinech je 

mnoharozměrná, závislá na faktorech jako alternativní splicing, posttranslační modifikace, 

a konečně správné sbalení proteinu vedoucí k jednoznačné trojrozměrné struktuře definující 

biologii každého proteinu. Časová proměnlivost proteomu (proteinové stroje, signalizační 

http://www.hupo.org/
http://www.proteomesystems.com/home/default.asp
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kaskády apod.) nám poukazuje na skutečnost, že metodika pro výzkum proteomu je 

nesrovnatelně komplikovanější, než postupy použité při sekvenování genomů. Zatímco lidský 

genom byl sekvenován během relativně krátkého časového úseku, pro řešení komplexního

zadání lidské proteomiky je nezbytná kombinace širokého spektra metodických přístupů od 

klasické chemie a biochemie proteinů až po nejnovější techniky robotického zpracování 

vzorků a mikroidentifikace proteinů hmotnostní spektrometrií. Je zřejmé, že uplatnění 

některých klasických technik proteinové analýzy bude v moderní proteomice stále více 

omezené. Takové techniky, které nejsou dostatečně citlivé, a neumožňují snadnou 

automatizaci a robotizaci jsou postupně nahrazovány novými přístupy.  Mezi současné 

nástroje proteomiky zcela jistě patří dvourozměrná elektroforéza v polyakrylamidovém gelu, 

hmotnostní spektrofotometrie (MS), která měří molekulové hmotnosti látek.   Za zmínku jistě 

stojí metoda vysokotlaké kapalinové chromatografie HPLC, která separuje proteiny na 

základě hydrofobicity s možnou návazností na MS.  Zajímavou technikou jsou Isotopově 

značené afinitní značky v MS, které umožnují selektivní značení určitých aminokyselin (např. 

cystein) a také rychlé nalezení změny proteinových profilů.  Příkladem může být označení 

normální zdravé buňky sondou s lehkými isotopy a nádorově transformované buňky těžkými 

isotopy.  Získaná změna poměru píků je mírou změny poměru exprese obou proteinů (33). 

Cílem naší studie bylo získat především informaci o celkovém zastoupení jednotlivých 

proteinů v moči. Proto jsme se věnovali technice 2D elektroforézy, která nám tuto možnost 

poskytuje.  

5.5.1 2D elektroforéza

2D elektroforéza byla poprvé představena O’Farrellem v roce 1975. Technika 

dvojrozměrné polyakrylamidové elektroforézy stále zůstává díky své unikátní separační 

schopnosti základem mnoha proteomických projektů. Dvourozměrná elektroforéza (2D) je 
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moderní, široce používaná separační metoda k analýze souboru proteinů extrahovaných 

z buněk, tkání a jiných biologických materiálů. Technika je založena na separaci proteinů na 

základě dvou nezávislých vlastností ve dvou samostatných krocích. 

V prvním kroku, izoelektrické fokusaci (IEF), jsou proteiny dělěny na základě svých 

izoelektrických bodů (pI). K tomuto účelu jsou zpravidla využívány komerčně připravené  

polyakrylamidové stripy s imobilizovaným pH gradientem (lineární, nelineární) o různé délce 

(7, 11, 13, 18 a 24 cm). V naší studii byla IEF prováděna pomocí 7 cm dlouhých stripů 

s imobilizovaným nelineárním gradientem rozmezí pH 3-10 na přístroji Multiphor II.  

Proteiny jsou amfoterní molekuly nesoucí kladný, záporný nebo nulový náboj v závislosti na 

pH prostředí, ve kterém se nacházejí. Volný náboj proteinu je součet všech negativních 

a pozitivních nábojů, jejich aminokyselinových postraních řetězců a aminových- a 

karboxylových konců. Izoelektrický bod je takové pH, při kterém je volný náboj proteinu 

roven nule, tedy protein se nepohybuje v elektrickém poli.  Proteiny jsou pozitivně nabité, 

pokud se pohybují v prostředí o nižším pH, než je jejich pI. A naopak negativně nabité při pH 

prostředí vyšším jak jejich pI. Pro samotnou IEF je přítomnost pH gradientu kritickou 

záležitostí. V prostředí pH gradientu a pod vlivem elektrického pole proteiny migrují do 

takového místa, kde mají nulový volný náboj. Proteiny s kladným volným nábojem budou 

putovat ke katodě s postupně klesajícím nábojem, až se zastaví v místě svého pI. Proteiny se 

záporným volným nábojem migrují k anodě a opět se zastaví v místě jejich nulového náboje. 

V případě, že by se proteiny difuzí dostaly do jiného místa, jsou ihned navráceny zpět. Tento 

jev se nazývá zaostřovací efekt IEF, který koncentruje proteiny v místě jejich pI a umožňuje 

tak dělení proteinů i podle velmi malých rozdílů náboje. 

Ve druhém kroku jsou proteiny děleny v polyakrylamidovém gelu s přídavkem 

dodecyl sulfátu sodného (SDS-PAGE) na základě svých molekulových hmotností (Mr, 

relativní molekulová hmotnost). Každá spota na 2D gelu odpovídá konkrétnímu proteinu ve 
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vzorku. Takto může být separováno až tisíc různých proteinů, kdy získáme informaci jak 

o molekulové hmotnosti, pI tak i o množství daného proteinu.   Proteiny nejsou děleny na 

základě náboje díky přítomnosti SDS ve vzorku a gelu. SDS je anionický detergent, který ve 

vodném roztoku vytváří globulární micely složené z 70-80 molekul obsahujících 12 

alkylových hydrofobních jednotek dotýkajících se hydrofilní sulfátové „hlavice“.  Všechny 

bílkoviny totiž váží SDS v konstantním poměru, asi 1,4g SDS na 1g bílkoviny, a tím 

charakteristicky mění svou konformaci. Výsledné komplexy SDS-bílkovina pak mají stejnou 

hodnotu povrchového náboje a jejich konformace se do té míry unifikuje, že relativní 

molekulová hmotnost bílkoviny odpovídá velikosti jejího komplexu s SDS. Před samotnou 

analýzou se ještě přidává redukující agent dithiotreitol (DTT) k porušení všech disulfidových 

vazeb. Na základě jejich velikosti se každý protein pohybuje skrz gel s rozdílnou rychlostí; 

menší proteiny pronikají póry v gelu snadněji než větší, které se střetávají s větším odporem. 

Po nějakém čase (obvykle několika hodinách, doba probíhání elektroforézy závisí na velikosti 

proudu, který gelem prochází) jsou proteiny na základě své molekulové hmotnosti rozdělené. 

Menší proteiny postoupí dále než větší, které jsou blíže počátku, kam byly proteiny 

aplikovány. Nakonec jsou proteiny vizualizovány Coomassie blue či stříbrem (34).

5.5.2 MALDI-TOF MS

Metoda MALDI-MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization Mass 

Spectrometry) byla poprvé zavedena v roce 1985 (35). Dnes, o desítky let později, zůstala 

metoda oproti původnímu popisu až na malé úpravy nezměněna.  Co se však dramaticky 

změnilo je úprava vzorku před samotnou MALDI-MS analýzou, kdy jí mnohdy předchází 

kapalinová či plynová chromatografická metoda nebo elektroforéza.  MALDI je vedle metody 

ionizace elektrosprejem (EIS) jednou ze dvou ionizačních technik, které umožňují citlivou 

detekci velkých, netěkavých a labilních molekul pomocí hmotnostní spektrometrie. Při 

http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Coomassie_blue&action=edit&redlink=1
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použití metody MALDI se nechá studovaná látka (nebo směs látek) vykrystalovat na kovové 

podložní desce s tzv. matricí na vzduchu. Tou bývají deriváty nízkomolekulárních 

aromatických kyselin, které mohou absorbovat energii laserového záření ve viditelné nebo 

blízké ultrafialové oblasti například  α-kyano-4-hydroxyskořicová kyselina; 3,5-dimethoxy-4-

hydroxyskořicová kyselina; 2,5-dihydroxybenzoová kyselina. Výběr vhodné matrice je 

klíčovým krokem samotné analýzy. Vybírat můžeme z několika druhů matric podle toho jaké 

povahy je námi zkoumaný vzorek (proteiny, peptidy, nekovaletní komplexy, nukleové 

kyseliny). Po ozáření směsných krystalů matrix-analyt na MALDI-TOF destičce zábleskem 

laseru se látky prudce odpaří do vakua a ionty studovaných látek se pak již pohybují 

samostatně. Jsou urychleny stejnosměrným elektrickým polem. V tomto uspořádání získává 

většina molekul náboj + nebo -1. Techniky ESI i MALDI jsou do té míry šetrné, že při nich 

nedochází k fragmentaci ani velkých bílkovinných molekul.  Ve vakuovém prostoru mohou 

sloužit k určení hmotnosti iontu tyto parametry dráhy. Jednak to může být doba letu iontu, 

který byl urychlen vysokým stejnosměrným elektrickým napětím, od místa ionizace 

k detektoru. Ionty se stejným nábojem získají při průchodu elektrickým gradientem stejnou 

energii (Epot = zU, kde z je náboj a U elektrický potenciál), jejich rychlost pak závisí na 

hmotnosti m podle rovnice Ekin = ½ mv2). Tento způsob určování hmotnosti se nazývá TOF 

(time of flight).  Dále zakřivení dráhy v magnetickém poli, kolmém na pohyb iontu. Tento 

klasický typ detektoru využívá skutečnosti, že dráha nabité částice se v magnetickém poli 

zakřivuje tím více, čím se částice pohybuje pomaleji, čím má vyšší náboj a nižší hmotnost. 

V nejmodernějším provedení vytváří magnetické pole supravodivý magnet; hledají se pak 

takové parametry pole, při nichž jsou jednotlivé druhy iontů uvedeny na stacionární kruhovou 

dráhu v tzv. cyklotronu.   Nebo charakteristiky pohybu iontů v prostoru, tvořeném čtyřmi 

nabitými tyčemi (tzv. kvadrupól). Hledá se takové rozložení elektrického pole, při němž ionty 

přecházejí do stacionárního vlnění; z parametrů pole lze pak určit poměr m/zi jednotlivých 
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ionů. A konečně zachycení iontů v tzv. iontové pasti, tvořené prstencovou elektrodou (na 

kterou je přivedeno střídavé napětí) a vstupní a výstupní elektrodou (na které je přivedeno 

stejnosměrné napětí). Po nahromadění iontů v pasti se postupně zvyšuje střídavé napětí, což 

vede k postupnému vypuzení iontů o vzrůstající m/zi.  Na obrázku 3 je uvedeno schéma 

hmotnostního spektrometru na principu MALDI-TOF.   Elektrická čočka a deflektor 

umožňují zaostřit ionty stejného poměru m/z a odklonit ty ionty, které nás v daném pokusu 

"nezajímají".  Reflektor má stejnou elektrickou polaritu jako deska se vzorkem a obrací let 

iontů směrem k druhému detektoru; umožňuje zvýšit přesnost měření tím, že prodlužuje 

dráhu letu, a také soustředěním stejných iontů v duté části prstencovitých elektrod. (35)

Obrázek 3 Schéma hmotnostního spektrometru na principu MALDI-TOF (36)

Získá se tak řada hodnot molekulových hmotností, které se zadají do veřejně přístupné 

databáze (Swiss-Prot, NCBInr). Automaticky se pak databáze prohledává a hledají se 

peptidové štěpy, které mají stejnou hmotnost jako zadané hodnoty. Pokud je primární 

struktura studovaného proteinu v databázi zadána (jsou tam dnes již tisíce proteinů), podaří se 

ji obvykle se značnou jistotou identifikovat.
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6 Cíle práce

           Analýza proteinů metodou dvourozměrné elektroforézy, zvláště pak je-li následována 

MALDI-TOF MS, přináší jasný obraz proteinů zastoupených ve vzorku.  Předmětem této 

studie bylo sledování změn proteinů u nemocí ledvin spojených s nefrotickým syndromem 

a jinými glomerulopatiemi pomocí moderních analytických technik; izoelektrické fokusace,

dvourozměrné elektroforézy v polyakrylamidovém gelu a MALDI-TOF MS. Hlavním cílem 

práce bylo navrhnout 2D metodiku, která by poskytovala přehledná spektra proteinů v moči 

nefrotických pacientů a poukazovala na případné proteinové změny způsobené nejen 

přítomností proteáz, ale také vlivem daného onemocnění či léčbou.   

1. Zavedení metody pro stanovení přehledných spekter proteinů v moči nefrotických pacientů 

 optimalizace techniky dvourozměrné elektroforézy na vzorky moče 

nefrotických pacientů.

 vliv odstranění albuminu ze vzorku

 stabilitní studie vzorků moči

 sledování proteinových změn v důsledku přítomnosti proteáz

2. Studie proteinů v moči u pacientů s nefrotickou proteinurií

 porovnávání 2D spekter proteinů mezi jednotlivými skupinami

 charakterizace vybraných proteinů pomocí MALDI-TOF hmotnostní 

spektrofotometrie 

3. Studie močových proteomů u pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou 

 zjištění rozdílů v proteomu mezi pacienty s Andersonovo-Fabryho     

chorobou a zdravými jedinci

 identifikace potenciálních specifických proteinů nemoci pomocí 

MALDI-TOF MS
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7 Materiál a metodika

   Nalezení specifického biomarkeru v moči nefrotických pacientů, který by 

charakterizoval dané onemocnění ledvin, by bylo velkým přínosem zejména pro pacienty, 

jenž by nemuseli být podrobováni nepříjemným a invazivním vyšetřením. Pomocí 2D 

techniky lze získat přehled o zastoupení a rozmístění všech proteinů obsažených v moči 

a k nalezení rozdílů, které se mezi jednotlivými diagnózami vyskytují.

7.1 Sledované skupiny pacientů

Sledovanou skupinu tvořilo 60 pacientů s nefrotickou proteinurií a jinými diagnózami 

(ANCA-asociovaná vaskulitida (AAV), systémový lupus erytematodes s postižením ledvin 

(lupusová nefritida), amyloidóza AL, membranózní nefropatie, IgA nefropatie, primární 

fokální segmentální glomeruloskleróza (FSGS), Wegenerova granulomatóza (45 mužů, 15 

žen, ve věku (18-78 let). Jejich proteinurie se pohybovala v rozmezí 0,23 – 19g za 24h

(Tabulka I.).  Další skupinou bylo 20 pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou (11 mužů, 9 

žen, ve věku 18-69 let). Jejich proteinurie se pohybovala v rozmezí mezi 0,1 – 1 g za 24h, 13 

pacientů bylo podrobeno enzym-substituční léčbě (devíti z nich byla podána agalsidasa beta, 

Fabrazyme® 1 mg/kg každý druhý týden;  čtyřem agalsidasa alfa, Replagal® 0,2 mg/kg 

každý druhý týden) a sedm bylo neléčených (Tabulka II.). Fyziologická proteinurie se 

obvykle pohybuje v rozmezí mezi 30-50 mg/den a je převážně složena z tubulárních proteinů, 

jmenovitě uromodulin (Tamm-Horsfall protein). Hodnota proteinurie 150 mg/den může být 

považována jako horní limit „normální“ proteinurie.  Kontrolní skupina se skládá z 10 

zdravých jedinců (5 můžů a 5 žen ve věku 27- 42 let). (Tabulka I.)
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Tabulka I. Klinická data pacientů s nefropatií a zdravých jedinců
Ž ženy, M muži

Číslo 
pacienta

věk pohlaví proteinurie  
(g/l)

S_kreatinin 
(μmol/l)

U_kreatinin 
(mmol/l)

Diagnóza

1 41 M 18,7 153 30,4 IgA nefropatie
2 71 M 1,89 144 19,5 Amyloidóza AL
3 62 Ž 6,07 111 3,8 Amyloidóza AL
4 78 M 3,6 80 12,2 Amyloidóza AL
5 58 M 0,72 120 4,1 Wegenerova granulomatóza
6 56 M 1,71 412 4,8 Wegenerova granulomatóza
7 36 Ž 0,25 46 5,6 Lupusová nefritida
8 62 M 2,8 140 8,3 Membranózní nefropatie
9 32 M 1,4 220 7,1 Lupusová nefritida
10 57 M 1,54 307 4,1 Wegenerova granulomatóza 
11 21 M 0,58 60 16,1 Membranózní nefropatie
12 57 M 4,31 491 7,8 Wegenerova granulomatóza 
13 58 M 1,68 153 7,7 Membranózní nefropatie
14 21 M 4,04 49 15,2 Membranózní nefropatie
15 39 Ž 1,77 60 5,4 Lupusová nefritida
16 49 Ž 1,69 54 5,3 IgA nefropatie
17 61 M 1,27 75 8,6 Nefrotický syndrom- FSGS
18 62 M 0,23 235 6,3 Wegenerova granulomatóza
19 31 Ž 0,37 55 16,7 Wegenerova granulomatóza
20 34 M 1,8 217 4,2 Wegenerova granulomatóza
21 24 M 1,19 210 8,2 Wegenerova granulomatóza-

p. ANCA
22 19 Ž 1,7 166 7 IgA nefropatie
23 66 M 1,17 241 6,6 Membranózní nefropatie
24 35 M 3,79 120 9,4 IgA nefropatie
25 65 Ž 2,21 330 4,3 Nefrotický syndrom
26 65 M 0,96 460 5 IgA nefropatie
27 48 M 0,35 400 4,5 Wegenerova granulomatóza
28 55 M 1,03 280 2,7 Wegenerova granulomatóza
29 21 M 6,9 138 9,1 Nefrotický syndrom – FSGS
30 52 M 1,15 89 12,8 Membranózní nefropatie     
31 50 M 7,25 95 20,5 Membranózní nefropatie
32 29 Ž 0,99 77 7,2 Lupusová nefritida
33 42 M 1,83 95 10,3 Membranózní nefropatie
34 44 M 7,33 400 8,3 Membranózní nefropatie
35 31 M 1,17 65 3,7 Lupusová nefritida
36 57 M 5,72 120 11,9 Membranózní nefropatie
37 39 Ž 12,12 63 9,6 Membranózní nefropatie
38 21 M 15,71 130 25,9 Nefrotický 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 Nefrotický syndrom
42 60 M 14,91 310 17,9 Nefrotický syndrom
43 37 Ž 1,41 109 17,3 Lupusová nefritida
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44 61 M 4,6 153 8,4 Nefrotický syndrom – FSGS
45 70 M 1,64 180 7,5 IgA nefropatie
46 70 M 6,48 100 12 Amyloidóza AL
47 61 M 4,69 92 6 Wegenerova granulomatóza
48 44 M 1,9 85 4,5 Membranózní nefropatie
49 62 Ž 3,31 110 4,5 Nefrotický syndrom – FSGS
50 69 Ž 1,36 150 2,5 Amyloidóza AL
51 73 M 7,52 320 4,3 Nefrotický syndrom – FSGS
52 18 Ž 7,31 380 5,1 Lupusová nefritida
53 63 M 2,51 95 6,7 Amyloidóza AL
54 57 M 5,72 164 8,1 Nefrotický syndrom
55 37 Ž 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 Nefrotický syndrom
58 63 Ž 5,3 240 4,8 Nefrotický syndrom
59 55 M 1,23 154 2,1 Amyloidóza AL
60 32 M 2,4 96 7,1 Wegenerova granulomatóza
1 27 M <0,07 92 7,2 Zdráv
2 28 Ž <0,07 85 7,5 Zdráv
3 45 M <0,07 65 8,9 Zdráv
4 37 M <0,07 74 8,1 Zdráv
5 42 M <0,07 72 9,6 Zdráv
6 30 Ž <0,07 80 11,3 Zdráv
7 31 Ž <0,07 83 10,9 Zdráv
8 39 Ž <0,07 95 7,8 Zdráv
9 40 Ž <0,07 63 12,4 Zdráv
10 29 M <0,07 82 13,1 Zdráv
                  

7.2 Příprava vzorků moče

Jedním z cílů naší práce bylo optimalizovat techniku dvourozměrné elektroforézy na 

vzorky moče pacientů s nefropatií tak, abychom získali přehledná a reprodukovatelná 2D 

spektra proteinů v moči.  K dosažení toho úkolu, jsme se v první fázi našeho studia zaměřili 

na podrobnou úpravu vzorků a stanovení vhodných podmínek 2D analýzy.

7.2.1 Koncentrování a skladování vzorků moče

K analýze bylo použito 30 ml moče sbírané po dobu 24h. Koncentrace celkové 

bílkoviny u všech analyzovaných vzorků byla stanovena metodou s pyrogalovou červení (37, 

38). Principem je reakce proteinů ve vzorku s pyrogalovou červení a molybdenanem sodným 
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v kyselém prostředí za vzniku barevného komplexu detekovatelného spektrofotometricky. 

Moč po sběru (1057 ml/ 24h) byla 10x ředěna roztokem obsahujícím 60 µl/l pyrogalové 

červeně, 40 µmol/l molybdenanu sodného a 50 nmol/l sukcinátu, pH = 2,3. Po 10 minutové 

inkubaci při 37 ºC byla měřena absorbance při vlnové délce 600 nm na přístroji Modular

(Spektrofotometr Modular, Roche, Švédsko).  Vzorky, zejména u pacientů s AFD, jejichž

koncentrace proteinů v moči nepřesahovala 1g/l byly zahuštěny centrifugací pomocí Amicon 

Ultra 10 kDa (Millipore, Massachusetts), po dobu pěti minut při 3000 x g a 4 ºC (39). Ke 

stanovení koncentrace proteinů pro centrifugaci byla využita spektrofotometrická metoda 

podle Bradfordové (40). Pro kalibraci byl použit roztok hovězího sérového albuminu (BSA). 

Barevný komplex vznikl reakcí bílkovin s činidlem obsahujícím 0,1 mM roztok Commassie 

briliant blue G250; 5% (95% ethanol); 10% (85% H3PO4). Analyzované vzorky byly 

připraveny smícháním 200 μl vzorku a 2,5 ml roztoku činidla dle Bradfordové, inkubovány 

10 minut při laboratorní teplotě (25ºC) a absorbance byla sledována při vlnové délce 595 nm 

proti standardu. Vzorky byly poté ihned analyzovány nebo uchovávány v malých alikvotách 

při -80 °C.  

7.3 Stanovení proteinů v moči pomocí 2D elektroforézy

K separaci proteinů v moči metodou dvourozměrné elektroforézy jsme využili přístroj 

Multiphor II (Amersham Biosciences, Švédsko) se zdrojem Power Supply EPS 3501 

(Amersham Biosciences, Švédsko).

Vzorky byly děleny na základě svých izoelektrických bodů metodou izoelektrické 

fokusace (IEF) s využitím komerčně připravených 7 cm polyakrylamidových stripů s 

imobilizovaným lineárním gradientem pH 3-10 (IPG strip pH 3-10L, Amersham Biosciences) 

(34), kdy celkové množství proteinů nanášené na polyakrylamidový strip bylo 20 µg. 
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Tabulka II. Klinická data pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou
DM diabetes melitus, ERT enzym-substituční léčba, HD hemodialýza, ACE inhibitory enzymu konvertujícího angiotezin, AT blokátor receptoru
angiotenzinu, A ano, N ne, Ž ženy, M muži. 

Číslo 
pacienta věk

pohlaví
Mutace GAL, 

genotyp
Mainz
skóre

Alfa-agal 
leukocyty

(nmol/mg.h)
ERT

Terapie
od Léky DM

ACE 
inhib., 

AT 
blok.

S_kreatinin 
(µmol/l)

U_kreatinin 
(mmol/l)

HD Transplantace
proteinurie

(g/l)

1 57 Ž N215S 19 30,3 N N A 53 11,5 N N < 0,07

2 60 Ž N215S 20 27,8 N N N 76 8,40 N N < 0,07

3 69 Ž c.674del59 27 23,6 A 12/2001 Fabrazyme N A 77 11,10 N N 0,14

4 39 Ž R342Q 14 28,6 N N N 78 1,6 N N < 0,07

5 60 Ž R342Q 15 8,5 A 11/2004 Replagal N A 85 18,3 N N 0,17

6 46 Ž delEx2 19 25,4 N N N 78 13,7 N N < 0,07

7 55 Ž R342Q 7 17,9 A 12/204 Replagal N A 57 18,6 N N 0,13

8 64 Ž I317T 38 22,3 N N A 73 6,8 N N 0,08

9 61 Ž R342Q 54 21 N A A 93 4,3 N N 0,09

10 40 M c.674del59 38 0,7

A

12/2004 Replagal N N 75 5,6 N

N 
(nefrektomie 

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 52 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

18 55 M L294X 32 0,4

A

11/2004 Fabrazyme N A 645 6,3 A

A (1984, HD
začátek od

2005) 0,61

19 51 M R342Q 47 1,0

A

11/2004 Fabrazyme N A 218 6,1 A

A (HD začátek 
v 2001, další 
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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   Před analýzou byl strip přes noc rehydratován rehydratačním roztokem (12 g 

močoviny; 0,5 g triton X-100; několik kapek Bromphenol blue; 25 ml H2O: aliqvoty, po 

2,5ml zamrazit na -20 °C;  před použitím přidat IPGbuffer (50 µl), 7 mg DTT) obsahujícím 

vzorek. Samotná izoelektrická fokusace probíhala ve třech krocích s postupně se zvyšující 

hodnotou napětí až na konečných 3500 V. Po IEF byl strip zamražen na -80 ºC nebo ihned 

ekvilibrován pomocí ekvilibračního roztoku (6,7 ml 1,5 M Tris-Cl, pH=6,8;  72,07 g 

močoviny; 69 ml glycerolu, 4 g  SDS, několik kapek  Bromfenol Blue, do 200 ml destilované 

H2O;  před použitím přidat ještě 2 g DTT). Takto rozdělené proteiny byly následně 

separovány SDS-elektroforézou v 12% homogenním polyakrylamidovém gelu podle 

molekulové hmotnosti s využitím SE260 Mini-vertikální elektroforézy (Scie-Plas, Velká 

Británie) a mini vertikální elektroforézy (Hoefer, CA). Vizualizace rozdělených proteinů byla 

prováděna stříbrem (Silver Bullit Kit, Amresco) (41). 

           K analýze proteinů 2D gelů byl využit software  Phoretix 2D expression verze 2005. 

Referenčním gelem byl zvolen gel vzorku moče pacienta, jenž byl analyzovanán ihned po 

sběru. Tento gel byl dále použit pro porovnání příslušných proteinů mezi gely vzorků s 

přídavkem a bez přídavku inhibitorů proteas. Proteiny ve všech gelech byly spárovány 

automaticky, potvrzeny a upraveny manuálně.  Pozadí bylo odečteno a intenzita objemu 

každé spoty byla normalizována vzhledem k celkové intenzitě objemu všech rozpoznaných 

spot, dále označeno jako normalizovaná kvantita proteinu.  Procenta zastoupení daného 

proteinu ve vzorcích byla počítána dle námi nastavené rovnice:

% proteinu: [množství proteinu ve vzorku (s přídavkem či bez přídavku inhibitoru) / množství 

proteinu ve vzorku analyzovaným ihned po sběru] x 100

7.4 Aplikace optimalizované techniky

Vedle stanovení vhodných podmínek 2D metodiky jsme se dále zaměřili na faktory,
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které by mohly skladbu proteinů v moči nepříznivě ovlivnit.  Zajímala nás zejména stabilita 

vzorku při uskladnění a přítomnost vyšších koncentrací albuminu ve vzorcích. Dále také 

zjištění přítomnosti a vlivu proteáz při fyziologické teplotě 37ºC.

7.4.1 Ověření stability vzorků

  

Stabilita vzorků při -80 °C, jenž nebyly rozděleny ihned po sběru, byla ověřena 

opakovanou analýzou vzorků po 30 a 180 dnech uskladnění.  Takto bylo studováno 5 různých 

vzorků pacientů s nefrotickým syndromem. Sledovaní pacienti jsou charakterizováni 

v Tabulce I. pod čísly 17, 29, 38, 41 a 58. Spektra proteinů vzorků analyzovaných ihned po 

sběru, po 30 a 180 dnech uskladnění při -80 °C byla porovnávána pomocí softwaru Phoretix 

2D expression verze 2005.

7.4.2 Separace albuminu ze vzorků

Albumin byl ve vzorcích moče stanovován nefelometricky pomocí imunochemického

systému IMMAGE. Metoda je založena na měření rychlosti nárůstu vzniku imunokomplexů 

během reakce albumin-protilátka. 21μl vzorku moče je smícháno s komerčně připravenou 

směsí protilátky (upravené kozí sérum) a pufru do celkového objemu 321μl.  

K odstranění albuminu u vzorků, kde koncentrace albuminu byla vyšší než 3 g/ 24h

byla využita metoda srážení síranem amonným (42). K danému objemu každého z pěti 

sledovaných vzorků s nefropatií a proteinurií 5g/ 24h bylo přidáno takové množství síranu 

amonného, aby došlo k 50% nasycení směsi a společně inkubováno při 4 ºC za stálého 

míchání 16h. Byli studováni pacienti označeni v Tabulce I. pod čísly 3, 36, 44, 54, 58.  Právě 

při 50% sycení vzorku síranem amonným, dochází k vysrážení proteinů a v roztoku zůstává 

pouze albumin, který disponuje vyšší rozpustností. Poté byla směs centrifugována (Amicon 

Ultra 10 kDa, 10 minut, 10 000 x g, 4 ºC). Peleta obsahující všechny bílkoviny kromě 

albuminu byla rozpuštěna destilovanou vodou a převedena do dialyzačního střeva (dialyzační 



- 37 -

membrána 10 kDa Visking, Německo). Postupnou dialýzou proti 1,5M Tris pufru o pH=7,5 

byl odstraněn síran amonný, který by rušil následná stanovení proteinů.  Celková koncentrace 

bílkovin po odstranění albuminu byla měřena metodou dle Bradfordové. Takto připravené 

vzorky byly ihned analyzovány 2D elektroforézou.

7.4.3 Vliv proteáz     

           Přítomnost proteáz ve vzorcích moči byla sledována u pěti pacientů s primární 

glomerulopatií po 48 hodinové inkubaci v termostatu při fyziologické teplotě 37 °C. Jednalo 

se o dva pacienty s nefrotickým syndromem charakterizované v Tabulce I. pod čísly 25, 57 

a tři pacienty s Wegenerovou granulomatosou označených v Tabulce I. čísly 10, 12 a 28.  

Z každého vzorku moči byly ihned po sběru odebrány tři stejné alikvoty o obsahu 5 ml. 

K jedné z nich bylo přidáno 40 µl koktejlu inhibitorů proteáz (Protease inhibitor cocktail -

serinových, cysteinových, aminopeptidas; Sigma, MO) a azid sodný. K druhým 5 ml stejného 

vzorku byl přidán pouze azid sodný. Oba alikvoty vzorku byly inkubovány 48h při 37°C.  

Třetí alikvota byla bez přídavku azidu sodného či inhibitoru proteáz zamražena při -80 °C 

ihned po sběru. Všechny alikvoty byly analyzovány společně ve stejnou dobu.

7.5 Enzymatické štěpení proteinů v gelu

K analýze MALDI-TOF MS byly vybrány abundatní proteiny, které byly zastoupeny 

pravidelně na všech sledovaných gelech, dále proteiny, jejichž exprese byla výrazně zvýšena 

či proteiny jejichž výskyt se lišil v porovnání s referenčními gely.

Proteiny detekované stříbrem byly z 2D gelů vyříznuty, nařezány na malé kousky 

a několikrát promývány čerstvým 30mM roztokem kyanoželezitanu draselného a 100mM 

roztokem thiosíranu sodného v koncentraci 1:1.  Po kompletním odbarvení byly kousky gelu 

omyty vodou, dehydratovány roztokem ACN a znovu rehydratovány vodou. Supernatant byl 

odstraněn a gel byl částečně vysušen vakuovým koncentrátorem.   Gelové štěpy byly následně 



- 38 -

reorganizovány štěpícím pufrem obsahujícím 0,01% 2-merkaptoethanol, 

0,1M – ethylmorfolin acetát, 1mM CaCl2, 10% ACN a na sekvenční úrovni modifikovaný 

trypsin (50 ng/ml, Promega). Vzorek byl štěpen přes noc a získané peptidy byly extrahovány 

40% ACN/ 0.5% TFA.  Abychom získali i nízkomolekulární proteiny, byly peptidy před 

samotnou MS analýzou čištěny a koncentrovány s využitím ZipTip špiček s 0.6 µl pryskyřice

(s delším řetězcem (C18) a póry cca 20 nm pro sorpci a eluci peptidů).  ZipTip™ (Millipore, 

MA) jsou polypropylenové špičky o objemu 10 µl částečně naplněné chromatografickým 

médiem sloužící k purifikaci a/nebo zakoncentrování peptidů, proteinů nebo oligonukleotidů 

pro hmotnostní spektrometrii. Médium je umístěno na samém konci špičky, čímž je zajištěn 

nulový mrtvý objem.

7.6 MALDI-TOF MS a identifikace proteinů

10 mg/ml roztoku CHCA (Bruker Daltonik, Německo) v 30% ACN / 30% MeOH 

roztoku obsahujícího 0.2% TFA bylo použito jako MALDI matrice. 1 ml vzorku byl nanesen 

na ocelovou MALDI destičku a ponechán na vzduchu při pokojové teplotě vyschnout. Poté 

byl přidán 1 ml roztoku matrice. Hmotnostní spektra kladně nabitých iontů byla získána 

použitím MALDI-TOF/TOF hmotnostního spektrofotometru (Autoflex II, Bruker Daltonik, 

Německo) v reflektronovém módu vybaveném dusíkovým laserem o vlnové délce 336 nm.

Získaná spektra byla v rozmezí molekulových hmotností 700–4500 Da.  Data byla 

kalibrována proti Peptidovému kalibračnímu standardu I  (Bruker Daltonik, Německo) jako 

externímu kalibračnímu standartu s využitím sedmi bodové kalibrace. K sekvenování 

vybraných peptidů byla použita analýza vzorků pomocí ionizace laserem za přítomnosti 

matrice (MALDI) v kombinaci s detektorem doby letu (MS/MS) pracujících v MS/MS módu 

(MALDI LIFT TOF/TOF MS). S využitím flexAnalysis 2.4 programu se SNAP algoritmem 

detekce píků, byl vytvořen peak list ve formátu XML. Statistická kalibrace byla součástí 

programu, a proto nebyly nutné žádné další úpravy;  maximální číslo označených píků bylo 
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stanoveno na 50. Všechny kontaminující signály byly po označení píků odstraněny. Peak list 

byl zkoumán pomocí Swiss-Prot nebo NCBInr databází v souboru lidských proteinů 

s využitím MASCOT vyhledávače podle zadaných kritérií: tolerance peptidů 100ppm, počet 

chybných štěpných míst nastaven na 1, modifikace cysteinu karbamidometylací a různá 

oxidace methioninu. Žádná omezující kriteria týkající se molekulové hmotnosti (MW) 

a hodnoty izoelektrického bodu (pI) nebyla nastavena. Identita jednotlivých proteinů byla 

potvrzena pomocí MS/MS peptidového sekvenování, když pravděpodobnost založená na 

Mowse skóre byla pouze lehce vyšší než prahová hodnota vypočtená pro použité parametry 

nebo pokud bylo sekvenční pokrytí příliš nízké.(35)

7.7 Statistická analýza

Statistická analýza byla získána s použitím programu Statistica CZ 9 (StatSoft, Praha 6, 

Česká republika). Všechny hodnoty jsou uváděny jako průměr ± standardní odchylka nebo 

v procentech.   Data byla zpracována analýzou ANOVA při opakovaných měřeních a hladiny 

významnosti pro Tukey test (honest significant difference HSD) byly hodnoceny v post-hoc 

analýze jako statisticky významné na hladině p< 0.05. 
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8 Výsledky

8.1 Zavedení  2D metodiky

Byla zavedena a optimalizována technika 2D elektroforézy tak, abychom získali 

přehledná spektra proteinů v moči u pacientů s onemocněním ledvin. Zaměřili jsme se 

především na přípravu vzorku moči a samotnou analýzu tak, aby nedocházelo ke ztrátám či 

ovlivnění množství proteinů v průběhu stanovení. 

8.1.1 Separace albuminu ze vzorku

Albumin, který ve vzorcích s vyšší proteinurií (zejména nad 5g/ 24h) zhoršoval 

přehlednost proteinových map, byl odstraněn metodou využívající různé rozpustnosti proteinů 

při dané koncentraci solí (kapitola 7.4.2). Koncenrace albuminu se v těchto vzorcích 

pohybovala kolem 3g/ 24h. Na Obr. 4 jsou znázorněny proteinové mapy před a po separaci 

albuminu u pacienta s proteinurií. 

Obrázek 4.  Porovnání spekter proteinů před a po odstranění albuminu. 
Vzorky moče byly ihned po sběru analyzovány pomocí 7 cm polyakrylamidových stripů 
pH 3-10L metodou IEF, kdy celkové množství proteinů nanesených na strip bylo 20 µg. V 
druhém směru byly děleny SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovány 
stříbrem. Spektrum proteinů u pacienta s nefrotickým syndromem před A) a po B) odstranění 
albuminu. Černě je označen albumin.
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Odstraněním albuminu došlo u vzorků ke zvýšení přehlednosti celého spektra a k 

výraznějšímu rozlišení proteinů zejména v oblasti > 30 kDa. Hodnocením 2D 

elektroforeogramů s využitím softwaru 2D expression verze 2005 jsme získali normalizované 

hodnoty (intenzity) kvantity albuminu před a po separaci albuminu a zaznamenali 75% pokles

této hodnoty (Tab. III).

Tabulka III. Albumin se signifikantní změnou intenzity kvantity před a po separaci ze vzorku.

Normalizovaná hodnota kvantity (průměr ± SD)
a

albumin před extrakcí albumin po extrakci p- hodnota

albumin 26,53 ± 1,66* 6,63 ± 0, 63* 0, 000292*

a)
N=5 elektroforeogramů získaných z pěti nezávislých alikvotů moče. * Hodnoty byly analyzovány 

   ANOVA testem na hladině významnosti p < 0, 05 a porovnávány Tukey HSD testem. 

ANOVA test při opakovaných měřeních a následná post-hoc (Tukey test) analýza na 

hladině významnosti p<0,05 byla statisticky významná pro rozdíly mezi kvantitou albuminu 

u vzorků před a po odstranění albuminu. Jak je vidět z obrázku 5, kvantita albuminu je ve 

vzorcích před extrakcí albuminu signifikatně vyšší, než po jeho separaci.

Obrázek 5.  Normalizovaná kvantita albuminu před a po separaci albuminu ze vzorku
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Také jednorozměrná elektroforéza tří frakcí obsahujících proteiny před extrakcí 

albuminu, supernatant po centrifugaci a močové proteiny po extrakci albuminu, ukázala 

efektivnost této metodiky, kdy po centrifugaci zůstal v supernatantu pouze albumin bez 

přítomnosti dalších proteinů. (Obr. 6).

Obrázek 6.  SDS-PAGE elektroforéza v 12%  polyakrylamidovém gelu, detekce stříbrem.

                  1. standard

                  2. močové proteiny před extrakcí albuminu

                  3. supernatant po centrifugaci obsahující albumin

                  4. močové proteiny po extrakci albuminu

8.1.2 Ověření stability vzorků     

Množství proteinů v moči u nefrotického syndromu jsou při proteinurii zpravidla vyšší 

než 1 g/ 24h. Pro detekci proteinů stříbrem, nebylo proto nutné takové vzorky pro následnou 

2D analýzu dále koncentrovat. Na Obr. 7 jsou ukázány dva různé vzorky moče pacientů s 

nefrotickým syndromem analyzované první a třicátý den po sběru vzorku.  Studium spekter 

proteinů pomocí softwaru Phoretix 2D expression verze 2005 před a po 30-ti denním 

uskladnění neprokázalo změny v zastoupení a obsahu proteinů ve vzorcích. Stejné výsledky 

byly získány také opakovanou analýzou vzorku po 6 měsících. V tabulce IV. jsou uvedeny 

normalizované kvantity (intenzita kvantity) pěti vybraných proteinů.  Tyto proteiny jsou také 

označeny na obrázku 7.
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Obrázek 7. Porovnání spekter proteinů analyzovaných v různém časovém intervalu po sběru 
vzorku. Vzorky moče byly analyzovány pomocí 7 cm polyakrylamidových stripů pH 3-10L 
metodou IEF.  Celkové množství proteinů nanesených na strip bylo 20 µg. Dále byly děleny 
SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovány stříbrem.

ANOVA analýza při opakovaných měřeních na hladině významnosti p<0,05 byla 

statisticky nevýznamná pro rozdíly mezi kvantitou sledovaných proteinů u vzorků 

analyzovaných první den po sběru a 180. den po sběru skladovaných při -80 ºC (Obr. 8).  

Tabulka IV. Hodnoty proteinů 1. a 180. den po sběru moče

Analyzovaná data (intenzita kvantity proteinů) pomocí Phoretix 2D expression 
v2005  (průměr ± SD)a

číslo proteinu 1. den po sběru 180. den po sběru p-hodnota

protein 1 10,11 ± 1,51* 10,06 ± 1, 57* 1,000000*

protein 2 7,84 ± 0,76* 7, 95 ± 0,77* 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*

a)
N=5 elektroforeogramů získaných z pěti nezávislých alikvotů moče. * Hodnoty byly analyzovány  

  ANOVA testem na hladině významnosti p < 0, 05 a porovnávány Tukey HSD testem. 

       1. den                                       30. den

       1. den                                       30. den

2
1

4

3

5
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Pro stanovení statistické významnosti rozdílů mezi totožnými proteiny v obou 

časových intervalech byl aplikován Tukey test, kde také nebyla zjištěna statistická 

významnost (p<0,05) v rozdílech mezi sledovanými proteiny vlivem skladování (Tab. IV).

Obrázek 8.  Porovnání normalizované kvantity vybraných proteinů 1. den po sběru a 180. den 
po uskladnění

8.1.3 Vliv proteáz

Při onemocnění ledvin je zpravidla množství enzymů (včetně proteáz) v moči vlivem 

porušené filtrace krevní plazmy zvýšeno a mohlo by nepříznivě ovlivňovat výsledky analýzy 

proteinů. Na Obr. 9 jsou uvedeny příklady čtyř různých vzorků moči pacientů s nefrotickým 

syndromem, kdy první tři (A, B, C) se zaměřují na porovnání celého spektra proteinů a 

poslední z nich (D) na oblast o vyšší molekulové hmotnosti, než 30 kDa.

Sledováním spekter proteinů pomocí softwaru Phoretix 2D expression verze 2005 bylo 

u všech pěti různých vzorků s primární glomerulopatií  potvrzeno, že k výraznějším změnám 

kvantity proteinů dochází zejména ve dvou oblastech s molekulovou hmotností 50 – 100 kDa  

a 10 – 20 kDa  (Obr. 9 - vyznačené černé obrazce).
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                     před                                 + inhibitor                   - inhibitor     

                           před                                + inhibitor                  - inhibitor     

                                před                                + inhibitor                    - inhibitor     

                       před                              + inhibitor                   - inhibitor     

                       před                              + inhibitor                   - inhibitor     

                       před                              + inhibitor                   - inhibitor     

                       před                              + inhibitor                   - inhibitor     

Obrázek 9.  Změny spekter proteinů v závislosti na přítomnosti inhibitorů proteáz u čtyř 
různých pacientů (A, B, C, D) s nefrotickým syndromem. D) detailní porovnání změn spektra 
proteinů v oblasti molekulové hmotnosti vyšší jak 30 kDa. Vzorky byly analyzovány po 
předchozí inkubaci (kapitola 5.4.3) metodou IEF na polyakrylamidových stripech, kdy 
celkové množství proteinů nanesených na strip bylo 20µg. V druhém směru byly vzorky 
děleny SDS-PAGE v 12% polyakrylamidovém gelu a detekovány stříbrem. 
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Data intenzity kvantity proteinů hodnocených pomocí softwaru 2D expression verze 

2005 jsou shrnuta v tabulce V. U vzorků dochází bez přítomnosti inhibitorů proteáz k 

proteolýze projevující se zvýšeným množstvím proteinů v oblasti 10 kDa a naopak úbytkem 

některých proteinů v oblasti molekulové hmotnosti 50 kDa. 

Tabulka V. Intenzity kvantity vybraných proteinů před experimenem, s přídavkem inhibitorů 
proteáz (SIN) a bez přídavku inhibitorů proteáz (BIN)

Analyzovaná data (intenzita kvantity proteinů) pomocí Phoretix 2D expression v2005  

Protein
před 

experimentem
(průměr ± SD)

a

SIN
(průměr ± SD)

a
BIN

(průměr ± SD)
a

p-hodnota před 

experimentem vs. SIN

p-hodnota před 

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

a)
N=5 elektroforeogramů získaných z pěti nezávislých alikvotů moče. * Hodnoty byly analyzovány  

   ANOVA testem na hladině významnosti p < 0,05 a porovnávány Tukey HSD testem. Tučně jsou
   znázorněny p-hodnoty u proteinů, kde došlo ke statisticky významným změnám intenzity kvantiy. 

Zaměřili jsme se tedy na proteiny z těchto skupin (na Obr. 9 očíslovány) a zjistili, že v 

oblasti s vyšší molekulovou hmotností jak 50 kDa dochází k výraznějšímu poklesu i vzrůstu 

kvantity proteinů. Naproti tomu, množství proteinů v oblasti 30 – 50 kDa  klesá a vzrůstá u 

obou experimentů (s inhibitory či bez inhibitorů) s menšími rozdíly. Obsah proteinů s nejnižší 

molekulovou hmotností kolem 10 kDa u vzorků pacientů bez přídavku inhibitorů výrazně

narůstá až o více jak dvojnásobek (Tab. VI a Obr. 10). 
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Tabulka VI. Průměrné procentuální změny vybraných proteinů pěti různých pacientů získané 
pomocí softwaru Phoretix 2D expression verze 2005.  

Analyzovaná data (intenzita kvantity proteinů) pomocí Phoretix 2D expression v2005

Mol. hm.
(kDa)

Protein
SIN    

(průměr ± SD %)a
BIN

(průměr ± SD %)b
experimentální

mol. w.
experimentální

pI

>50 
1 ↓  8 ± 1* ↓ 13 ± 1* 89 7

2 ↑ 23 ± 2* ↓ 36 ± 2* 64 5

3 ↑ 24 ± 2* ↑ 114 ± 5* 45 6,2

4 ↑ 6 ± 2* ↑ 17 ± 1* 48 5,1

>30

5 ↑ 8 ± 1* ↑ 28 ± 2* 39 6,6

6 ↓ 10 ± 2* ↓ 48 ± 3* 33 6,3

7 ↑ 5 ± 1* ↑ 15 ± 2* 30 7

8 ↓ 4 ± 1* ↓ 7 ± 1* 32 5,5

9 ↑ 9 ± 2* ↑ 38 ± 3* 33 5,2

10 ↓ 13 ± 1* ↓ 30 ± 2* 27 5,6

10 11 ↓ 11 ± 1* ↑ 32 ± 2* 15 5,9

12 ↑ 50 ± 2* ↑ 256 ± 16* 10 7

Tučně jsou vyznačeny hodnoty, kde došlo ke zvýšení kvantity; u nezvýrazněných hodnot 
došlo k poklesu kvantity. * p < 0.05 SIN vs. před experimentem; BIN vs. před experimentem  
a)   n = 5: 100 - [(množství proteinu ve vzorku s inhibitorem/ množství proteinu ve vzorku 
analyzovaném ihned po sběru) x 100]  
b)  n = 5: 100 -[(množství proteinu ve vzorku bez inhibitoru/ množství proteinu ve vzorku 
analyzovaném ihned po sběru) x 100]

Z uvedených hodnot je také patrné, že díky přídavku inhibitorů proteáz ke vzorku před 

inkubací při 37ºC, k tak výrazným změnám proteinů v porovnání se vzorkem analyzovaným 

ihned po sběru v daných oblastech nedochází.  2D analýzu jsme doplnili rozborem dat 

s využitím ANOVA testu při opakovaných měřeních na hladině významnosti p<0,05

a následným post-hoc testováním s použitím Tukey testu (Tab. V). Potvrdili jsme, že 

porovnáváme- li hodnoty proteinů (1-12) ve vzorku analyzovaném ihned po sběru s hodnotou 

proteinů ve vzorku inkubovaném s přídavkem inhibitoru proteáz, nezjišťujeme statistickou 

významnost v rozdílech mezi kvantitou proteinů s vyjímkou proteinu 2 (>50 kDa) a 12 (10 

kDa). Naopak porovnání rozdílů hodnot proteinů se vzorkem bez přídavku inhibitorů proteáz 

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

kDa) a 9 (10 kDa), které byly statisticky nevýznamné (Obr. 10). 
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Obrázek 10. Porovnání normalizované kvantity vybraných proteinů mezi vzorky pacientů 
analyzovaných ihned po sběru (před experimentem), inkubovaných při 37ºC s přídavkem 
(SIN) a bez přídavku inhibitorů proteáz (BIN).

U vzorků moče analyzovaných ihned po sběru a vzorků analyzovaných po inkubaci 

s inhibitory proteáz jsme nalezli podobná spektra proteinů. Z toho vyplývá, že účinek protáz 

lze obejít okamžitou analýzou vzorku nebo inhibicí proteolýzy. Na druhé straně mohou 

proteázy v moči způsobit výrazné změny proteinového spektra, jmenovitě zvýšení množství 

malých molekul (proteiny kolem 10 kDa) a pokles i nárust množství molekul s hmotností 

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

8.2 Studie proteinů v moči u pacientů s nefrotickou proteinurií

Ze souboru studovaných vzorků moče jsme vybrali vždy deset zástupců od každé ze 

čtyř nefropatií (IgA nefropatie, lupusová nefritida, Wegenerova granulomatóza, membranózní 

nefropatie) s proteinurií 5 g za 24h, jejichž elektroforeogramy jsme blíže porovnávali pomocí 

softwaru Phoretix 2D expression verze 2005.  Detekovali jsme výrazně abundantní proteiny, 

které se vyskytovaly ve všech skupinách a pomocí MALDI-TOF MS jsme je blíže určili jako 
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albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin a transthyretin 

prekurzor.  Po podrobném porovnání jednotlivých spekter jsme získali přehled o zastoupení

proteinů v moči u jednotlivých nefropatií a nalezli určité rozdíly ve skupinách proteinů (Obr. 

11, žluté označení).  Například u membranózní nefropatie jsme pozorovali bohatší spektra 

proteinů, u Wegenerovy granulomatózy skupinku tří proteinů v oblasti molekulové hmotnosti 

10 kDa, pI 7, které jsme u ostatních diagnóz nepozorovali. Konkrétní protein, který by sloužil 

jako biomarker pro danou diagnózu jsme však nenalezli. Spektra proteinů se i v rámci 

jednoho onemocnění mírně lišila, kdy příčinou může být stádium onemocnění, léčba, ale také 

dietní návyky. Studiem vybraných proteinů se budeme dále zabývat u vybraných nefropatií u 

většího počtu vzorků.

Obrázek 11. Srovnání proteinových map.  Deset vzorků moče od každé ze čtyř onemocnění 
(IgA nefropatie, lupusové nefritidy, Wegenerovy granulomatosy, membranózní nefropatie) 
bylo analyzováno ihned po sběru pomocí 2D techniky. Vybrané proteiny identifikované 
s využitím MALDI-TOF MS jsou označeny červeně, skupiny proteinů charakteristické pro 
daná onemocnění žlutě.

Wegenerova granulomatóza Membranózní nefropatie

Lupusová nefritidaIgA nefropatie

alfa-1-antitrypsin
prekurzor

albumin

transthyretin
prekurzor

transferin

alfa-1-mikroglobulin

50 kDa

20 kDa

3 10 Mr 
pI

50 kDa

20 kDa

3 10 Mr 
pI
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8.3 Studie močových proteomů  u pacientů s Andersonovo-Fabryho 
chorobou

V této studii bylo sledováno 20 vzorků moče pacientů s AFD, z toho 13 pacientů bylo 

podrobeno enzym-substituční léčbě a 7 pacientů bylo bez léčby.  Ukázky dvou 

elektroforeogarmů jsou znázorněny na obrázku 12. Všechna spektra vzorků s Andersonovo –

Fabryho chorobou obsahovaly identické proteiny, a to zejména v oblasti okolo 20-40 kDa.    

Porovnáním proteinových map pomocí softwaru Phoretix 2D experssion v2005 jsme nenalezli 

žádný významný rozdíl v rozmístění proteinů na elektroforeogramech u AFD pacientů 

podstupujících enzym-substituční léčbu ve srovnání s pacienty bez terapie či zdravými 

jedinci. (Obr. 12)

Obrázek 12.  Srovnání 2D elektroforeogramů vzorků moči sbíraných od pacientů s AFD (A-
po terapii ERT, B - bez terapie) a zdravých kontrol (C, D). Vzorky moči byly analyzovány 
ihned po sběru a krátké centrifugaci, s použitím 7 cm polyakrylamidových stripů, pH 3-10L, a 
SDS-PAGE. Jako marker molekulové hmotnosti byl použit  BenchMarkTM  Protein Ladder 
(Invitrogen, Glasgow, Great Britain).

U studovaných vzorků jsme v moči nedetekovali žádnou α- gal A aktivitu, kterou jsme 

měřili na základě publikace (43). Kvantitativní analýza ukázala u AFD pacientů výrazné 

zvýšení obsahu některých proteinů s molekulovou hmotností kolem 30 kDa.  Tento fakt byl 
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potvrzen pomocí softwaru Phoretix 2D expression 2005, kde jsme získali intenzity kvantity 

těchto proteinů (Tab. VII). 

Tabulka VII. Intenzity kvantity proteinů u pacientů s AFD a zdravých jedinců

Analyzovaná data (intenzita kvantity) pomocí Phoretix 2D expression v2005  

protein
zdraví

(průměr ± SD)a

AFD-nemocní 
po terapii ERT 
(průměr ± SD)b

AFD-nemocní
bez terapie ERT
(průměr ± SD)c

p-hodnota*

prostaglandin H2 D-

izomeráza
3,11 ± 1,12* 12,41 ± 1,45* 12, 45 ± 1,44*

0,000133 1)

1,000000 2)

protein komplementu –

c1q faktor nekrotizující 

tumor

3,93 ± 1,31* 12,56 ± 1,35* 11, 98 ± 1,61*

0,000133 1)

0,999794 2)

Ig kappa řetězce V-III 4,22 ± 0,89* 23,04 ± 1,96* 22, 88 ± 1,99*
0,000133 1)

1,000000 2)

a)
N=10 

b)
N=13 

c)
N=7 elektroforeogramů získaných z deseti a dvaceti (pacienti AFD bez a po terapii 

ERT) nezávislých alikvotů moče. * Hodnoty byly analyzovány ANOVA testem na hladině významnosti 
p < 0,05 a porovnávány Tukey HSD testem, 

1)
zdraví vs. nemocní AFD po terapii a 

2)
nemocní po ERT 

vs.nemocní bez terapie. Změna kvantity proteinů u AFD pacientů byla signifikantně vyšší než u 
zdravých jedinců.    

Vybrali jsme tři proteiny, jejichž kvantita byla u AFD pacientů významně vyšší 

v porovnání se zdravými kontrolami; Jmenovitě hladiny prostaglandin H2 D-izomerázy 

a proteinu komplementu – c1q faktor nekrotizující tumor byly u AFD pacientů třikrát vyšší 

a hladina Ig kappa řetězec V-III byla zvýšena pětkrát oproti zdravým kontrolám.  Tab VIII.,

Obr. 13

Data byla hodnocena ANOVA analýzou při opakovaných měřeních na hladině 

významnosti p<0,05 jako statisticky významná pro rozdíly mezi kvantitou sledovaných 

proteinů u pacientů s AFD v porovnání se zdravými jedinci (Obr. 13).  
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Tabulka VIII.  Změny vybraných proteinů získaných softwarem Phoretix 2D expression verze 
2005

* p < 0.05 nemocní vs. zdravé kontroly. Vzorky byly sebrány od 20-ti pacientů s AFD 
a) N = 20: [(množství proteinu ve vzorku s Andersonovo-Fabryho chorobou/ množství proteinu 
u zdravé kontroly) x 100]

Tukey test byl aplikován na stanovení statistické významnosti (p<0,05) rozdílů mezi 

jednotlivými proteiny u zdravých jedinců a nemocných AFD a dále nemocných AFD po 

enzym substituční léčbě vzhledem k nemocným AFD bez léčby.   V tabulce VII. jsou

znázorněny p-hodnoty získané post-hoc analýzou ukazující statistickou významnost rozdílů 

kvantity proteinů mezi zdravými jedinci a nemocnými AFD po terapii. Naopak p-hodnoty 

srovnání kvantity proteinů mezi nemocnými AFD po terapii a nemocnými AFD bez terapie 

jsou hodnoceny jako statisticky nevýznamné.

Obrázek 13.  Znázornění rozdílu normalizované kvantity proteinů mezi zdravými jedinci a 
nemocnými AFD. Protein 1 - prostaglandin H2 D-izomeráza, protein 2 - protein komplementu 
– c1q faktor nekrotizující tumor, protein 3 - Ig kappa řetězce V-III

číslo Protein
Andersonova- Fabryho 

choroba (průměrná 
hodnota ± SD) % a

teoretická 
mol. w

teoretický
pI

1
prostaglandin H2 D-izomeráza

398 ± 25* 28 kDa 6,1

2
protein komplementu – c1q 
faktor nekrotizující tumor

289 ± 17* 23 kDa 5,8

3 Ig kappa řetězce V-III 591 ± 7* 27 kDa 5,5
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8.3.1 Identifikace proteinů

Některé proteiny byly v moči u pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou

exprimovány ve větší míře. Proto byly blíže studovány a podrobeny enzymovému štěpení 

v gelu a identifikovány pomocí MALDI-TOF  MS. V případě, že sekvenční pokrytí 

studovaného proteinu bylo příliš nízké, byla identifikace proteinu potvrzena MS/MS 

peptidovým sekvenováním. Abundantní proteiny v gelu byly charakterizovány jako alfa-1-

antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2 D-izomeráza, protein komplementu – c1q 

faktor nekrotizující tumor, Ig kappa řetězce V-III. (Obr. 14). Pozice všech identifikovaných 

proteinů na 2-D gelu byla porovnávána s jejich teoretickým izoelektrickým bodem

a molekulovou hmotností (Tab. IX).  Většina proteinů se nacházela v předpokládaném 

rozmezí, kromě prostaglandin H2 D-izomerázy, jejíž experimentální hmotnost byla o 7 kDa 

vyšší. Bližší identifikace ukázala glykosylaci na místech Asn51 and Asn78.

Obrázek 14. 2-D elektroforeogram proteomu AFD znázorňující všechny identifikované 
proteiny. Všechny vzorky moče byly analyzovány ihned po sběru s použitím 7 cm 
polyakrylamidových stripů pH 3-10L a SDS-PAGE.
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Tabulka IX.   Srovnání experimentálních a teoretických molekulových hmotností a 
izoelektrických bodů proteinů identifikovaných pomocí MALDI-TOF MS.

číslo protein experimentální 
pI

teoretický
pI

experimentální
mol. w

teoretická
mol. w

1 α-1-antitrypsin 5,1 5,4 48 47

2 α-1-antitrypsin 4,9 5,4 47 47

3
α-1-mikroglobulin/bikunin 

prekurzor
5,2 5,9 40 40

4
α-1-mikroglobulin/bikunin 

prekurzor
5,1 5,9 40 40

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

6
protein komplementu – c1q 
faktor nekrotizující tumor

5,8 6,1 23 25

7
prostaglandin H2 D-

izomeráza
6,1 7,7* 28 21*

*)p < 0,05 experimentální versus teoretický parametr, N=20

Množství proteinů v moči u zdravých jedinců zpravidla nepřesahuje 150 mg/ den a jeho 

zvýšení nad 250 mg/ den upozorňuje na onemocnění ledvin. Proteinurie vyšší jak 3,5 g/ 24h 

je typická pro nefrotický syndrom, obvykle poukazuje na nějaké primární nebo sekundární 

poškození glomerulů a hraje významnou roli ve vývoji renálního onemocnění. Nalezení 

specifického biomarkeru v moči nefrotických pacientů, jenž by byl charakteristický pro dané 

onemocnění ledvin, by bylo velkým přínosem zejména pro pacienty, kteří by nemuseli být 

podrobováni nepříjemným a invazivním vyšetřením. Analýza proteinů metodou 

dvourozměrné elektroforézy, zvláště pak je-li následována  MALDI-TOF MS, přináší jasný 

obraz proteinů zastoupených ve vzorku.  

Byly sledovány moče 60-ti pacientů s nefrotickou proteinurií a jinými diagnózami, 

jejichž proteinurie se pohybovala v rozmezí 0,23 – 19g za 24h.  Další skupinou bylo 20 

pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou s proteinurií 0,1 – 1 g  za 24h. Zavedli jsme 2D 

metodiku poskytující přehledná spektra proteinů v moči nefrotických pacientů poukazující na 

proteinové změny. Studie vlivu proteáz na složení proteinů v moči potvrdila, že k 
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výraznějším změnám kvantity proteinů dochází zejména ve dvou oblastech a to s 

molekulovou hmotností 50 – 100 kDa  a 10 – 20 kDa. 

V moči pacientů s nefrotickou proteinurií jsme detekovali výrazně abundantní 

proteiny, které se vyskytovali ve všech skupinách a pomocí MALDI-TOF MS jsme je blíže 

určili jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin 

a transthyretin prekurzor. Kvantitativní analýza ukázala u AFD pacientů signifikantně vyšší 

hladiny (p<0,05) proteinů; proteinu komplementu – c1q faktor nekrotizující tumor, Ig kappa 

řetězce V-III a prostaglandin H2 D-izomerázy v porovnání se zdravými kontrolami, kdy 

u posledně zmíněného enzymu byla detekována glykosylace na místech Asn51 and Asn78.

Nyní připravujeme rozšíření našeho výzkumu, kde bychom se rádi zabývali studiem 

proteinů pomocí dalších technik a to kapalinové chromatografie spojené s MALDI-TOF MS 

analýzou. Zejména bychom se chtěli věnovat nalezené glykosylaci prostaglandin H2 

D-izomerázy u AFD pacientů a ověřit, zda by se mohlo jednat o potenciální biomarker 

nemoci.  
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9 Diskuse

Dvou rozměrná elektroforéza následovaná MALDI-TOF MS je výkonným nástrojem ke 

studiu proteinových změn a identifikaci proteinů.  Hlavním cílem mnoha klinických studií 

využívajících tuto techniku je nalezení možných markerů typických pro dané onemocnění. 

Studiu proteinů v moči 2D elektroforézou se věnuje stále velké množství výzkumných 

pracovišť (8, 12, 44) s cílem získání kvalitních spekter pro následnou MALDI-TOF  MS 

analýzu. Pomocí moderních technik hmotnostní spektrometrie se již v lidské moči do dnešní 

doby podařilo identifikovat minimálně 2500 proteinů, jenž byly získány kombinací tří studií. 

V roce 2006 Adachi et al.(45) identifikoval 1543 proteinů s využitím hmotnostního 

spektrometru s Fourierovou transformací v kombinaci (FT-MS) s lineární iontovou pastí (na

přístroji LTQ - Orbitrap MS). K dělení proteinů byla využita kapalinová chromatografie a 

jednorozměrná elektroforéza. Proteom doplnil v roce 2010 Li et al. (46), který použil taktéž 

hmotnostní spektrometr s lineární iontovou pastí (LTQ-Orbitrap MS) a charakterizoval 1310 

proteinů.  V roce 2011 jej následoval Marimuthu et al. Detekcí 1823 proteinů pomocí 

kombinace hmotnostní spektrometrie s 2D elektroforézou a lecitin afinitní chromatografií. 

(47)  Proteomika tedy nabízí široké spektrum možností kombinací separačních technik.

Zejména porovnání spekter proteinů mezi jednotlivými onemocněními ledvin, ale také 

změny proteinových map u pacientů před a po terapii, mohou vést ke stanovení biomarkerů 

charakterizujících dané onemocnění. Jak již bylo zmíněno v úvodu tohoto článku, špatnou 

funkcí ledvin se do moči dostává také větší množství proteáz, které by mohly ovlivnit 

skutečný obsah a strukturu proteinů v moči při analýze.  Obecné laboratorní metody 

nedovolují detekci těchto molekul proteinů v moči, ačkoliv tyto změny proteinů (například

fragmentace proteinů, deglykosylace) mohou souviset s renálním poškozením a být odrazem 

fáze onemocnění. Proteomická analýza (2D, LC-MS/MS,  HPLC-MS/MS) poskytuje ve 

srovnání s konvenčními metodikami, jako je například Western blot analýza, mnoho výhod, 
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neboť umožňuje současnou analýzu velkého množství jak očekávaných, tak i neočekávaných 

proteinů. Naopak Western blot analýza je limitována relativně malým množstvím 

studovaných proteinů a dostupností specifické protilátky proti hledanému proteinu. Nicméně 

například HPLC spojená s MS (HPLC-MS/MS) vyžaduje nákladné přístrojové vybavení 

a hmotnostní spektrometrie je nutná pro všechny analýzy. Sledování proteinových map na 2D 

gelech se zdá být vhodnou technikou, neboť současná 2D – PAGE poskytuje 

reprodukovatelná a přehledná spektra proteinů (32).   Dřívější studie také ukázaly, že tato 

technika je vhodná pro proteinovou analýzu živočišných vzorků (48, 49, 50). I 2D 

elektroforéza má však své nevýhody. Jednou z nich je poměrně dlouhá doba analýzy a obtížná 

automatizace. Dalším limitujícím faktorem je nemožnost studia peptidů (peptidy/proteiny 

s nižší molekulovou hmotností než 10 kDa). (51)

Právě moč je však velmi vhodnou tekutinou ke studiu onemocnění ledvin, díky své 

snadné dostupnosti a neinvazivním odběrem od pacientů. 

9.1 Optimalizace metodiky 2D elektroforézy

Cílem našeho studia bylo připravit vzorky moči a optimalizovat 2D analýzu tak, 

abychom omezili ztráty či změny proteinů již před samotnou analýzou a prokázali vliv 

proteáz na proteinové mapy pacientů. Vzorky byly ve většině případů zpracovávány ihned po 

sběru, čímž bylo zamezeno ztrátě proteinů vlivem jiných faktorů. Pro pozdější analýzy byly 

vzorky ihned zamraženy na -80 °C.  Stabilita vzorků v průběhu skladování byla ověřena 

opakovanou analýzou daného vzorku moče po 30 dnech od první analýzy. Ze získaných 

proteinových obrazů je patrné, že uvedené skladování nemá u zkoumaných vzorků vliv na 

zastoupení jednotlivých proteinů ve vzorku. Naopak jiná studie Saetun et. al (52)

charakterizovala vznik precipitátů v moči při zamražení na -20 ºC, které mohou ovlivnit 

následnou analýzu. Lze je však rozpustit intenzivním třepáním a proto je potřeba brát na tyto 

precipitáty zřetel, pokud jsou vzorky zamraženy na tuto teplotu.(52) Samotnou přípravou 
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vzorků před analýzou se zabývalo mnoho studií, příkladem může být Magistroni, jenž 

porovnával protein extrakční metody s využitím acetonu, ultrafiltrace a trichloroctové 

kyseliny. Jako nejlepší zhodnotil exktrakci proteinů acetonem, druhou hned ultracentrifugaci.

(53) V našem studiu jsme s uspokojivými výsledky použili k zahuštění proteinů u pacientů 

s nízkou koncentrací proteinů v moči metodu centrifugace. U nefrotických pacientů byla 

koncentrace proteinů dostačující tak, aby nemusela být žádná koncentrační metoda použita.   

Již dřívější studie stanovení proteinů v moči 2D elektroforézou upozornila na 

přítomnost interferujících látek, které mohou negativně ovlivňovat analýzu pomocí 

izoelektrické fokusace (49).  Abychom zamezili těmto problémům, aniž bychom vzorky před 

analýzou podrobovali dialýze a následné lyofilizaci (49), aplikovali jsme na 

polyakrylamidový strip omezené množství proteinů a vizualizaci prováděli citlivou detekcí 

stříbrem.  

Albumin je nejvýrazněji zastoupenou bílkovinou séra a tedy i moče. Molekulová 

hmotnost albuminu je 67 kDa, v moči pacientů se však nevyskytuje pouze albumin o této 

hmotnosti, ale také různé fragmenty tohoto hojně zastoupeného proteinu. Jak je zřejmé z 

obrázku 4, odstraněním albuminu metodou vysolování došlo k jasnějšímu obrazu spektra 

proteinů a výraznému snížení obsahu albuminu ve vzorku především v oblasti o molekulové 

hmotnosti 67 kDa. Tento fakt byl ověřen jednorozměrnou SDS-PAGE elektroforézou, kde se 

v supernatantové frakci po centrifugaci vyskytoval pouze albumin (Obr. 6). Precipitace 

proteinů síranem amonným je vhodná také pro analýzu vzorků s nízkým obsahem proteinů. 

Jako optimální koncentrace této soli ve vzorku se ukázala hodnota 75% (54). Albumin je 

možno odstranit také s využitím kitu Affi-Gel Blue agarose od firmy Biorad (49), kdy byla

pozorována obdobná projasnění spekter proteinů jako u námi použité metodiky. Jiná studie

(55) potvrdila, že stejné změny byly prokázány při separaci albuminu také u vzorků séra. Na 

světě je k dispozici samozřejmě mnoho dalších komerčně připravených preparátu 

odstraňujících zároveň IgG a albumin z moči. Jak uvedl Magistroni et al.(53) liší se specifitou 
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a množstvím odstraněného albuminu. Je proto vhodné před konkrétním experimentm 

vyzkoušet vhodnou metodiku separace. Těmito metodami však nedochází k odstranění 

fragmentů albuminu, které mohou mít toxický účinek na tubulární buňky. Bylo prokázáno

(56), že albumin není specifickým ukazatelem diagnózy. Běžně se vyskytuje jak u zdravých 

tak i nemocných jedinců. Odstraněním albumin ze vzorků tedy nepřicházíme o detekci 

případných markerů charakterizujících danou nemoc. 

Přítomnost proteázy a její účinky na degradaci proteinů jsme ověřili stabilitní studií při 

fyziologické teplotě 37 °C po dobu 48h. V případě, že jsme ke vzorkům přidali koktejl

inhibitorů proteáz, došlo jen k velmi malým změnám v proteinovém spektru v porovnání se 

vzorky analyzovanými ihned po sběru. Například u proteinu s molekulovou hmotností 48 kDa 

(protein 2), který jsme později pomocí MALDI-TOF MS identifikovali jako α-1-antitrypsin, 

jsme u všech vzorků bez přídavku inhibitorů pozorovali pokles kvantity, jenž by mohl být 

vysvětlen účinkem proteáz. Vzhledem k tomu však, že tento protein byl charakterizován jako 

sérový proteázový inhibitor, mohl by být jeho úbytek vysvětlen také interakcí proteáza-

inhibitor. α-1-antitrypsin je tvořen v játrech a je známý jako reaktant akutní fáze.  Jako 

proteázový inhibitor inaktivuje elastázu neutrofilů v plicní tkáni. Zvýšenou koncentraci 

v séru můžeme pozorovat při infekci. Naopak nižší hladina bývá důsledkem onemocnění 

ledvin především u nefrotického syndromu. Zajímavým srovnáním může být studie 

Magistroniho z roku 2009 (53), kde se zabývali proteolytickou aktivitou v moči u 

nefrotických pacientů ve srovnání s pacienty s močovými abnormalitami (mikrohematurie či 

proteinurie bez nefrotického syndromu). Pomocí 1D a 2D western blot analýzy detekovali 

výraznou proteolytickou aktivitu vůči albuminu u pacientů s nefrotickým syndromem.  

Rozdílným zjištěním vzhledem k naší studii bylo výrazně zvýšení hladiny α-1-antitrypsinu

(53), kdy my jsme u pacientů s nefrotickým syndromem pozorovali naopak pokles hladiny 

tohoto proteinu. Vysvětlením by mohl být samozřejmě fakt, že jsme vzorky před analýzou 

inkubovali při 37ºC po dobu 48h bez přítomnosti inhibitorů proteáz. Jak je ale uvedeno ve 
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zmíněné publikaci vztah mezi proteolytickou aktivitou proti albuminu a výrazné hladině 

proteinu α-1-antitrypsinu je nutné adresovat dalším studiím.    

V případě proteinu 2 a proteinu označeného na gelu číslem 3, došlo u vzorků s 

přídavkem inhibitorů naopak ke zvýšení jejich zastoupení. Vysvětlením by u proteinu 3 

mohla být degradace proteinu o vyšší molekulové hmotnosti (například albuminu) způsobená 

48 hodinovou inkubací při teplotě 37 °C. Teplotní degradace však nemusí být tak účinná jako 

štěpení proteinů enzymy a proto nedojde k výraznějšímu rozkladu proteinů na menší 

fragmenty.  Zvýšené množství kvantity pozorujeme tedy v oblasti s vyšší molekulovou 

hmotností jak 30 kDa v porovnání se vzorky bez inhibitorů pouze u proteinu označeným 

číslem 2 a 3. Zvláště patrný je tento fakt u obrázku 9 D). Vyšší obsah proteinu 2 je ovšem 

s největší pravděpodobností důsledkem přídavku koktejlu inhibitorů proteáz ke vzorku.

Inkubace vzorků bez přídavku inhibitorů způsobila rozsáhlejší změny proteinů a to v oblasti 

kolem molekulové hmotnosti 50 kDa. Zvýšená proteolýza je patrná také u proteinů s 

molekulovou hmotností nižší než 20 kDa, zejména u pacienta B, který obsahoval neobvykle 

velké množství proteinů v oblasti o molekulové hmotnosti 30 kDa. Z tohoto důvodu je možno 

předpokládat, že v oblasti kolem 10 kDa se nacházejí převážně degradační produkty. Tento 

pokus nám naznačuje, že proteázy mají pravděpodobně svou funkci při degradaci proteinů při 

tubulárních pochodech a mohou být nezbytné pro zpětné vstřebávání proteinů tubulárními 

buňkami. Lze předpokládát, že proteolytické procesy budou přítomny i při pokojové teplotě, 

pravděpodobně však budou probíhat pomaleji. Proto je vhodné tyto vzorky ihned zpracovat 

nebo zamrazit při -80 ºC, neboť tímto postupem jsme prokázali stabilitu po dobu minimálně 

půl roku. Z trochu jiného pohledu se na problematiku proteáz a zamražení vzorků zaměřili 

Havanapan a Thoonboonkerd (2009) (57), kteří zjisitili, že opětovné zamražení a rozmražení 

vzorků (sledováno v 1-12 cyklech) bez přítomnosti proteáz ovlivňuje kvalitu i kvantitu 

renálních proteinů zamražených při -30ºC a -70ºC po čtvrtém rozmražení.  Naopak močové 

proteiny zůstaly bez přítomnosti proteáz při obou teplotách nezměněny i po dobu 12-ti
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rozmražení a není tedy nutné dodávat inhibitory proteáz, čímž byla potvrzena také naše 

stabilitní studie.  Na druhou stranu byl ve studii   Havanapan a Thoonboonkerd (57) sledován 

pouze jeden typ inhibitoru proteáz a močové proteiny u zdravých jedinců, určitě by bylo 

zajímavé otestovat z tohoto hlediska i jiné typy inhibitorů.  V naší studii jsme naopak u 

nefrotických pacientů nalezli výraznou proteolýzu. Nutno určitě podoknout, že vzorky byly 

inkubovány při fyziologické teplotě, nikoliv ihned zamraženy či analyzovány, každopádně 

přídavek inhibitoru proteáz je v těchto případech určitě vhodný. 

Ke zvýšení koncentrace proteáz v moči může docházet také u akutní pankreatidy či 

nádorových onemocnění. Tento fakt potvrzují studie (58, 59), kde byly hodnoty koncentrace 

příslušných enzymů označeny dokonce diagnostickými markery choroby. 

9.2 Srovnání proteinových map u nefropatií

         Získat soubor s přesně definovanými paramatery v rámci určité skupiny onemocnění je

velmi problematickou záležitostí, neboť močový proteom je během dne velmi proměnlivý. 

Tyto změny jsou způsobeny jednak životním stylem, tak také metabolickými či katabolickými 

procesy, ale také srdečním rytmem (51).

V naší studii jsme obdrželi elektroforeogramy s proteinovými spektry u 60-ti vzorků 

moče pacientů s nefrotickým syndromem či jinými nefropatiemi s různě závažnou proteinurií.  

Všechny vzorky jsme sledovali z hlediska věku a pohlaví pacienta, renální funkce, hodnoty 

proteinurie, ale také fáze onemocnění. Tyto skupiny pacientů jsme se snažili co nejpřesněji 

roztřídit dle těchto kritérií, přesto však byly nálezy proteinů ve skupinách velmi proměnlivé a 

těžko jsme hledali konkrétní protein, který by vybranou skupinu charakterizoval. Metabolické 

pochody jsou u lidí velmi rozdílné a každé onemocnění se u jednotlivců projeví z části jinak.

Příčinnou námi zjištěné rozličnosti proteinů je pravděpodobně specifická odpověď organismu 

na dané onemocnění. U všech studovaných skupin onemocnění (IgA nefropatie, lupusová 

nefritida, Wegenerova granulomatóza, membranózní nefropatie) jsme detekovali výrazně 
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abundantní proteiny, které se vyskytovali ve všech skupinách a pomocí MALDI-TOF MS 

jsme je blíže určili jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin prekurzor, alfa-1-mikroglobulin

a transthyretin prekurzor. Poslední zmiňovaný protein byl ve studii IgA nefropatie technikou

nano-vysokotlaké  kapalinové chromatografie spojené s hmotnostním spektrometrem s 

elektrosprejovou ionizací  (nano-HPLC-ESI-MS/MS) spolu s kininogenem označen jako 

potenciální biomarker nemoci (60).  Další studie využívá metodiku kapilární elektroforézy

CE-MS (61) k nalezení markerových polypeptidů pro porovnání IgA nefropatie, 

membranózní nefropatie a zdravých jedinců. Všechny sledované polypeptidy jsou v rozmezí 

900 - 6000 Da. Také současné laboratorní markery pro lupusovou nefritidu (proteinurie, 

močový protein/kreatinin poměr, clearence kreatininu) jsou velmi neuspokojivé. Pomocí 

SELDI-TOF MS (surface-enhanced  laser  desorption/ionization TOF MS) (62) Suzuki v roce 

2009 identifikoval prostaglandin D-syntetázu, transferin, ceruloplasmin, α1-acid-

glykoprotein, které byly zvýšeny u pacientů s nefritidou. Později podobnou technikou Mosley 

(63) stanovil, že rozdíly mezi aktivní a inaktivní LN nejlépe vystihují peptidy v rozmezí 

molekulových hmotností 3000-4000Da (64). Z těchto poznatků vyplývá, že analýza proteinů 

v moči je potenciálně použitelné při počáteční detekci nemoci a k sledování odpovědi na 

léčbu. Další ověření jsou však nutná (65). Po podrobném porovnání námi analyzovaných

spekter jsme získali přehled o zastoupení proteinů v moči u jednotlivých nefropatií a nalezli 

tedy pouze určité rozdíly ve skupinách proteinů (Obr. 11, žluté označení).  Konkrétní protein, 

který by sloužil jako biomarker dané diagnózy jsme však nenalezli. Jak je patrné z poznatků 

i z jiných studií (62, 64, 65) možné markery nemoci odpovídají spíše proteinům s nižší 

molekulovou hmotností kolem 4000 Da. V této oblasti je 2D elektroforéza značně limitující, 

neboť poskytuje přehledný obraz proteinů nad 10 kDa.(51) Velikost dělených proteinů totiž 

závisí na zvoleném pH pro IEF a velikost pórů v gelu, kdy reprodukovatelné výsledky jsou 

poskytovány především při molekulové hmotnosti nad 10 kDa.   
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9.3 Porovnání skladby proteinů u AFD a zdravých kontrol

Po sledování močových proteomů u nefropatií jsme se zaměřili na analýzu skladby 

proteinů u závažného geneticky podmíněného lysozomálního onemocnění Andersonovu-

Fabryho chorobu. Zaměřili jsme se na porovnání proteinů v moči u AFD vzhledem ke 

zdravým jedincům. Mezi zdravými kontrolami a AFD pacienty jsme nenalezli žádné 

významné rozdíly v počtu proteinů, proto můžeme konstatovat, že nemoc nevede ke tvorbě 

nových proteinů či degradačních produktů. Tento závěr může být také potvrzen srovnáním 

spekter získaných u AFD pacientů a proteinových spekter nefrotických pacientů, kde je 

množství detekovaných proteinů na gelu mnohem vyšší než u zdravých jedinců. (Příloha 1, 2)

Ačkoliv jsme nedetekovali kvalitativní změny proteinů, zaznamenali jsme změny v kvantitě. 

Předpokládáme, že zvýšené množství proteinů v moči je zapříčiněno nemocí, neboť AFD je 

obvykle spojeno s porušením funkce proximálního tubulárního systému.  Porušením funkce 

proximálního tubulu vede ke špatné reabsorbci filtrovaných látek, zvláště nízkomolekulárních 

proteinů. Většina identifikovaných proteinů patřila mezi plazmové proteiny a při normálních 

podmínkách by byly reabsorbovány v proximálním tubulu pomocí receptorů 

zprostředkovávajících endocyózu.  Na druhou stranu, analýza kvantitativních změn odhalila 

značně zvýšené hladiny Ig kappa řetězce V-III, proteinu komplementu – c1q faktor 

nekrotizující tumor a prostaglandin H2 D-isomerézy. Hladiny prvních dvou proteinů byly 

zvýšeny více jak třikrát a hladina prostaglandin H2 D-isomerézy  více jak pětkrát vzhledem 

k příslušným hodnotám u kontrolních jedinců.  Poslední protein hraje důležitou úlohu 

v regulaci fosfolipidového metabolismu (6) a jeho sekrece je výrazně zvýšena u pacientů 

s chronickým renálním onemocněním (66, 67, 68). Vyšší hladiny těchto tří proteinů mohou 

být způsobeny zvýšenou syntézou nebo zvýšenou propustností glomerulární bazální 

membrány (69, 70).  Nejpravděpodobnější příčinnou se jeví porušení sekrečně-reabsorpčních 

tubulárních mechanizmů vlivem lysozomálních vakuol ovlivňujících tubulární systém. Neboť 
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skladba proteinů identifikovaných u AFD pacientů je velmi podobná proteomu, který byl 

nalezen u pacientů s tubulární proteinurií (6, 71). Jiné změny v exkreci proteinů byly 

představeny v histochemické studii (72) ukazující, že močová exkrece integrinu β3

vznikajícího z vitronektinového receptoru byla u AFD pacientů významně zvýšena ve 

srovnání se zdravými kontrolami.  Konečně, abundatní proteiny identifikované na 2-D gelech 

byly podrobeny MALDI-TOF MS analýze. Všech sedm studovaných proteinů (alfa-1-

antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2 D-izomeráza, protein komplementu – c1q 

faktor nekrotizující tumor, Ig kappa řetězec V-III) bylo také nalezeno u zdravých jedinců. 

Pozice všech proteinů na 2D gelu odpovídala jejich teoretickým izoelektrickým bodům a 

molekulovým hmotnostem, kromě H2 D-izomerázy. Předpokládáme, že změna v molekulové 

hmotnosti enzymu a jeho izoelektrickém bodě, může být způsobena  glykosylací  H2 D-

izomerázy v místě Asn51 a Asn78.  Glykosylační změny proteinu mohou být významné a 

mohou sloužit jako potenciální biomarkery. Avšak tyto předpoklady musejí být potvrzeny 

následujícími studiemi sledujícími vztah mezi výše zmíněnými zjištěními vzhledem 

k vážnosti a progresí onemocnění. Mnoho článků publikovaných minulý rok bylo zaměřeno 

na klinické studie různých typů terapie AFD (73), studie vlivu enzym-substituční léčby na 

pacienty (74) nebo studiemi pacientů léčených  α-galaktozidázou A (glykoprotein 

o molekulové hmotnosti 101 kDa s homodimerní strukturou) z důvodu snížení 

globotriaozylceramidových zásob ve tkáních. (27) David Moore v roce 2009 sledoval vliv 

ERT na sérové proteiny pomocí izotopového značení a následné nanoHPLC tandemové 

hmotnostní spektrometrie, kde zaznamenal pokles hladiny některých proteinů. (75) My jsme 

měli možnost sledovat proteinová spektra pacientů podléhajících léčbě vůči neléčeným 

pacientům s AFD a v moči jsme žádné rozdíly mezi proteiny nezaznamenali. Jak je uvedeno 

v publikaci Schiffmanna (76) spolehlivé biomarkery této nemoci jsou a budou i nadále 

předmětem dalších studií a stejně tomu zůstává také u ostatních nefropatií.
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10 Závěr

1.             Zaměřili jsme se na analýzu proteinů přítomných v moči pacientů s onemocněním 

ledvin. Zavedli jsme a optimalizovali jsme 2D techniku tak, aby nám poskytovala 

přehledná spektra proteinů, která se v moči pacientů s nefrotickým syndromem a s 

primárními glomerulopatiemi vyskytují.  Dále jsme sledovali vliv odstranění albuminu pro 

analýzu vzorku a účinek proteáz na zastoupení proteinů ve vzorku moči. Zjistili jsme, že 

vzorky jsou stabilní minimálně 6 měsíců, pokud je vzorek uchováván při -80 ºC. 

Doporučujeme u vzorků s koncentrací albuminu vyšší než 3 g/24h aplikovat metodu 

odstranění albuminu síranem amonným, protože odstranění albuminu zlepšuje přehlednost 

celého spektra a zvýrazní se rozlišení proteinů zejména v oblasti > 30 kDa. 

Studie vlivu proteáz na složení proteinů v moči potvrdila u všech pěti různých 

vzorků s primární glomerulopatií, že k výraznějším změnám kvantity proteinů dochází 

zejména ve dvou oblastech a to s molekulovou hmotností 50 – 100 kDa  a 10 – 20 kDa. 

Proteázy pravděpodobně hrají svou úlohu při degradaci proteinů při tubulárních pochodech.    

Porovnáním jednotlivých proteinových map sledovaných vzorků moči je patrné, že bez 

přítomnosti inhibitorů proteáz dochází k proteolýze projevující se zvýšeným množstvím 

proteinů v oblasti 10 kDa a naopak úbytkem proteinů s vyšší molekulovou hmotností (89 a 

64 kDa).

2.           Získali jsme elektroforeogramy s proteinovými spektry u 60-ti vzorků moče pacientů 

s nefrotickým syndromem či jinými nefropatiemi s různě závažnou proteinurií. Detekovali 

jsme výrazně abundantní proteiny, které se vyskytovaly ve všech skupinách onemocnění a 

pomocí MALDI-TOF MS jsme je blíže určili jako albumin, transferin, alfa-1-antitrypsin 

prekurzor, alfa-1-mikroglobulin a transthyretin prekurzor.  Po podrobném porovnání 

jednotlivých spekter jsme získali přehled o zastoupení proteinů v moči u jednotlivých 

nefropatií a nalezli určité rozdíly ve skupinách proteinů. U membranózní nefropatie jsme 

pozorovali bohatší spektra proteinů, u Wegenerovy granulomatózy skupinu tří proteinů 

v oblasti molekulové hmotnosti 10 kDa, pI 7, které jsme u ostatních diagnóz nepozorovaly. 

Konkrétní protein, který by sloužil jako biomarker pro danou diagnózu jsme však nenalezli. 

Spektra proteinů se i v rámci jednoho onemocnění mírně lišila, kdy příčinou může být 

stádium onemocnění, léčba, ale také dietní návyky. Studiem vybraných proteinů se budeme 

dále zabývat u zvolených nefropatií a většího počtu vzorků. 
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3.              Byly studovány vzorky 20-ti pacientů s Andersonovo-Fabryho chorobou (11 mužů, 

9 žen, ve věku 18-69 let) s proteinurií v rozmezí mezi 0,1 – 1 g/24h. Všechna spektra vzorků 

s Andersonovo – Fabryho chorobou obsahovaly identické proteiny, a to zejména v oblasti 

okolo 20-40 kDa. Nenalezli jsme žádný významný rozdíl v rozmístění proteinů na 

elektroforeogramech u AFD pacientů podstupujících enzym-substituční léčbu ve srovnání 

s pacienty bez terapie či zdravými jedinci. Kvantitativní analýza ukázala u AFD pacientů 

výrazné zvýšení obsahu některých proteinů s molekulovou hmotností kolem 30 kDa. Byly 

vybrány a pomocí MALDI-TOF MS identifikovány tři proteiny, jejichž kvantita byla u AFD 

pacientů významně vyšší v porovnání se zdravými kontrolami;  Jmenovitě hladiny 

prostaglandin H2 D-izomerázy a proteinu komplementu – c1q faktor nekrotizující tumor byly 

u AFD pacientů třikrát vyšší a hladina Ig kappa řetězce V-III byla zvýšena pětkrát oproti 

zdravým kontrolám.  Dále byly MALDI-TOF MS technikou charakterizovány další 

abundantní proteiny jako alfa-1-antitrypsin, alfa-1-mikroglobulin, prostaglandin H2 

D-izomeráza, protein komplementu – c1q faktor nekrotizující tumor, Ig kappa řetězce V-III. 

Pozice všech identifikovaných proteinů na 2-D gelu byla porovnávána s jejich teoretickým 

izoelektrickým bodem a molekulovou hmotností.  Většina proteinů se nacházela 

v předpokládaném rozmezí, kromě prostaglandin H2 D-izomerázy. Tato vyjímka může být 

způsobena glykosylací na místech Asn51 and Asn78. 

Nyní připravujeme rozšíření našeho výzkumu, kde bychom se rádi zabývali studiem 

proteinů pomocí dalších technik a to kapalinové chromatografie spojené s MALDI-TOF MS 

analýzou. Zejména bychom se chtěli věnovat nalezené glykosylaci prostaglandin H2 

D-izomerázy u AFD pacientů a ověřit, zda by se mohlo jednat o potenciální biomarker 

nemoci.  
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