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Abstrakt

Studium mocového proteomu muze piinaset informace o normalni fyziologii
| patologii onemocnéni. Pro usp&$nou analyzu proteinii v mo¢i je dulezity vybér
vhodné metody pro zkoncentrovani aseparaci proteini pifed hmotnostné
spektrometrickou (MS) analyzou. ZvySend aktivita rendlniho sympatického
nervového systému pfispiva k patogenezi hypertenze. Definitivni organové
specifickou 1é¢bou hypertenze je rendlni denervace (RD). Doposud bylo
publikovdno mnoho studii, které prokazuji snizeni krevniho tlaku po zakroku RD,
ale nebyly v této souvislosti zkoumany zmény mocového proteomu. V této praci
byly izolovany proteiny z moci laboratornich potkand acetonovou precipitaci.
Polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti dodesylsiranu sodného byla
zvolena jako metoda vhodnéjsi pro separaci proteini nez isoelektrickd fokusace.
Pro Stépeni proteini v gelu byl trypsin upfednostnén pied endoproteasou Glu-C.
Celkem bylo v této praci identifikovano 201 proteind tandemovou MS s ionizaci
pomoci matrice a analyzatorem doby letu (MALDI-TOF/TOF) nebo tandemovou
MS s ionizaci elektrosprejem kvadrupdlovym analyzatorem a analyzatorem doby
letu (ESI-Q-TOF). Ve vzorku moci odebraném jeden tyden a jeden mésic po RD,
bylo identifikovano 16 respektive 4 proteiny, které nebyly identifikovany ve
vzorcich pfed RD nebo po falesné RD. Neékteré z téchto proteinti byly v diive
publikovanych pracich oznaCeny jako mozné markerové proteiny chronického
poskozeni ledvin nebo ledvinové ischemie.

Kli¢ova slova Moc¢, mocovy proteom, rendlni denervace, ptiprava
vzorku, hmotnostni spektrometrie.

Pocet stran 85
Pocet ptiloh 4

Jazyk Cesky



Bibliographical identification

Autor’s first name and Bc. Michaela Balasova

surname

Title Identification of proteins in rat urine
Type of thesis Diploma

Department Department of biochemistry
Supervisor Prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.

The year of presentation 2016

Abstract

Studying urinary proteome provides information about normal physiology as well as
disease pathology. The selection of an appropriate method to concentrate and separate
proteins before identification by mass spectrometry (MS) is crucial for a successful
analysis. An increased renal sympathetic nerve activity contributes to the pathogenesis
of hypertension. Renal denervation (RD) is a definite-organ-specific therapy of
hypertension. Many studies demonstrating a reduction in blood pressure values after
a surgical RD have been published, but the effect of the surgery on urine proteome has
not previously been reported. In this work proteins were isolated from urine of
laboratory rats by acetone precipitation. Sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis was chosen for protein separation as a more appropriate method than
isoelectric focusing. Trypsin was more suitable proteolytic enzyme for in-gel digestion
of proteins than endoproteinase Glu-C. A total of 201 proteins were identified by
matrix-assisted  laser  desorption/ionization  time-of-flight  tandem  MS
(MALDI-TOF/TOF) or electrospray ionization quadrupole time-of-flight tandem MS
(ESI-Q-TOF). There were 16 and 4 proteins identified in samples collected one week
and one month after RD respectively, which were not identified in any sample before
RD or after sham RD. Some of these proteins have been considered as potential
candidate biomarkers of chronic kidney disease or renal ischemia in previous studies.

Keywords Urine, urinary proteomics, renal denervation, sample
preparation, mass spectrometry.

Number of pages 85
Number of appendices 4

Language Czech



Obsah

T UVOD ..ttt b e bbb 9
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ........cccooconmiuiimmiiinniniinneiee 10
2.1 MOCOVY SYSEEIM 1.vviiiiiiiiiiiieesitie st e sttt sttt ettt e et e e srb e e bt e e s nbb e e s bne e e e 10
2.1.1 Stavha eaVINY .....oiiiiiiee e 10
2.1.1.1 Cévni zasobeni a inervace [edViny.........ccoceviiiiiiiiiiiien e 11
2.1.1.2 Stavba NEfrONU ........coceiiiiiiiici e 13
2.1.2 FUNKCE 1EAVINY ...t 15
2.1.2.1 Regulace glomerularni filtrace...........cccooveiiiiiiiiii i 15
2.1.2.2 Regulace tubuldrnich procestl .........ooouervieiieiieieiieiie e 16
2.1.3 Centralni mechanismy fizeni funkce ledvin..........ccccoviiiiiiiiiiiiniciees 17
2.1.3.1 Sympaticky Nervovy SYSEM ........cccvviiiiiiiiiiieiini e 17
2.1.3.2 ANGIOLENSIN 1] ..o 19
2.1.3.3 AlAOSTEION ...t 20
2.1.3.4 Antidiureticky NOTMON .......ccccviiiiiiiiese e 20
2.1.3.5 Atridlni natriureticky peptid a prostaglandiny ...........cccoevviiiiiiininnnnn. 21

2.2 Proteiny V moci - PrOTEINUITE .......oviiiiiiitiitisie ettt 22
2.2.1 PatologiCKA PrOtEINUIIE ........vvvrieirieieesie e 23
2.2.2 Diagnostika proteinll V MOCI.......cccivverviiiiiiiiriiie i 24
2.3 1dentifikace V PrOtEOMICE. .. ...cuiiiiiieiie sttt 25
2.3.1 Strate@ie analYZY ......cccveiieiiiiieri e 25
2.3.2 Separace V ProtEOIMICE ......ccveviiieiieeieseesteestesreeste e sreesre e sbeesbeeaesreesreenee s 27
2.3.2.1 Metody vyuzivajici separaci v gelU..........cccooveriiiiiiniiiiiiicnccccns 27
2.3.2.2 Metody bez separace V gelu ...t 28
2.3.3 Hmotnostni spektrometrie v Prot€OMICE........cccvrvevririerieinie s 30
2.3.4 Identifikace biomarkerti metodami hmotnostni spektrometrie ...................... 32
2.4 Identifikace proteinll V MOCT ......vveiviriieiiiiieesiee e 33
2.4.1 Moc jako zdroj markerovych proteinll...........ccocervieiiiiiiiiniinie e 33
2.4.2 Analyza mOCOVENO PrOLEOIMU ....c..vveiiiiiriiiie e 34

3. EXPERIMENTALNI CAST ....cooooiiiiiiiiiinicisriensssissssses s 36
3.1 Materidl @ METOAY ....covvveiriiiiiiiiieie e 36
3.1.1 PouZité chemiKAlIe ..........coiviiiieiiiiee s 36
3.1.2 Pouzité piistroje @ poOmuUCKY ........ccoooieiiiiiieiii e 36
3.1.3 Biologicky Materil.........ccccoviiiiiiiiiiiiiie e 37
3.1 A MELOUY ..ttt e e ettt eeaeeneenraeae s 37

3.1.4.1 DIALYZA MOCT wveviviiieiiiieiiie ettt 37



3.1.4.2 SraZeni proteintl Z MOCT.....ccvuuieruriiiiieiiiiessiieesieeesieeesree e sbee e ssne e 38

3.1.4.3 Piiprava vzorkl pro SDS-PAGE a provedeni separace...........ccceevveennee. 38

3.1.4.4 Ptiprava vzorkl pro denaturacni IEF a provedeni separace.................... 38

3.1.4.5 Piiprava vzork pro nativni IEF a provedeni separace............ccceevveennee. 39

3.1.4.6 Stépeni proteint v gelu a extrakce Peptidil .......cocovvvvireeiveerseeeesieeenns 40

3.1.4.7 Odsoleni peptidovych vZorkll .........ccccvviiiiiiiiii 40

3.1.4.8 Separace peptidi nanoLC a MALDI-TOF/TOF analyza..............cue..... 40

3.1.4.9 Separace peptidi nanoLC a ESI-Q-TOF analyza .........c.ccccocevvivieninnnnnnn 42
3.1.4.10 ZPpracoVANT dat.........ccccviiiiiieiiiiiiiieiie e 43
3.1.4.11 Vyhodnoceni dat .........cccoeiiiiiiiiiiiii e 43

4 VYSLEDKY .....ccostivimiiiimiiimiessessssssssss sttt 44
4.1 Vybér vhodné metody pro separaci proteintl ...........cccovverereereesienieeseesesieeseennens 44
4.2 Vyber vhodné proteasy pro StEpeni Proteintl ........cccuvrvveereerireerieesiieeseeenreeseeseeens 45
4.3 Analyza vzorkli moci prviniho odb@ru.........cccoiiiiiiiiiiii e 47
4.4 Analyza vzorkili moc¢i druh€ho odberu..........ccovveiiiiiiiiiii e 50
SDISKULZE ...ttt ettt et st sbe e e 53
6 ZAVER .......ooooiitieitise et 59
T LITERATURA ettt sttt e te s e sbe et e aneesreenteanee e 60
8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK .........coooovvvmimrininriiinnrenene 66
9 PRILOHY ....coovovvimiiimiiieeiseeeee ettt 68
9.1 Piiloha 1 - Tabulka zobrazujici proteiny identifikované v experimentu pro vyber
vhodné metody pro separaci proteintll. .........cccovreiiieiiiiieiieii e 68

9.2 Ptiloha 2 — Tabulka zobrazujici proteiny identifikované v experimentu pro vybér
vhodné protesy pro St€peni Proteintl .........cocveiiiiiiiiiiiiiciiei e 70

9.3 Ptiloha 3 — Tabulka zobrazujici proteiny identifikované ve vzorcich moci prvniho
016 Lo 4 PP 73



CILE PRACE

Teoreticka ¢ast:

Vypracovani literarni reserSe se zameienim na problematiku mocového systému,
vyskyt proteini v mo¢i, identifikaci proteini v proteomice a identifikaci

proteind v moci

Experimentalni ¢ast:

Izolace proteinti z moci

Vybér vhodné metody pro separaci proteint v gelu

Vybér vhodné proteasy pro §tépeni proteinti v gelu

Identifikace proteini ve vzorcich moci pomoci tandemové hmotnostni
spektrometrie MALDI-TOF/TOF ptipadné ESI-Q-TOF

Srovnédni rozdilii mezi experimentdlnimi vzorky moci laboratornich potkanti

u experimentalniho modelu renalni denervace



1 UVOD

Studium mocového proteomu pifinasi informace o normalni fyziologii, stejné jako
0 patologii onemocnéni. Takto ziskané informace mohou slouzit pro diagnostiku
raznych chorob (Marimuthu et al., 2011).

Ackoli je koncentrace proteini v moci piiblizn¢ tisickrat nizs§i nez v plasmé
(Rodriguez-Suarez etal., 2014), podle nékterych autori mohou byt proteinové
biomarkery v moci detekovany citlivéji nez v plasmé (Li et al., 2014).

Proteomickd analyza moci se potykd s nckolika prekdzkami. Témi jsou nizka
koncentrace celkovych proteinti v moci, vysoka koncentrace soli a jinych slozek, které
brani separaci proteinil, a vysoka dynamika ve sloZeni moci mezi jednotlivymi odbéry
(Kalantari et al., 2015). Pro Gspé$nou analyzu se vyuziva riznych kombinaci metod pro
zakoncentrovani a separaci proteinu s naslednou hmotnostné spektrometrickou analyzou
(Adachi et al., 2006). K rozvoji v oblasti analyzy mocového proteomu doslo na zacatku
21. stoleti s vyuzitim MS metod (Olszowy a Buszewski, 2014).

Ledviny hraji vyznamnou roli v regulaci krevniho tlaku prostfednictvim
sympatického nervového systému (SNS) a renin-angiotensin-aldosteronového systému.
Zvysena aktivita SNS mize ptispivat k patogenezi hypertenze (Katholi a Rocha-Singh,
2009). Hypertenze se hojné vyskytuje u pacienti s chronickym onemocnénim ledvin.
Napomaha dalsimu poskozeni ledvin a rozvoji kardiovaskularnich chorob (Campese
etal., 2011). PferuSeni renalnich nervii procesem renalni denervace (RD) ptedstavuje
1écbu hypertenze, pokud aktivita SNS pfispiva jejimu rozvoji a to tak, ze snizuje
nepiiméfené uvoliiovani reninu a zadrZovani soli a obnovuje normalni tlak krve.
Denervace aferentnich nervi navic snizuje aktivitu centralniho SNS (Katholi a Rocha-
Singh, 2009)

Zmény mocového proteomu v souvislosti se zakrokem RD podle dostupné literatury
doposud nebyly studovany. Tyto zmény by mohly pfinést informace a fyziologickych

pochodech souvisejicich se zdkrokem RD.



2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Mocovy systém

Mocovy systém je stézejni pro odstraiiovani rozpuSténych produkti metabolismu
z krve. S postupnym zdokonalovanim mechanismi latkové piemény v pribéhu
fylogenetického vyvoje, dochazelo ke zvySovani ucinnosti filtrace tekutiny a to
predevsim v dasledku vylepsovani procesu zahust'ovani filtratu, navratu pro organismus
prospesnych latek zpét do krve a dodavani latek nezadoucich do vylu¢ované tekutiny.
U nejjednodussich obratlovcet filtraci zajistuje parovy organ pronephros, predledvina,
ktery je u vyvojové dokonalejSich nasledovan mesonephros, prvoledvinou. Treti
vyvojovou generaci organu je metanephros, ledvina (Cihék a Grim, 2002).

Funk¢énim organem u savci je mesonephros a metanephros. Pronephros se tvoii
pouze jako jejich zaklad, ktery nepracuje (Jones, 2005). Mesonephros je embryonalnim
sekre¢nim organem, z n¢hoz se jesté béhem embryogeneze vyviji metanephros, funkcni
organ vSech dospélych savci (Sainio a Raatikainen-Ahokas, 1999). Ledvina savctu
umoziiuje tvorbu moci hyperosmotické vzhledem ke krvi. Tyto mechanismy jsou
podminény dimyslnou stavbou funk¢ni jednotky ledviny — nefronu. Nefrony se stavbou
mezi jednotlivymi zastupci savcl vyrazné nelisi. Jsou znamy rozdily v samotném poctu
nefront a délce nékterych ¢asti tubularniho systému (Hill et al., 2008).

Kromé¢ ledvin k moc¢ovému systému patii mocové cesty. Z nitra ledviny mo¢ piitéka
do ledvinovych kalichli, ddle do ledvinové panvicky a poté do mocovodu, ktery usti
do mo&ového méchyie, odkud tekutina odtéka mocovou trubici ven z organismu (Cihak
a Grim, 2002).

2.1.1 Stavba ledviny

Na podélném fezu jsou patrné dvé oblasti (Obr. 1). Vné&jsi oblast, kiira, a vnitini, dfen.
Obe¢ jsou tvoreny nefrony, krevnimi a lymfatickymi cévami a nervy. Dfen je rozdélena
do 8 az 18 kuzelovitych utvart, ledvinovych pyramid, se zdkladnou smérem ke kure.
Zaoblené vrcholy pyramid se nazyvaji ledvinové papily. Moc¢ z kazdé papily se sbird do
malych ledvinovych kalichi. Dva az tfi tyto kalichy usti do velkych ledvinovych
kalichi, které jsou otevieny do ledvinové panvicky (Berne et al., 1998; Cihak a Grim,
2002).
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Obr. 1 Schematicky nakres ledviny na podélném fezu (ptevzato a upraveno dle Berne et al.,
1998).

2.1.1.1 Cévni zasobeni a inervace ledviny

S cévnim zasobenim ledvin souvisi jejich umisténi Vv téle. Lezi pfed patefi v rovni
jedenactého az dvanactého Zebra, tésné nad pasem, uzavieny mezi sténou pobfiisnice
a kostmi a svaly zad v tzv. retroperitonedlni dutiné. To ma vyznam jak pro jejich
mechanickou ochranu a termostabilitu, tak pro zajisténi minimalni vzdalenosti od
hlavniho ptivodu krve - bti$ni aorty (Langmeier et al., 2009; Silverthorn et al., 2010).

Z biisni aorty odstupuji hlavni vétve zasobujici kazdou ledvinu - rendlni tepny.
Renani tepna se postupné vétvi za vzniku interlobarni, arkuatni, interlobularni tepny
a aferentni tepénky, ktera vytvaii glomerularni kapilarni sit' - glomerulus, jak je
znazornéno na Obr. 2 (vlevo). Glomerularni kapilary se sbihaji v eferentni tepénku,
kterd vytvafi peritubularni kapilarni sit’ zasobujici krvi zbytek nefronu. Tato sit’ se lisi
podle toho, jaké nefrony obklopuje. Peritubularni kapilary korovych nefronti tvofi
kratkou, ale bohatou sit’. U juxtamedularnich nefronii tvofi vasa recta, které obklopuji
dlouhé Henleovy klicky téchto nefronti. Peritubularni kapildrni sit” obklopuje vzdy jiné

nefrony, nez ze kterych vznikla.
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Obr. 2 Vlevo. Schematicky nakres cévniho systému lidské ledviny. (1) interlobarni tepna,
(2) arkuatni tepna, (3) interlobularni tepna, (4) aferentni tepénka, (5) eferentni tepénka,
(6) glomerulus, (7) eferentni arteriola vétvici se na sestupnou vasa recta, (7a) vasa recta ve
vnéj§i a vnitini dieni, (8) vzestupnd vasa recta, (3a) interlobularni Zila, (2a) arkuatni Zila,
(1a) interlobarni Zzila. Vpravo. Schematicky nakres lidského nefronu. Korovy nefron nalevo,
juxtamedularni nefron napravo. (BP) Bowmanovo pouzdro, (DT) distalni tubulus,
(KSK) korovy sbérny kanalek, (MD) macula densa, (PT) proximalni tubulus, (SKD) sbérny
kandlek ve vnitini dfeni, (SKVD) sbérny kanalek ve vné&jsi dfeni, (TLVR) tlusté vzestupné
raménko, (TSR) tenké sestupné raménko, (TVR) tenké vzestupné raménko (pfevzato a upraveno
dle Berne et al., 1998).

Spojenim peritubuldrnich kapilar vznikd nejprve interlobularni Zila, poté arkuatni,
interlobarni a renalni zila, ktera probiha vedle mocovodu (Berne et al., 1998; Tesaf et
al., 2006).

Ledviny jsou inervovany pouze sympatickou ¢asti vegetativniho nervového systému.
Rendlni nervy poméhaji regulovat pritok krve ledvinami, rychlost glomerularni filtrace
a zpétnou absorpci vody a soli v nefronu. Adrenergni vlakna ptiléhaji k bunkam hladké
svaloviny renalni, interlobarni, arkuatni, interlobularni tepny a k aferentnim
a eferentnim tepénkam. Nervova vldkna také inervuji epitelové buiky tubuldrniho
systému a sbérné¢ho kanalku. Aktivaci vlaken dochézi ke zvySovani reabsorpce sodiku
témito segmenty. Inervuji rovnéz granularni bunky juxtaglomeruldrniho aparatu

produkujici renin (EC 3.4.23.15). Pii zvySené aktivit¢ sympatiku dochdzi k uvoliovani

reninu z téchto bunék (Berne et al., 1998; Langmeier, et al., 2009).
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2.1.1.2 Stavba nefronu

V ledvin¢ dospélého Cloveka je piitomno piiblizn€ 1,2 milionu nefront. Asi 80 %
nefrond se nachazi v ktite, nefrony korové. Ostatni nefrony se nazyvaji juxtamedularni
a zanofuji do vnitini dfené, jak je znazornéno na Obr. 2 (vpravo). Nefron se sklada
Z renalni korpuskule, proximalniho tubulu, Henleovy kli¢ky a distalniho tubulu.

Na zacatku nefronu je Bowmanovo pouzdro, které obklopuje glomerulus. Endotel
glomerulu je fuzovan s epitelem Bowmanova pouzdra, coz umoznuje filtraci tekutiny
ptimo do lumenu tubulu. Tento utvar je se nazyva renalni korpuskule (Berne et al.,
1998; Silverthorn et al., 2010).

Struktura rendlni korpuskule je zobrazena na Obr. 3. Kapilary jsou pokryty
epitelovymi bunkami, podocyty, a tvofi visceralni vrstvu Bowmanova pouzdra.
Soucasné na jeho vaskularnim polu prechézi v parietalni vrstvu. Prostor mezi vrstvami
je nazyvam Bowmanuv prostor. Ten piechazi na odtokovém polu pouzdra v proximalni
tubulus. Endotel glomerularnich kapilar, bazalni membrana a prstovité vybézky
podocytit ptredstavuji glomerularni filtracni bariéru. Endotel je fenestrovany, otvory
maji velikost 700 A, a voln& prostupny pro molekuly vody, sodné ionty, modovinu,
glukosu, také pro malé proteiny, nikoli vSak pro buiiky. Endotelové buiiky nesou na
svém povrchu zaporné nabité glykoproteiny, Které znesnadnuji filtraci velkych zaporné
nabitych protein. Také bazalni membrana, obsahujici negativné nabité proteiny jako
jsou kolagen typu IV, laminin, fibronektin, vytvati ddlezitou filtra¢ni bariéru pro
plasmatické proteiny nesouci rovnéZ negativni naboj. Prstoveé vybézky podocytl
obtaceji kapilary na povrchu bazdlni membriny a mezi témito vybézky vytvari
filtra¢ni Stérbiny. Filtracni $térbina je piekryta porézni membranou s otvory o velikosti
140 A a omezuje tak filtraci proteindi a jinych makromolekul, které prostoupily skrz
endotel a bazdlni membranu. Filtracni Stérbina obsahuje unikatni proteiny, jako nefrin
a podocin, jejichz absence nebo nedostatek je podle nekterych studii pti¢inou uniku
proteind pfes glomeruldrni filtracni bariéru do moci. Dalsi dilezitou soucasti rendlni
korpuskule je mesangium. Mesangium se sklada z mesangiovych bunék a mesangiové
matrix. Mesangiové bunky obklopuji glomerularni kapilary a ptredstavuji pro né
strukturni podporu. Navic sekretuji mesangiovou matrix, prostaglandiny a cytokiny.

Mesangiové buiiky se mohou smr$t'ovat a menit pritok krve kapilarami.

13



NI, NI s

®
ORI Yy

Obr. 3 Schematicky nakres renalni korpuskule. (AT) aferentni tepénka, (ET) eferentni tepénka,
(BM) basalni membrana, (BP) Bowmantiv prostor, (EB) endotelova bunka, (G) granularni
bunika eferentni tepénky, (MB) mesangiova buiika, (MD) macula densa, (P) podocyt,
(PE) parietalni epitel, (PP) prstovy vybézek podocytu, (PT) proximalni tubulus (pfevzato
a upraveno dle Berne et al., 1998).
Mesangiové buriky lezici mimo glomerulus se nazyvaji extraglomerularni mesangium
aspolu sbunkami macula densa tlustého vzestupného raménka a granularnimi
buiikamimi aferentni a eferentni arterioly tvoii juxtaglomerularni aparat v misté, kde se
ledvinové télisko setkava se svym tubularnim systémem. Juxtaglomerularni aparat je
zapojen Vv zpétnovazebném mechanismu regulace prutoku krve ledvinami a rychlosti
glomeruldrni filtrace. Granuldrni buiky aferentni a eferentni arterioly jsou
modifikované bunky hladké svaloviny, které tvofi, skladuji a uvolfuji renin, ktery
umoziuje tvorbu angiotensinu II (ANG II) a sekreci aldosteronu (Berne et al., 1998;
Langmeier et al., 2009; Silverthorn et al., 2010).

Glomerularni filtrat z Bowmanova pouzdra pfitéka do proximalniho tubulu (Obr. 2
vpravo). Proximalni tubulus vytvaii nékolik zahybi, poté se zanofuje do diené jako
pfimy segment. Na tento segment navazuje Henleova klicka, kterd se skladd z tenkého

sestupného raménka zakonceného klickou a u juxtamedularnich nefront také z tenkého

vzestupného raménka. Nasleduje tlusté vzestupné raménko Henleovy klicky, jehoz
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koncova cast prochazi mezi aferentni a eferentni arteriolou a nazyva se macula densa.
Tato ¢ast usti do distalniho tubulu. Dva nebo vice distalnich tubull se sbihaji v kiie
a vytvari sbérny kanalek, ktery mo¢ privadi do ledvinovych kalichu (Berne et al., 1998;
Langmeier et al., 2009).

Jednotlivé tubularni Segmenty se od sebe li§i typem bunc¢k v zavislosti na
pfevazujicim transportu. Buniky proximalniho tubulu maji znacné zesilenou apikalni
¢ast membrany a vytvaii kartaCovy lem vysokych mikroklkii. Basolateralni strana
membrany obsahuje invaginace S c¢etnymi mitochondriemi. Mitochondrie dodavaji
energii pro transport iontll a malych molekul proti koncentraénimu gradientu. Bunky
proximalniho tubulu obsahuji také transportni a dychaci enzymy, fosfatasy, peptidasy.
Tenké sestupné a vzestupné raménko Henleovy klicky je tvofeno nizkymi oplostélymi
bunikami pouze s n€kolika mitochondriemi. Bunky tlustého vzestupného raménka
a distalniho tubulu jsou bohaté na mitochondrie, basolateralni membrana obsahuje
hluboké¢ invaginace, apikalni membrana kratké tidSi mikroklky. Buiiky distalniho tubulu
obsahuji také enzymy spojené s aktivnim transportem iontil (Berne et al., 2008; Cihak
a Grim, 2002).

2.1.2 Funkce ledviny

Kromé odstranovani odpadnich produktii metabolismu a tvorby mo¢i zastavaji ledviny

fadu jinych neméné dileZitych funkci. Reguluji objem extracelularni tekutiny a krevni

tlak, udrzuji stalou osmolaritu krve, zajist'uji rovnovaznou koncentraci dilezitych iontl

v krvi, pomahaji udrzovat pH krve a produkuji hormony (Silverthorn et al., 2010).
Zdravy dospély ¢loveék vyprodukuje 1 az 2 litry moci za 24 hodin. Na tvorbé moci se

podileji procesy glomerularni filtrace (GF), tubularni resorpce a tubularni sekrece

(Kittnar et al., 2011).

2.1.2.1 Regulace glomerularni filtrace
GF predstavuje pfestup ultrafiltratu krevni plasmy z glomerularnich kapilar do
Bowmanova pouzdra a proximalniho tubulu. Za klidovych podminek protéka ledvinami
asi 625 ml plasmy za minutu, pfiCemz kazdou minutu vznikne pfiblizné¢ 125 ml
ultrafiltratu. To je 180 1 za 24 hodin.

GF umoznuje glomerularni filtracni tlak, ktery je dan velikosti Starlingovych sil.
Starlingovy sily jsou odpovédné za udrzovani rovnovahy tekutin mezi cirkulaci

a okolnimi tkanémi (Taylor, 1981). V ledvinach témito silami jsou: hydrostaticky tlak
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Vv glomerularnich kapilarach (Pcc), hydrostaticky tlak v Bowmanové pouzdie, onkoticky
tlak (tlak uréovany koncentraci proteinti [Morissette, 1977]) v Bowmanové pouzdie
a onkoticky tlak Vv glomerularnich kapilarach. Konstantni GF je udrzovana jak
lokalnimi, tak centralnimi mechanismy (Kittnar et al., 2011).

Mezi lokdlni mechanismy patii myogenni autoregulace a tubuloglomerularni zpétna
vazba (TGF). Myogenni mechanismus je umoznén sensorickym elementem regulujicim
napéti svalovych bunék cévni stény. ZjednoduSen€, zvySenim arterialniho tlaku krve
dojde ke zvySeni tlaku v aferentni arteriole, vzroste napéti cévni stény a sledem
naslednych reakci dojde k vasokonstrikci pfislusné cévy. Vysledkem je normalizace
prutoku i tlaku za mistem vasokonstrikce, tedy v glomerularnich kapilarach. Snizeni
arterialniho tlaku krve vede k opacné reakci.

TGF je umoznéna receptory v macula densa, které monituruji pratok tubularni
Pcc a GF, nasledné se také zvysi dodavka sodnych iontd do macula densa, coz zpusobi
produkci slouceniny, kterd zpusobi vasokonstrikci aferentni arterioly, pokles Pcc
a navrat GF. Pfi sniZeni krevniho tlaku je prib&h opacny.

Oba lokalni mechanismy se uplatiiuji pti kolisani stfedniho arterialniho tlaku krve
v rozmezi 80 a 180 mm Hg, ovSem 1 tak se velikost GF lehce méni a proto se uplatiiuji
i centralni mechanismy fizeni, zejména sympaticky nervovy systém, adrenalin, ANG II,
prostaglandiny a adenosin (Tesai et al., 2006; Kittnar a Mlc¢ek, 2009; Kittnar et al.,
2011).

2.1.2.2 Regulace tubularnich procesi
Ukolem tubulérni resorpce a sekrece je uprava vysledného objemu a slozeni mogi.
Resorpce solutll je umoznéna jak pasivnim (paracelularni a transcelularni cesta), tak
primarnim nebo sekundarnim aktivnim transportem (transcelularni cesta). Aktivni Cast
sekundarniho aktivniho transportu vzdy piedstavuje Na*/K"™-ATPasova pumpa
(EC 3.6.3.9) na basolateralni membrané. Vznikly koncentracni gradient pro sodik
potom umoziiuje jeho pfechod z tubularni tekutiny pies apikalni membranu do epitelové
buiikky pomoci symportérti nebo antiportéri. Voda je transportovana vzdy pasivng,
difunduje ve sméru osmotického gradientu (Kittnar et al., 2011).

Zpétné vstiebavani ionti a vody se v jednotlivych segmentech tubulu 1isi. Regulace
tubularnich procesti probihad taktéz lokalnimi a centralnimi fidicimi mechanismy.

Lokalni regulacni mechanismy se uplatiiuji v proximalnim tubulu a to tak, aby
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dochazelo k resorpci 67 % objemu tubularni tekutiny. Vyuziva se efektu Starlingovych
sil v krevni plasm¢ peritubularnich kapilar a glomerularni rovnovahy.

V peritubuldrnich kapilarach se v zavislosti na GF znacné¢ méni onkoticky tlak
plasmatickych bilkovin. Pii zvySené GF se vice tekutiny odstrani v glomerulech
a koncentrace plasmatickych proteint v krvi eferentni arterioly stoupa. Dusledkem je
zvySena resorpce vody a rozpusSténych latek do peritubularni kapildrni sité. Tento
mechanismus je podpofen procesem nazyvanym glomerularni rovnovéha, ktery je také
umérny GF. Zvyseni GF vede k nartstu celkového mnozstvi filtrovanych rozpusténych
latek. Glukosa a aminokyseliny jsou vstfebavany Vv prvni ¢asti proximalniho tubulu.
Reabsorpce té€chto slouéenin je doprovazena ionty Na® a nasledné vodou. Objem
resorbované tekutiny se zvysuje.

Z centralnich regulacnich mechanismt se vyznamné uplatiiuji ANG I, aldosteron,
atridlni natriureticky peptid a katecholaminy pro reabsorpci NaCl a antidiureticky

hormon pro fizeni vstiebavani vody (Kittnar a Mlcek, 2009; Kittnar et al., 2011).
2.1.3 Centralni mechanismy Fizeni funkce ledvin

2.1.3.1 Sympaticky nervovy systém

Sympaticka nervova vlakna jsou v kontaktu s cévami, tubuly a granularnimi bunikami
juxtaglomerularniho aparatu, jak bylo popsano v kapitole 2.1.1.1. SNS ma vliv na
velikost glomerularni filtrace a uplatiiuje se také pfi tubularni reabsorpci Na* (Obr. 4).
SNS je stale tonicky aktivni. Aktivita je zvySena b&hem pohotovostnich reakci, pti
fyzické namaze nebo pii silném emoc¢nim vypéti. Sensorické informace jsou zpracovany
V hypotalamu nebo mozkovém kmeni, nasledné¢ dochazi ke zménam aktivity neuronti
auvolnéni neurotransmiteru, noradrenalinu, do efektorové tkan€. Noradrenalin
Vv ledvinach ucinkuje na a1 a f1 adrenergni receptory (McCorry, 2007). Pisobenim na
o1 receptory Vv aferentni arteriole dochéazi k vasokonstrikci. Dusledkem je snizeni
prutoku krve ledvinou a také snizeni GF (Kittnar et al., 2011) az-adrenoreceptory se
vyskytuji také na basolaterdlni membrané epitelovych bunck tubulu. Jejich aktivaci
a naslednym sledem reakci dochazi ke zvysené aktivité Na*/K*-ATPasové pumpy, a tak
se zvySuje reabsorpce NaCl v stoCeném proximalnim tubulu, tlustém vzestupném
raménku Henleovy kli¢ky, stoeném distdlnim tubulu a sbérném kandlku (DiBona,
2003).  Adrenoreceptory se nachazeji na povrchu granularnich  bunék

juxtaglomerularniho aparatu, ve kterych dochdzi k syntéze reninu. Pusobenim
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noradrenalinu dochazi k sekreci reninu témito bunikami, ¢imz se sekundarné zvysuje
aktivita renin-angiotensinového systému (RAS). Granularni buniky jsou zaroven
baroreceptory. Pokles krevniho tlaku zvySuje sekreci reninu a opa¢né (Tesaf et al. 2006;
McCorry, 2007). Ttetim mechanismem regulace sekrece reninu je mechanismus macula
densa. Jakmile bunky macula densa zaznamenaji pokles ionti chloridu sodného
ve filtratu v distalnim tubulu, je spusténa sekrece reninu (Sparks et al., 2014).

Zvysena aktivita SNS béhem pohotovostni reakce nebo cviceni vede také ke
stimulaci bunék diené nadledvin a wuvolfiovani Kkatecholamini, noradrenalinu
a adrenalinu, do krevniho ob&hu. Tyto hormony se také vazi na zminéné receptory
avyvolavaji  stejny  G¢inek. Krom¢& toho vykazuje adrenalin  afinitu
Kk f2-adrenoreceptorim a zpusobuje tak zvySeni srde¢ni ¢innosti a relaxaci hladkého
svalstva (McCorry, 2007).

Prili§ vysoka aktivita renalniho SNS ptisobi centraln€, zvysuje sympatickou aktivitu
Vv jinych castech krevniho feCiSté a piispiva k patogenezi kardiovaskularnich chorob
zejména hypertenze. Nadmérna aktivita srdeéniho a renalniho SNS je znamkou
chronického srde¢niho selhani (Katholi and Rocha-Singh, 2009; Barrett et al., 2015).

Organismus muze kontrolovat aktivitu eferentnich renalnich nervli vice zptisoby.
Dulezitou funkci v regulaci eferentni sympatické aktivity maji aortalni a karotidové
baroreceptory, srde¢ni mechanoreceptory a také renorenalni reflexy kontralateralni
ledviny. V situaci kdy rendlni krevni fecisté pfijima vice sympatickych nervovych
vzruchll nez ostatni feciSté, nardstd odpor v renalnich cévach, dochazi ke zvyseni
aktivity reninu v plasmé a zvysuje se reabsorpce vody a sodiku. Takovy stav nastava
Vv piipad€ esencialni hypertenze.

Farmakologicka 1écba esencialni hypertenze vyuziva nékolik ptistupd. S-blokace
snizuje uvolinovani reninu, inhibice angiotensin-konvertujiciho enzymu (EC 3.4.15.1),
blokace angiotensinového receptoru ¢i inhibice reninu zamezuje G¢inku ANG II,
a-blokace snizuje odpor v renalnich cévach a diuretikum pusobi proti zadrzovani vody
a sodiku. Tyto pfistupy nejsou vzdy ucinné nebo maji vedlejsi ucinky, uzivani je nutné
pravidelné dodrzovat a 1é¢ba muze byt nakladna (Katholi and Rocha-Singh, 2009).

Definitivni, organové specifickou 1é¢bou je RD. Metoda ptfedstavuje preruseni nebo
odstranéni sympatickych nervovych vldken. RD umoziuje snizeni krevniho tlaku, ale
také plsobi centralné a snizuje aktivitu srde¢niho SNS a riziko srde¢ni arytmie (Barrett
et al., 2015). V neposledni tadé piedstavuje moznost efektivni 1éCby rezistentni

hypertenze, ktera je definovana jako ptetrvavaji vysoky krevni tlak navzdory uzivani tii
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antihypertenziv z riznych tfid, z nichz jedno je diuretikum (Calhoun et al., 2008;
Prochnau et la., 2013).

2.1.3.2 Angiotensin 11

ANG II vznika kaskadou RAS. Mnozstvi plasmového ANG II je limitovano reninem
(Obr. 4). Renin stépi angiotensinogen, glykoprotein syntetizovany jatry, v mensi mife
ledvinami, za vzniku angiotensinu | (ANG 1), dekapeptid, ktery je dale Stépen
angiotensin-konvertujicim enzymem, ale i jinymi enzymy, na ANG II, oktapeptid.
ANG Il je poté pfeménén proteolytickymi enzymy na metabolity, které byly dlouho
povazované za neaktivni. Mezi tyto metabolity patii napfiklad angiotensin III, ktery
nezavisle na ANG II stimuluje syntézu a sekreci aldosteronu v kiife nadledvin (Tesarf et
al., 2006).

Utinky ANG 1I jsou rozmanité. Zvysuje objem extracelularni tekutiny. Zpiisobuje
vazokonstrikci renalnich i systémovych arteriol, ¢imz zvySuje krevni tlak. Aktivaci
angiotensinovych receptorit v mozku zvysuje aktivitu SNS, ktery inervuje srdce a cévy.
Stimuluje tak cinnost srdce a také uvolhovani katecholamini ze zakonceni
sympatickych nervill 1 z dfen€ nadledvin. ZvySuje pocit Zizn¢ a sekreci antidiuretického
hormonu. Podnécuje syntézu a sekreci aldosteronu. Ovliviiuje také insulinovou
sensitivitu perifernich tkani a muaze byt zapojen v rozvoji insulinové resistence.
V ledvinach ma vliv jak na tubularni transport, tak na hemodynamiku (Tesaf et al.,
2006; Harrison-Bernard, 2009).

ANG II ptisobi na ATy a AT, receptory na povrchu bunék. Vétsina ucinktt ANG 11 je
umoznéna piitomnosti AT1 receptoru. ATy receptory jsou lokalizovany na luminalni
a basolateralni membrané bun€k proximalniho a distalniho tubulu. ANG II pfimo
zvysuje reabsorpci vody a NaCl témito segmenty (Harrison-Bernard, 2009). Receptory
AT, se vyskytuji pfedevS§im v oblasti proximéalniho tubulu, aferentni a eferentni
arterioly, ale také v nadledvinkdch a mozku. Jejich exprese se po narozeni vyrazné
snizuje, avSak mulZe byt regulovana ANG II a nckterymi rdstovymi faktory. AT:
receptory se pravdépodobné podileji na reabsorpci sodiku v proximalnim tubulu.
Funkce AT2 receptori je v souCasné dob¢ intenzivné zkoumana. Spekuluje se, ze
aktivace AT> receptori vyvolava piesné opaény efekt nez aktivace ATi receptort, coz
by zamezilo pfipadnym nezadoucim u¢inkiim pii nadmérné aktivité RAS (Tesarf et al.,
2006; Sparks et al., 2014). Nadmérna aktivita RAS muize byt zplsobena zvysenou

sympatoexcitaci pii chronickém srde¢nim selhdni. V této souvislosti byla zkouména
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exprese angiotensinovych receptorti u experimentalniho modelu kralika. Byla zjiSténa
zvySena exprese ATi receptoru a pokles v expresi receptoru AT (Clayton et al., 2011).
ANG Il pfimo putsobi také na bunky hladkého svalstva rendlnich cév. Zpusobuje
vazokonstrikci aferentni a eferentni arterioly, snizuje tedy prutok krve ledvinami.
ZvySend hladina intrarendlntho ANG II  zvySuje citlivost —mechanismu
tubuloglomerularni zpétné vazby a tim prispiva k reabsorpci vody a sodiku

(Harrison-Bernard, 2009).

2.1.3.3 Aldosteron

Aldosteron je steroidni hormon syntetizovany v kiie nadledvin. Jeho sekreci podnécuje
ANG |1 (Obr. 4) nebo zvysena koncentrace iontli K* v plasmé. Aldosteron se vaze na
steroidni receptory epitelovych bunék distadlniho tubulu, sledem reakci dochazi ke
stimulaci exprese proteini zodpovédnych za nasledujici zmény: zvySeni aktivity
Na*/K*-ATPasové pumpy vtomto segmentu, zvySeni aktivity enzymi cyklu
trikarboxylovych kyselin a produkce ATP, zvySeni exprese a aktivace epitelovych
sodnych kanali, které umoznuji vstup Na* a nartst poétu draselnych kanal pro sekreci
K* (Harrison-Bernard, 2009). Tato cesta zavisla na expresi genu predstavuje prodlevu
v odpovedi asi 0,5-1,0 hod (Booth et al., 2002). Avsak aldosteron po navazani na
mineralokortikoidni receptor v buiice aktivuje také mimojadernou signalni drahu. Timto
negenomovym mechanismem mize byt reabsorpce Na* ¢&i sekrece K ionti
kontrolovana v fadu sekund nebo minut (Dooley et al., 2012). Aldosteron ma vliv také
na krevni tlak, nebot’ reabsorpce Na® je nasledovana reabsorpci vody a zvySenim

krevniho tlaku (Booth et al., 2002).

2.1.3.4 Antidiureticky hormon

Antidiuretidky hormon (ADH) neboli vasopresin je Syntetizovan v hypotalamu
a skladovan v neurohypofyze odkud je uvoliiovan piedevSim pii vysoké osmolalité
krevni plasmy (Obr. 4). ADH ovliviiuje rendlni funkci plisobenim na V1 a V2
receptory. Aktivaci V1 receptoru hladkého svalstva cév dochazi k vasokonstrikci. V2
receptory se nachdzi v bunkach distalniho tubulu a sbérného kanalku. Piisobenim ADH
dochéazi k mobilizaci akvaporinovych kanalt. Tyto kandly jsou vkladany do apikalni

membrany a umoziuji pasivni reabsorpci vody v téchto segmentech (Sharman and Low,

2008).
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2.1.3.5 Atrialni natriureticky peptid a prostaglandiny
Atrialni natriureticky peptid (ANP) mé opacny efekt nez vySe uvedené mechanismy.
ANP je produkovan pravou srde¢ni sini v zavislosti na jejim roztazeni. Pokles
efektivniho cirkulujiciho objemu tedy snizuje jeho uvoliiovani (Obr.4). ANP zvySuje
exkreci sodiku ledvinami, 1épe tlumi reabsorpci Na* iontl v téch segmentech, ve
kterych ji ANG II stimuluje. Inhibuje sekreci reninu a také syntézu aldosteronu.
Zpusobuje renalni vasodilataci (Maack, 1996; Tesar et al., 2006)

Vasodilatacni u¢inky maji také prostaglandiny. Plsobi na aferentni a eferentni
arteriolu. Uplatnuji se predevsim V patologickych situacich, jako je vyznamna ztrata
krve, kdy tlumi pfili§ velky vasokonstrikéni ucinek katecholaminti a ANG II. Lze tak

predejit piipadné renalni ischemii (Kittnar et al., 2011).
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Obr. 4 Schéma znazornujici spolupraci centralnich mechanismti fizeni funkce ledvin pii sniZeni
objemu extracelularni tekutiny (ECT), ktera vede ke snizeni GF (1), zvySeni reabsorpce NaCl
avody v proximalnim tubulu a Henleové klicce (2) a zvySeni reabsorpce NaCl a vody
Vv distalnim tubulu a sbérném kanalku (3) (pfevzato a upraveno dle Harrison-Bernard, 2009).
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2.2 Proteiny v mo¢i - proteinurie

Primérné hodnoty vyloucenych proteinti moci jsou uvadény v rozmezi 10 az 210 mg za
den, Castéji vSak 50 az 80 mg za den, jedna se o fyziologickou proteinurii. U zdravych
osob pochazi 40 az 60 % vyloucenych proteinti z ledvin a mocovych cest (Tesar et al.,
2006). Glomerulem prochazi do primarni moc¢i albumin a mikroproteiny, coz jsou
proteiny o mens$i molekulové hmotnosti, nez ma albumin, tedy 69 kDa. Tubularni bunky
pak vétSinu proteind z primarni moci resorbuji (Racek et al., 1999).

Na povrchu endotelu glomeruldrnich kapilar se nachéazeji zaporné nabité
proteoglykany, které podminuji elektrostatickou repulsi. Proteiny z plasmy s negativnim
nabojem jsou tlaceny do stfedu kapilarniho toku a je tak omezena jejich filtrace ptes
kapilarni sténu. Filtrace malych molekul je omezena diferencovanym laminarnim tokem
molekul o rizné velikosti. Velké molekuly se nachazi po obvodu laminarniho toku
a obklopuji mensi molekuly. Filtraci proteinii ovliviiuje také kontrakce myofibril
mesangidlnich bunék a néasledna deformace basalni membrany. Tato deformace zplsobi
otevieni vétSich, zkratovych, port a prinik proteinti do ultrafiltratu bez ohledu na naboj
a velikost. Tento efekt vyvolavaji vasoaktivni latky, zejména ANG II. Proteiny
s molekulovou hmotnosti mensi nez 30 kDa pronikaji do ultrafiltratu téméf bez
omezeni. Patfi k nim mikroglobuliny, cystatin C, vazebny protein pro retinol a volné
fetézce imunoglobulinu (Tesaf et al., 2006).

Resorpce proteinti probihd v proximalnim tubulu vazbou na receptory na povrchu
mikroklkti. Jsou znamé dva receptory, které to umoznuji, megalin a kubilin. Po
navazani proteinu na receptor je komplex endocytovan, proteiny jsou piepraveny do
lysosomu, zatimco receptory jsou recyklovany a vraci se do apikalni membrany.
Proteiny jsou v lysosomu stépeny protesami, slouceniny, které na né byly navazany
a mohou byt pro télo uzite¢né, jako vitamin A, vitamin D, vitamin B12 nebo zelezo,
jsou vraceny do krevniho obéhu (Christensen et al., 2009). Degradacnich produkty
proteind jsou vylou¢eny do moci.

Proteiny se vazi na tubularni receptory nespecificky, ale vazebna afinita receptord se
pfitom li$i. Pfi rozdilnych koncentracich proteini v ultrafiltratu dochéazi ke kompetitivni
inhibici resorpce a zvysi se exkrece téch, které jsou pfitomny v niz§ich koncentracich.
Velmi vysokou vazebnou afinitu vykazuji receptory pro volné filtrované
nizkomolekuldrni proteiny. Jejich zvySend koncentrace v plasmé, respektive

Vv ultrafiltratu, se zvySenou exkreci do mocCi projevi az pii velmi vysokych

22



koncentracich. Ovsem pokud se v plasmé zvysi koncentrace pouze jednoho z nich napt.
Bence-Jonesova proteinu (volné monoklonalni lehké fetézce) bude dochazet ke
kompetitivni inhibici resorpce vSech ostatnich proteini (Bernard et al., 1987; Tesaf
et al., 2006).

2.2.1 Patologicka proteinurie
Jakékoli porucha ledvin ma za nasledek ztraty proteint ztéla. Poskozeni ledvin
anasledné zvysené vylucovani proteinii moci vyvolavaji toxické latky. Proteinurii
zvySuje vysoky krevni tlak a nékteré infekce. Ruzné typy malignich nadort a také
diabetes typu | zptisobuji nadmérné ztraty albuminu (Novak, 2002).

Vzhledem k ledvinam se rozliSuji tii typy patologické proteinurie: renalni, prerendlni
a postrendlni. Pfi¢inou rendlni proteinurie je onemocnéni ledvin. Pii posSkozeni
glomerularniho filtru se jedna o glomerularni proteinurii. Projevuje se vy$§im obsahem
albuminu a proteint do 100 kDa v moc¢i v disledku ztraty negativniho néboje
membrany — glomerularni selektivni proteinurie. Pii vétSim poskozeni dochazi
K priniku proteini o vé€tSi molekulové hmotnosti jako 1gG imunoglobulin -
glomerularni neselektivni proteinurie (Racek et al., 1999). Pti poskozeni tubularnich
bunék nemohou byt vstiebany volné filtrované proteiny plasmy, nastava tubularni
proteinurie. V moci se objevuji nizkomolekularni proteiny a albumin zhruba ve stejném
poméru (Tesat et al., 2006). Pii tézké glomerularni proteinurii nesta¢i byt proteiny
vstfebany a v moci se objevi i tubularni sloZka, pak se hovoii o proteinurii smiSené,
nebo téz ,,over-flow*. Nastava také pii soucasném postizeni glomeruld a tubulti (Racek
et al., 1999). U prerenalni proteinurie neni funkce nefronu narusena. Pti¢inou je vysoka
koncentrace nizkomolekularnich proteinti v plasmé, které prochazeji do ultrafiltratu
voln¢ a po prekroceni kapacity tubularni resorpce jsou vylu¢ovany moci. Typicky se
jednd o hemoglobin pfi intravaskuldrni hemolyze, myoglobin pii zhmozdéni svali
a Bence-Jonestiv protein pii nékterych malignich monoklonalnich gamapatiich.
U postrenalni proteinurie pochazi proteiny z mocovych cest. Proteiny jsou zde
syntetizovany a sekretovany do moci. U tohoto typu proteinurie mohou byt v moci
ptitomny makromolekuly jako a-2-makroglobulin, IgM imunoglobulin, fibrinogen
a lipoproteiny. Proteiny, které jsou syntetizovany v mocovych cestach, se mohou v moci
vyskytovat pii fyziologické proteinurii, jejich zvySené mnozstvi vV moc¢i muize byt
znakem zanétlivych, krvacivych ¢i nddorovych onemocnéni mocovych cest (Racek et

al., 1999; Tesar et al., 2006).
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2.2.2 Diagnostika proteinii v mo¢i

Priikaz a semikvantitativni analyzu proteinii v moci lze uskuteCnit zakalovou reakci
nebo pomoci detekénich prouzkl. Prikaz zakalovou reakci spociva v denaturaci
proteind kyselinou a vytvotreni zakalu, jehoz mnozstvi je vizudlné ¢i turbidimetricky
hodnoceno. Pro srazeni se nejéastéji pouziva kyselina sulfosalicylova. Po vytvofeni
kalibraéni pfimky, Ize odeéist koncentraci celkovych proteini v moéi, stejné jako
u kolorimetrickych metod. Pro stanoveni proteinti v moci se vyuziva barviva Coomassie
briliantové modfi, pyrogallolové Cervené nebo biuretového ¢inidla a méfi se absorbance
barevného komplexu (Novak, 2002).

Stanoveni mocovych proteinit detekénimi prouzky je levny test provadény rutinné
Vv klinické praxi. Vyhodou je soucasné stanoveni dal$ich parametrti mo¢i. Test obvykle
vyuziva kolorimetrické reakce mezi proteinem a tetrabromfenolovou modfi. Intenzita
zbarveni odpovida koncentraci proteinti (Naderi a Reilly, 2008). Principem stanoveni je
reakce aminoskupin protein S indikdtorem, v jejim disledku dochdzi k posunu pH
a zmén¢ zbarveni v misté indikatoru. Detekcni prouzek dokaze stanovit 100 % mnoZzstvi
albuminu v moci, avsak ostatni proteiny jsou podhodnoceny. Vysledek je tedy tim
spravnéjsi, ¢im veEtsi je podil albuminu na proteinurii (Tesat et al., 2006).

Jelikoz zminéné metody jen hrubé odhaduji koncentraci proteinti v moci a vysledky
jsou zkresleny bilanci tekutin, moznou alternativou stanoveni ztrat proteind je sbér moci
za 24 hodin. Uplnost sbéru Ize hodnotit podle exkrece kreatininu. Pesn&jsi variantou
muze byt stanoveni poméru U-prot/U-Cr. Pomér 0,2 odpovida 0,2 g proteint
vylouéenych za den (Carroll a Temte, 2000; Tesaf et al., 2006).

Nékdy je nutné stanovit koncentrace jednotlivych proteini z plasmy, protoZe stejna
koncentrace albuminu ma rizny vyznam podle pfitomnosti a koncentraci jinych
proteini. Vzdjemné poméry koncentraci tzv. indikatorovych proteini mohou
poukazovat na urcité patologické stavy. Kvalitativni analyzu proteinurie umoziuje
elektroforéza (Tesat et al., 2006).

Elektroforéza mocovych proteint se provadi zejména s cilem detekovat kappa nebo
lambda lehké fetézce imunoglobini (Bence-Jonesiv protein), které se v moci objevuji
pfi mnohoCetném myelomu a které nejsou v mnoha piipadech detegovany
elektroforézou sérovych proteinii. Na zdkladé elektroferogramu Ize navic rozliSit

glomerularni a tubularni proteinurii (Firkin, 2009; Jenkins, 2009).
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2.3 ldentifikace v proteomice
Proteomem je myslen soubor proteinit v daném organismu, tkani ¢i bunécné kulture,
ktery je tvofen za urcitych definovanych podminek. Proteomika se zabyva analyzou
tohoto souboru (Lovri¢, 2011). Odvétvi proteomiky, jehoz hlavnim cilem je
identifikace, charakterizace ¢i zaclenéni proteinu do biochemické drahy se nazyva
klasickd, nebo také expresni proteomika. Oproti tomu funkéni proteomika studuje
terciarni strukturu proteini nebo protein-proteinové interakce. ldentifikace probiha
pfifazenim hmotnostné-spektrometrickych dat k sekvencim z databaze na zakladé
pravdépodobné shody. Proto je nezbytna tvorba proteinovych map a databazi
(Westermeier et al., 2008).

Nejvetsi vyznam ma identifikace v diferenéni proteomice. Tento pfistup umoziiuje
vzajemné porovnani sady proteini ve vzorcich, které jsou podobné, ale uréitym
zpusobem se lisi. Ptikladem muzZe byt srovnani materialu organismu normalniho
a nemocného, nemocného a lé¢eného nebo divokého kmene a mutantu. Experiment
muze byt navrzen pro hledani urcitych proteini nebo jako kvalitativni ¢i kvantitativni
analyza, co nejvétsiho poctu proteind (Monteoliva a Albar, 2004; Lovri¢, 2011).
V soucasné dobé se diferencni proteomika vyuZziva zejména ve vyzkumu molekularnich
mechanismu chorob (Dong et al., 2015; Yang et al., 2015), vyvoji vakcin (Sharma et
al., 2015) a Ié¢iv (Chiu et al., 2015), ke sledovani odpovédi na 1é¢bu (Chang et al.,
2015). Velké tsili je vynakladano na nalezeni vhodnych markerovych proteind chorob
(Cordeiro etal., 2015; Park et al., 2015) Tento pfistup také pomaha sledovat vliv
vnéjSich podminek na organismus, tim pfispiva k pochopeni fyziologie organismu
aV pfipad¢ rostlin muze vést ke zdokonaleni produkce biomasy (lgbal et al., 2014;
Parkash et al., 2014).

2.3.1 Strategie analyzy

K identifikaci proteinli ve vzorku pomoci hmotnostni spektrometrie lze pfistupovat
dvéma obecnymi zpiisoby. ,,Bottom-up“ ptistup predstavuje cestu identifikace od
peptidu k proteinu. Protein je po separaci proteolyticky s§tépen, trypsinem (EC 3.4.21.4)
nebo jinou specifickou proteasou, peptidy jsou poté analyzovany hmotnostni
spektrometrii (MS) nebo tandemovou hmotnostni spektrometrii (MS/MS). Pokud je
,bottom-up* pfistup aplikovan na smés proteinii bez separace, hovoii se o ,,shotgun*

proteomice. Oproti tomu ,top-down® pfistup eliminuje pouziti proteasy a piimo
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analyzuje proteiny na zakladé fragmentace v hmotnostnim spektrometru (Obr. 5)
(Zhang et al., 2013; Kelleher et al., 2014).

V piipadé ,bottom-up® analyzy je =ziskana proteinova smés obvykle nejprve
separovana polyakrylamidovou gelovou elektroforézou v piitomnosti dodecylsiranu
sodného (SDS-PAGE), nasleduje proteolytické Stépeni v gelu a ziskané peptidy jsou
separovany kapalinovou chromatografii na obracené fazi spojené s MS. U , top-down*
pristupu jsou analyzovany neSt€pené proteiny, komplexnost vzorku je tedy mensi nez
u ,,bottom-up* ptistupu a jsou zachovany vSechny informace tykajici se intaktniho stavu
proteinii  v¢etné posttranslacnich modifikaci (PTM) a zmén v sekvenci proteinu
vzniklych v diisledku mutaci nebo alternativniho sestfihu mRNA, které jsou pfic¢inou
netplné nebo nejednoznaéné identifikace ,,bottom-up* metodou. Studie vyuzivajici
Htop-down® piistup se obvykle zaméfuji na analyzu malého poctu proteinii nebo
urcitého proteinu ziskaného afinitni chromatografii (Tran et al., 2011; Gregorich et al.,
2014), nebot’ nezbytna frakcionace intaktnich proteint zistava stale vyzvou (Xiu et al.,
2014). AvSak pomoci multidimenzionalnich separa¢nich technik bylo mozné
identifikovat i pies 1000 proteinti z komplexni smési (Tran et al., 2011). ,, Top-down*
pfistup ma sva omezeni, kterd vyplyvaji z hor$i frakcionace, ionizace a fragmentace
proteint  oproti peptidim. Kombinaci ,bottom-up“ a ,top-down* pfistupu je
»middle-down* piistup, u kterého jsou pomoci §tépeni specifickou proteasou ziskany
vétsi peptidy, a jsou tak zachovany vyhody ,.top-down“ metody, jako je moznost
rozliSeni isoforem a detekce PTM (Wu et al., 2012; Zhang et al., 2013).

Peptidy vznilklé
LC- MS/MS <= proteolytickym ™= __ ™= ___ ==
Stépenim

A "Bottom-up"'

piistup
PTI
Linearni N | C
protem
"Top-down'
pristup
PTI v
Intaktni
proteinovy ion +
— I
Fragmentove FEEM -
ionty |

Obr. 5 Schéma ,bottom-up“ a ,,top-down* pfistupu v proteomice (pfevzato a upraveno dle
Wehr, 2006).
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2.3.2 Separace v proteomice

Detekce vSech proteint pfitomnych v komplexnim vzorku je obtizna. Proteiny piitomné
ve vice kopiich potlacuji detekci méné zastoupenych, pficemz pravée tyto je obvykle
snaha dokazat. Hojné¢ zastoupené proteiny mohou byt ze vzorku odstranény
imunoafinitné, avSak je mozné, Ze jiné proteiny jsou na n¢ navazany a byly by také
odstranény ze vzorku. V kazdém ptipad¢ je vhodné provést frakcionaci vzorku jednou
nebo kombinaci vice metod (Camerini a Mauri, 2015).

Proteomickd analyza tradi¢né¢ zahrnovala elektroforetickou separaci intaktnich
proteint i proteinovych komplext. VSak v posledni dobé jsou vice vyvijeny pfistupy,
které nevyuzivaji déleni v gelu pii separaci proteinii nebo dokonce vynechévaji
proteinovou Separaci uplné a zaméfuji se na produkci a separaci peptidi pomoci
,.gel-free technik, neboli bez vyuziti gelu (GEF). Gelova separace proteint ¢i peptidi,
,»gel-based” separace (GB), se vyuziva nejvice v ,bottom-up“ analyze. GEF mohou
dopliiovat GB techniky nebo mohou zajiStovat rozdéleni smési samostatné. GEF

metody jsou vyuzivany v ,,bottom-up* i ,,top-down* analyze (Lovri¢, 2011).

2.3.2.1 Metody vyuzivajici separaci v gelu

Pro separaci proteind v gelu se typicky pouziva SDS-PAGE, ktera proteiny rozdéluje na
zékladé jejich velikosti (odpovidajici molekulové hmotnosti) za denatura¢nich
podminek. V ptipadé¢ velkého mnozstvi proteini ve vzorku, nemda tato metoda
dostatecnou rozliSovaci schopnost. Pro komplexnéjsi vzorky je vhodné zvolit
dvourozmérnou gelovou elektroforézu (2-DE), kdy SDS-PAGE ptedchazi v prvnim
rozméru isoelektrickd fokusace (IEF), kterd separuje proteiny podle jejich
isoelektrického bodu. Pomoci 2-DE mohou byt rozliSeny rizné isoformy proteinu nebo
rizné PTM stejného proteinu (Camerini a Mauri, 2015). Alternativou 2-DE je
dvourozmérna diferencni gelova elektroforéza (2-D DIGE). Vyhodou je vyrazné snizeni
variability v disledku separace dvou az tii proteinovych vzorki v jednom gelu. Vzorky
jsou znaceny fluorescencnimi barvivy Cy2, Cy3 a Cy5. Jednd se o derivaty
N-hydroxysukcinimidu, které vytvareji kovalentni vazbu s e-aminoskupinou, pficemz
neovliviiuji mobilitu proteini na 2-D gelu. Pomoci Cy2 muze byt znafen interni
standard, ktery je pfidan do kazdého gelu a umoznuje automatickou softwarovou
kvantifikaci. Metodou 2-D DIGE lze detegovat i 1 ng proteinu (Monteoliva a Albar,
2004). Oproti tomu nejpouzivanéjsi metoda barveni Coomassie briliantovou modfi

deteguje 25 ng vétSiny proteind, v nékterych piipadech i 8 ng proteinu, avSak je to
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metoda levnd, snadnd a umoznuje relativni kvantifikaci. Barvivo se vaze na hydrofobni
zbytky aminokyselin a udé€luje proteinu modrou barvu. Proteiny Ize kompletné odbarvit
a analyzovat hmotnostni spektrometrii. Nejcitlivéjsi kolorimetrickou metodou pro
detekci proteini je barveni stiibrem. Stiibrné ionty reaguji s karboxylovou
a sulfhydrylovou funk¢ni skupinou, aminoskupinou a imidazolovym kruhem za vzniku
stiibra. Stfibrnym barvenim Ize detekovat az 0,5 ng proteinu, avsak je nutné stiibro
z gelu pred MS analyzou odstranit. Stejné citlivosti dosahuje barveni zine¢natymi ionty
v komplexu s imidazolem. Tento komplex vytvaii ve vSech ¢astech gelu, kromé oblasti,
ve kterych se nachazeji proteiny saturované dodecylsiranem sodnym (SDS), bilou
srazeninu. Zbarveni je mozné snadno odstranit, a metoda je tak kompatibilni s MS
analyzou (Baggerman et al., 2005; Thermofisher.com).

Pro studium proteinovych komplexii je tfeba proteiny separovat za nativnich
podminek. Schigger a von Jagow vyvinuli metodu ,,blue native PAGE* (BN-PAGE)
pro separaci mitochondridlnich komplexti podilejicich se na oxidativni fosforylaci.
Usporadani experimentu je stejné jako u SDS-PAGE. Pro udéleni ndboje a zvySeni
rozpustnosti membranovych proteint se pouziva barvivo Coomassie Brilliant Blue
G-250 (Schagger a von Jagow, 1991; Abdallah et al., 2012). Proteinové komplexy
mohou byt z gelu ziskdny nativni extrakci ¢i nativnim elektroblottingem. Nebo muize
nasledovat druhy rozmér separace v podobé SDS-PAGE, BN-PAGE nebo IEF
nasledovana SDS-PAGE (Wittig et al., 2006) Byla také popsana BN-PAGE s nizkou
koncentraci SDS pro Setrnou destabilizaci proteinovych komplexl. Separace takto
ziskanych podjednotek umozZnuje ziskat informace o vnitini struktufe velkych
proteinovych komplext (Klodmann et al., 2011).

GB ptistup k separaci proteint ¢i peptidu je sice levnéjsi nez GEF ptistup, ma ale
jistd uskali. Témi jsou Spatnd rozpustnost membranovych proteini za podminek
vhodnych pro IEF, diskriminace malo zastoupenych proteini ve smési, hor$i rozliSeni
siln¢ alkalickych proteinti a Spatna separace proteint o vétsi molekulové hmotnosti nez
250 kDa. ReSenim je zdokonalovani stivajicich GB metod nebo doplnéni GEF
metodami (Chevalier, 2010).

2.3.2.2 Metody bez separace v gelu
Identifikace proteini pomoci GEF pfistupu zahrnuje separaci peptidi a soucasné
,,on-line* nebo ,,off-line* MS/MS analyzu (Camerini a Mauri, 2015). Pro GEF separace

je v proteomice hojné vyuzivana kapalinova chromatografie na reverzni fazi (RPLC)
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dale chromatografie vylu¢ovaci (SEC) nebo iontové vyménna (IEC), afinitni
chromatografie (AC), chromatofokusace, ¢i kombinace téchto metod oznacovana jako
technologie multidimensionalni proteinové identifikace (MudPIT) (Jafari et al., 2012).
Soucéasti MudPIT byva casto také kapilarni elektroforéza (CE). CE ma vysokou
rozliSovaci schopnost a mize byt pfimo spojena s MS (Camerini a Mauri, 2015).

RPLC je nejlepsi chromatograficka separacni technologie peptidi a proteinti CO se
tyCe robustnosti, kapacity, dynamického rozsahu, rozliSeni a reprodukovatelnosti
(Lovri¢, 2011). Peptidy jsou separovany podle jejich hydrofobnosti. Separace je
zalozena na rozdélovacim koeficientu analytu mezi nepolérni stacionarni fazi a polarni
mobilni fazi, jejiz hydrofobnost v pribéhu analyzy stoupa a zadrzované peptidy
postupné piestupuji do mobilni faze (Obr. 6) (Abdallah et al., 2012). Stacionarni faze je,
stejné jako v piipadé SEC a IEC, tvofena inertnimi ¢asteckami. U RPLC je povrch
CasteCek pokryt alifatickymi fetézci obvykle C8 — C18. Hydrofobni Casti proteinti
a peptidu interaguji s alifatickymi fetézci a tyto interakce zdrzuji peptidy ¢i proteiny
Vv kolong. IEC nemuze byt kvili pfitomnosti iontd pfimo spojena s MS, avSak byva
vyuzivana jako piedseparacni krok RPLC. Stacionarni fazi IEC jsou inertni ¢astecky
s imobilizovanym nabojem. V proteomice se obvykle jedna o silné katexy (Lovric,
2011). Negativni funkéni skupiny stacionarni faze atakuji kladné nabité peptidy pii pH
niz§im nez je jejich isoelektricky bod. ZvySovadnim koncentrace soli jsou peptidy
separovany podle naboje, zatimco postupnym zvySovanim pH jsou separovany podle
isoelektrického bodu a jedna se o chromatofokusaci (Abdallah et al., 2012; Guo et al.,
2014). Eluce mize probihat gradientové nebo krokové. Krokova eluce je Casto volena

pfi dvourozmérné chromatografii, kdy je kazda frakce néasledné separovana RPLC.

Poiatetni Adsorpce Zatatek Konec Regenerace
podminky analyti desorpce desorpce

OaAaO

AOA

FANVANFAN

Obr. 6 Schéma znazorfiujici princip RPLC. Trojuhelnik pfedstavuje vice polarni peptid, étverec
predstavuje méné polarni peptid (pfevzato a upraveno dle Wolfson.huji.ac.il).
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SEC je vyuzivana k separaci proteinii za nativnich nebo denaturujicich podminek.
Obvykle je nasledovéana jinymi separaénimi metodami. Castecky stacionarni faze
obsahuji pory, kterymi prochazi pouze malé proteiny, a proto jsou zpozdény oproti
vétsim proteinim. SEC je vhodna pro odsoleni vzorku ¢i vyménu pufru (Lovrié¢, 2011).
Separaci proteinti a peptidi na zdkladé specifické interakce s imobilizovanym
ligandem umoziiuje AC. Je vyuzivana zejména pro zjednoduseni vzorku
a prekoncentraci analytu pted 2-DE, mtize byt souc¢asti MudPIT, v mnoha ptipadech je
aplikovana pted MS analyzu bez piedchoziho déleni gelovou elektroforézou. AC je
vhodna pro studium protein-proteinovych komplexti a PTM, k lokalizaci buné¢nych
komplext (Lee a Lee, 2004). Varianta AC s imobilizovanym kovovym iontem je
vyuzivana pro purifikaci nativnich proteind, proteini modifikovanych histidinovou
kotvou (produkty genového inzenyrstvi) a zejména fosfoproteini (Wang et al., 2013).
Ke GEF proteomice se mohou fadit také proteinové Cipy. Metoda je zalozena na
rozpoznani specifické protilatky imobilizované na desti¢ce proteinem. Vyhodou této
metody je, Ze mize probihat analyza vice vzorkl soucasné a Setii tak Cas, metoda je
citliva a vyzaduje malé mnoZzstvi vzorku. Na druhou stranu nebere v potaz mozné PTM
proteint a je tieba znat proteiny, které jsou zkoumany. Proto je tento pfistup vhodny pro

klinickou diagnostiku (Camerini a Mauri, 2015).

2.3.3 Hmotnostni spektrometrie v proteomice
Identifikace proteint je zalozena na skute€nosti, Ze vétSina peptidovych sekvenci o Sesti
a vice aminokyselinach je do zna¢né miry jedine¢na V proteomu urcitého organismu.
Vyjimkou jsou peptidy pochazejici z konzervovanych oblasti ptibuznych proteint. Je-li
mozné ziskat sekvence nékolika peptidii jednoho genového produktu, zvySuje se
validita pfifazeni ke genovému produktu z databaze. Pro identifikaci proteinu je tedy
dilezité jeho pirevedeni na peptidy, zisk sekvenci peptidi a nalezeni odpovidajici
v databazi proteinovych sekvenci. To je mozné po spravném zméfeni hodnot m/z
peptidi (Liebler, 2002).

V top-down* proteomice je purifikovany protein analyzovan hmotnostnim
spektrometrem s vysokym rozliSenim a proteinové ionty jsou fragmentovany piimo
vV hmotnostnim analyzatoru. V ,,bottom-up* proteomice je peptidova smés analyzovana
MS nebo MS/MS. Analyze Casto ptedchazi separacni krok (Lovri¢, 2011).

Proteiny mohou byt identifikovany metodou peptidového mapovani (,,peptide mass

fingerprinting®, PMF) Pokud je protein §tépen znamym zpisobem, hmotnosti vzniklych
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peptidt tvofi typicky vzor neboli otisk prstu v hmotnostnim spektru. Stejnym zptisobem
muze byt teoreticky Stépen kazdy protein pfitomny v databdzi. Identifikace probiha
porovnavanim méfenych spekter s teoretickymi spektry odvozenymi od databazovych
sekvenci pifi znalosti principu $tépeni proteinu (Henzel et al., 2003) Nejuzivangjsi
webové nastroje k tomu slouzici jsou Aldente, Mascot, MS-Fit a Profound. Identifikace
muze byt ztizena neocekdvanymi posttranslaénimi nebo chemickymi modifikacemi,
variantami sestfihu, individualnimi zménami v sekvenci nebo nepfitomnosti proteinu
v databazi (McHugh a Arthur, 2008). Pro u¢el PMF jsou obvykle izolovany jednotlivé
proteiny, které jsou proteolyticky $tépeny, a nasleduje MS analyza. Velmi komplexni
proteinové smési jsou po proteolytickém Sté€peni podrobeny MS/MS analyze, ktera
umoznuje identifikaci jednotlivych peptidi na zakladé uréené sekvence (Lovri¢, 2011).
Soubor identifikovanych peptidi je poté vyuZzit k posouzeni o jaky protein se jedna.
Obvykly postup experimentu, ktery vyuziva MS/MS data pro identifikaci proteind je
znazornén na Obr. 7 (Cottrell, 2011).
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Obr. 7 Schéma znazoriujici typicky experimentalni postup pfti identifikaci a charakterizaci
proteinu s vyuzitim MS/MS dat (pievzato a upraveno dle Cottrell, 2011).

31



Jeden z pftistupti pro identifikaci peptidd pomoci MS/MS dat je ,,sequence tag‘.
Umoznuje identifikaci z MS/MS spekter, ktera jsou nekompletni, komplexni nebo
Spatné Citelna. Takova spektra obsahuji kratké snadno identifikovatelné iontové série, ze
kterych 1ze odvodit sekvenci o tfech az Ctyfech aminokyselinach, ktera slouzi jako
vychozi bod pro interpretaci. V piipadé, ze jsou doplnény dalsi informace jako
hmotnost peptidu, hodnoty hmotnosti fragmenti, které obklopuji zndmou sekvenci
a specificnost pouzitého enzymu, Ize peptid jednoznacné identifikovat (Mann a Wilm,
1994; Cottrell, 2011). Pokud se protein nenachazi v databazi, mize byt sekvencovan
,»de novo®. Z MS/MS spekter jsou ¢teny celé peptidové sekvence. Hlavni mySlenkou je
najit nejdelsi moznou peptidovou sekvenci, ktera nejlépe odpovida experimentalnimu
spektru (Wang a Wilson, 2013). NejrozsifengjSim zplsobem identifikace je
prohleddvani neinterpretovanych MS/MS dat proti databazi.

Spektra fragmentovanych peptidi spolu s informaci o molekulové hmotnosti peptidu
jsou vyuzity pro vyhledavani v databazi. Nejpopularn€jSimi prohledavacimi néstroji
jsou Mascot a Sequest (McHugh a Arthur, 2008).

Existuji dvé hlavni tlozisté pro databaze sekvenci. Prvni spravuje Narodni centrum
pro biotechnologickou informaci (NCBI) v USA a druhé Evropsky bioinformaticky
institut (EBI). VSechny prohledavaci nastroje jsou schopné vyhledavat v databazich
proteinovych sekvenci, nckteré¢ také v DNA nebo ,.expressed sequence tag* (EST)
databazich. Velmi kvalitni proteinovou databazi je Swiss-Prot. Obsahuje neopakujici se
sekvence, tedy shodnou sekvenci pro vice variant proteinu, takze vysledkem muze byt
mén¢ identifikaci, nez je tomu u databazi komplexnich. AvSak prohledavani je rychlejsi.
Pro méné charakterizované organismy je lepSi pouZiti databazi komplexnich jako
NCBInr nebo UniRefl00. V piipadé¢ netspésné identifikace je mozné vyzit EST
databaze, naptiklad EMBL EST divisions. Béhem prohledavani jsou DNA sekvence
¢teny ve vSech Sesti €tecich ramcich. Je vhodné je zvolit pfi studiu organismu, které

nejsou zastoupeny v proteinovych databazich (Cottrell, 2011; Matrixscience.com).

2.3.4 Identifikace biomarkeri metodami hmotnostni spektrometrie
Biomarker je latka ¢asto detekovatelna ve vy$$im mnozstvi v krvi, moc¢i, mozkomis$nim
moku ¢i tkdni u pacientli s uritou chorobou. Choroba miize byt doprovazena zménami
v methylaci DNA, polymorfismem jednoho nukleotidu, zménami v hladiné mRNA,
proteinu nebo metabolitu. Hledani biomarkert pomoci MS je zalozeno na studiu

proteinovych zmén. Vzorek patologické skupiny je porovnavan se vzorkem normalni,
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kontrolni skupiny scilem wurcit rozdily v proteinovém =zastoupeni a detekovat
pravdépodobny biomarker (Veenstra a Yates, 2006).

Pro identifikaci biomarkeri metodami MS se obvykle uziva strategie zaloZzena na
separaci, poté nasleduje MS detekce a identifikace, napiiklad 2-DE-MS, LC-MS,
CE-MS. Analyza probiha si bez pfedchoziho S§tépeni proteini, pouziva se ionizace
elektrosprejem (ESI) i ionizace laserem za ucasti matrice (MALDI) a rizné typy
analyzatoru (Veenstra a Yates, 2006; Tessitore et al., 2013). Kromé zminénych technik
se ve vyzkumu biomarkerti vyrazn¢ uplatnila metoda vyuzivajici desorpci analytu
z obohaceného povrchu (SELDI) v kombinaci s analyzatorem doby letu (TOF).
Vyuziva se proteinového Cipu, jehoz povrch je upraven tak, aby byly ze vzorku
zachyceny jen urcité proteiny. Tyto jsou pak analyzovany MS. Vyhodou této metody je,
Ze umoziuje analyzu stovek vzorki v relativné kratkém ¢ase, nevyhodou je nemoznost
méfit MS/MS  spektra. ReSenim je kombinace SELDI ionizace s hybridnim
kvadrupol-TOF analyzatorem (Isaaq et al., 2002; Veenstra a Yates, 2006). Dalsi
metoda, ktera umoziuje relativné rychlou analyzu, vyuziva zachyceni peptidi na
magnetické kulicky, jejichz povrch je také specialné upraven. Vyhodou je moznost
identifikace ruznymi TOF-MS instrumenty (Veenstra a Yates, 2006). Schopnost
analyzovat nativni material bez ptedchozi frakcionace je vyhodou zobrazovaci
hmotnostni spektrometrie (IMS). Kromé identifikace mohou byt vytvofeny mapy
vyskytu proteinu o uréité hodnot¢ m/z ve tkani. IMS vyuziva instrumentaci
MALDI-MS. Tkan je zmrazena a krajena na tenké platky. Poté je umisténa na desticku
a vysuSena. Nasleduje aplikace matrice a MS analyza (Veenstra a Yates, 2006;

McDonnell a Heeren, 2007).
2.4 Identifikace proteini v mo¢i

2.4.1 Mo¢ jako zdroj markerovych proteint

Moc¢ je pro klinické ucely vyuzivana stovky let. Oproti ostatnim télesnym tekutinam
muze byt odebirdna neinvazivné v relativné velkém objemu i n€kolikrat za den, pficemz
neni tfeba Skoleného persondlu. Miize byt tak vyuzivana pro monitorovani postupu
nemoci nebo odpovédi na 1écbu. Dalsi vyhodou moci je, Ze se jedna o velmi stabilni
télesnou tekutinu. Muze byt skladovana nekolik let pfi -20 °C nebo tf1 dny pii 4°C
I opakovan¢ zmrazovana a mocovy proteom se v podstaté nezméni (Rodriguez-Suarez

etal., 2014).
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Proteiny, které se v moci vyskytuji, pochdzi bud’ z mocového systému, nebo
z plasmy. Mohou tak zprostiedkovavat informace nejen o ledvindch a mocovém traktu,
ale také o vzdalenych organech (Olszowy a Buszewski, 2014).

Hlavni charakteristikou biomarkeru je zména v jeho vyskytu ¢i kvantité v souvislosti
s fyziologickym nebo patofyziologickym procesem. V moc¢i je mozné tuto zménu
zaznamenat a akumulovat, a je tak vhodnym zdrojem biomarkerii. Oproti tomu
Vv plasm¢é¢ mohou byt zmény potlaceny homeostatickou regulaci. Vysledky studie Li
et al., 2014 prokazuji, ze kvantitativni zmény proteint lze citlivéji detekovat v moci nez
v plasmé. Existuji vSak vyjimky. Napftiklad biomarkery akutnich onemocnéni, jako je
nekrotizujici pankreatitida nebo infarkt myokardu, jsou vylu¢ovany do krve ve velkém
mnozstvi v kratkém Casovém useku a je lepsi detekovat je v plasmé (Gao, 2013; Li et
al., 2014).

Proteomickd analyza moci se potyka s piekdzkami, jako jsou nizkd koncentrace
celkovych proteinli v moci, vysoka koncentrace soli a jinych slozek, které brani separaci
proteint a vysoka dynamika ve slozeni moc¢i mezi jednotlivymi odbéry (Kalantari et al.,
2015). Mocovy proteom je ovlivnén pohlavim, veékem, zivotnim stylem, ale také
aktualnimi fyziologickymi faktory. Naptiklad zadrzovani sodiku a vody, koufeni,
podavani diuretik a antikoagulantd. Takové faktory mohou pfispivat ke zménam

mocového proteomu a negativné ovliviiovat analyzu (Zhao et al., 2015).

2.4.2 Analyza mocového proteomu

Po dlouha léta se predpokladalo, Ze mo¢ neobsahuje dostate€né mnoZstvi peptidil pro
kvalitativni nebo kvantitativni analyzu. K rozvoji v oblasti analyzy mocového proteomu
doslo na zacatku 21. stoleti s vyuZitim MS metod (Olszowy a Buszewski, 2014).

Pro studium mocového proteomu se vyuziva téméf vyhradné ,,bottom up* pfistupu.
Spahr et al. (2001) identifikovali 124 proteint z lyofilizované normalni mo¢i. Proteiny
byly déleny 2-DE, po $té€peni nasledovala LC-MS/MS analyza s vyuzitim hybridniho
hmotnostniho spektrometru s kvadrupdlovym analyzatorem a analyzatorem doby letu
(Q-TOF). Pieper et al. (2004) K ptipravé vzorku pouzili imunodepleci abundantnich
proteint. Identifikovali 420 proteinti pomoci MALDI-MS a LC-MS/MS s analyzatorem
iontovou pasti. Srovnani metod acetonové precipitace a ultracentrifugace pro izolaci
proteinti provedli Thongboonkerd et al. (2002). Naslednou 2-DE a MALDI-TOF MS
bylo identifikovano 28 unikatnich proteinti izolovanych acetonovou precipitaci a 19

unikatnich proteint izolovanych ultracentrifugaci. Adachi et al. (2006) identifikovali

34



1543 proteini v moci zdravych jedinci pomoci dvou hybridnich hmotnostnich
spektrometrl: linearni iontové pasti s Fourierovou transformaci a linearni iontové pasti
s orbitrapem. Prokazali tak, ze mocovy proteom je neCekan¢ komplexni a mohl by byt
uzite¢ny ve vyzkumu biomarkert. Kentsis et al. (2009) uzili mnoho frakciona¢nich
technik, a dokézali tak identifikovat az 2362 proteinii v moci. Hmotnostni spektrometr
s vysokym rozliSenim byl pouzit také ve studii Marimuthu et al. (2011), ve které bylo
identifikovano 1823. Do této doby bylo znamo nejméné 2500 riznych proteint, které
byly identifikovany v mo¢i metodami hmotnostni spektrometrie.

Zhao et al. (2015) piedpoveédél, ze potencialnimi biomarkery mohou byt s vétsi
pravdépodobnosti proteiny, které jsou stabilni slozkou mocového proteomu. Mocovy
proteom zdravého jedince lze pomysiné rozdé€lit na cast, ktera je shodnd u vSech
jedinct, a cast, kterd je do jisté miry individudlni. Pokud biomarker patii k proteiniim,
které se bézné vyskytuji v moci, je pro diagnostické ucely nutné stanovit jeho
kvantitativni zménu. Pokud se v moc¢i bézné nevyskytuje pfipadné pouze individualné,
mize byt diagnosticky hodnotné stanoveni jeho pfitomnosti ¢i absence (Molina et al.,
2011).

V minulosti byly zkoumany biomarkery ve spojeni s onemocnénim ledvin:
diabetickou nefropatii, IgA nefropatii, akutnim poSkozenim ledvin, urolitiasou,
lupusovou nefritidou obstrukci ledvin, vezikoureteralnim refluxem, odmitnutim
transplantované ledviny a dal$imi. Byly také ureny markerové proteiny rakoviny
mocového méchyte a prostaty a také nékterych vaskularnich chorob (Wu et al., 2010;
Rodriguez-Suarez et al., 2014)

Pro zavedeni biomarkeru do klinické praxe je nutna jeho validace. V minulosti se
hmotnostné-spektrometricka zjisténi validovala pomoci imunochemickych testi jako
ELISA nebo western blotting. Alternativou je uziti techniky CE-MS, ktera je rychla,
robustni, citliva s dobrou reprodukovatelnosti a relativné levna (Rodriguez-Suarez et al.,

2014).

35



3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1 Material a metody

3.1.1 Pouzité chemikalie

2-jodacetamid (Sigma-Chemie, Némecko); 2-propanol (Merck, Némecko); aceton
(Merck, Némecko); acetonitril (ACN, Merck, Némecko); akrylamid/bisakrylamid
(Sigma-Aldrich, USA); p-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko); Coomassie
briliantova modif R-250 (Bio-Rad, USA); dihydrogenfosforecnan amonny
(Sigma-Aldrich, Némecko); dithiotreitol (Bio-Rad, USA); dodecylsiran sodny (SDS,
Serva, Némecko); endoproteasa Glu-C (Sigma-Aldrich, USA); glycin (Sigma-Aldrich,
Némecko);  hydrogenuhli¢itan amonny (AmBic, Sigma-Aldrich, USA); chlorid
hote¢naty (Fluka, Svycarsko); kyselina octova (Merck, Némecko); Kkyselina
a-kyano-4-hydroxyskoticova (CHCA, Bruker Daltonik, Némecko); kyselina mravenci
(Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina octova (Sigma-Aldrich, Némecko); kyselina
trifluoroctova (TFA; Merck, Némecko); Laemmliho vzorkovy pufr, 2x koncentrovany
(Sigma-Aldrich, USA); methanol (Merck, Némecko); mocovina (Sigma-Aldrich, USA);
N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin (TEMED, Merck, Némecko); Peptide Calibration
Standard 1T (Bruker Daltonik, Némecko); peroxodisiran amonny (Fluka, Svycarsko);
standard pro IEF, IEF mix 3,6-9,3 (Sigma-Aldrich, USA); standard pro SDS-PAGE,
Low Range (Bio-Rad, USA); Tris-HCI (MP Biomedicals, Francie); Triton X-100
(Sigma-Aldrich, USA); trypsin rafinosovany, pfipravil Prof. Mgr. Marek Sebela, Dr.,
CRH PiF UP.

3.1.2 Pouzité pristroje a pomiicky

Analytickd kolona, 7 pm x 150 mm, plnéna ¢asticemi Acclaim PepMapl100 C18
o velikosti 2 um (Thermo Fisher Scientific, USA); centrifuga 5430R (Eppendorf,
Némecko); centrifuga Spectrafuge Mini (Labnet, Korea); centrifuga¢ni kyvety 250 ml,;
dialysacni celulosova membrana 43 mm (Sigma-Aldrich, USA); digestor M 1500
(Merci, CR); digitalni piedvazky Pioneer (Ohaus, USA); elektromagnetickd michacka
C-MAG HS4 (IKA, Némecko); drzak na MALDI desticku MTP target frame IlI
(Bruker  Daltonik, Némecko); hmotnostni  spektrometr ~MALDI-TOF/TOF
Ultraflextreme (Bruker Daltonik, Némecko); hmotnostni spektrometr maXis UHR-Q-
TOF (Bruker Daltonik, Némecko); kapalinovy chromatograf Dionex Ultimate 3000
RSLC-nano liquid chromatograph (Thermo Fisher Scientific, USA) koncentrator
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vakuovy Concentrator Plus (Eppendorf, Némecko); MALDI desticka MTP AnchorChip
800-384 TF (Bruker Daltonik, Némecko); laminarni box (Faster, Italie);
mikrostiikac¢ka, 1 ml (Hamilton, USA); pipetové Spicky ZipTip C18 (Merck Millipore,
USA); ptedkolona Nano Trap, 100 um x 20 mm, plnéna ¢asticemi Acclaim PepMap100
C18 o velikosti 5 pm (Thermo Fisher Scientific, USA); ptedkolona, 75 pm x 30 mm,
plnéna casticemi Reprosil GOLD 300 C18 o velikosti 5 um (Dr. Maisch, Némecko)
sbéra¢ proteinovych frakci Proteineer FCII (Bruker Daltonik, Némecko); skener Umax
U9908-HARO (Amersham Biosciences Corp., USA); termoblok Thermostat Plus
(Eppendorf, Némecko); termostatovana tiepacka Thermomixer Comfort (Eppendorf,
Némecko); tfepacka KS 130 (IKA, Némecko); tiepacka vifiva Vortex Genius 3 (IKA,
Némecko); ultrazvukova Cisticka K-5LM (Kraintek, Slovensko); vialky se zavitem,
1 ml (Waters, USA); vyvéva Laboport (KNF, USA); zdroj pro elektroforézu EPS 600
(Pharmacia Biotech, Svédsko)

3.1.3 Biologicky material
Pro experimenty byla pouZita mo¢ samct laboratornich potkanti Sprague Dawley.
Zvitata byla chovana v metabolickych klecich na Univerzité Bicocca v Mildnu, kde byla
podrobena zakrokiim a sbéru moci. K dispozici byly vzorky moc¢i prvniho odbéru:
jednalo o sbér moci jeden tyden pfed RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné
RD. Zvitata podstoupila anestezii, laparotomii a denervaci. V piipadé faleSné denervace
podstoupila stejny zékrok, ale sympatické nervy nebyly pteruseny. Dale byl k dispozici
druhy odbér moci. Jednalo se o vzorky moc¢i odebrané jeden mésic po RD ¢i faleSné
Ve vsech pfipadech byla moc¢ sbirdna po 24 hodin, poté centrifugovana (1200 g,
4 °C, 15 min) pro odstranéni necistot. Vzorky byly skladovany v objemu 8 - 12 ml pfi
teploté -20 °C.

3.1.4 Metody

3.1.4.1 Dialyza moci

Pro odstranéni soli z moci pfed srazenim proteinti byla provedena dialyza. Celulosova
dialyza¢ni membrana byla smacena v deionizované vodé po 30 min. Poté byl nékolikrat
promyt jeji vnitini prostor deionizovanou vodou. Po aplikaci moc¢i byla membrana

uzaviena svorkami a zavéSena za okraj kadinky, ve které byl piipraven 50 mmol-1*
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roztok AmBic. Objem tohoto roztoku byl asi 100 krat vétsi nez objem dialyzované

moci. Roztok byl po Sesti hodinach vyménén a dialyza pak probihala jesté pies noc.

3.1.4.2 Srazeni proteinii z moci
Moc ¢i dialyzovana byla srazena vychlazenym acetonem (-20 °C). Ke vzorkim moci
byl pfidan aceton v objemovém poméru 1:4 (moc:aceton). Vzorky byly ponechany pfi

-20 °C 24 hodin. Poté centrifugovany (10000 g, 4 °C, 20 min).

3.1.4.3 Priprava vzorku pro SDS-PAGE a provedeni separace

Precipitat byl zvazen a rozpusStén v Laemmliho pufru 1:3,3 (w/v). Smés byla
rozpipetovana do zkumavek, ve kterych byla zahtivana 30 min na 37 °C a poté jeste
5min na 100 °C. Po vychladnuti byly vzorky zmrazeny. Pro separaci mocovych
proteinit metodou SDS-PAGE byl pouzit 4% w/v zaosttovaci a 10% w/v délici gel (9 x
5,5 cm, tloustka 1 mm pro nespojené vzorky; 13,5 X 8,5 cm, tloustka 1,5 mm pro
spojené vzorky). 10% w/v délici gel (9 x 5,5 cm) byl pfipraven smichanim 3,4 ml
akrylamidu/bis-akrylamidu (30 % T, 3,3 % C), 2,5 ml 1,5 mol-I* Tris-HCI pufru
(pH 8,8), 3,8 ml vody, 100 ul 10% w/v SDS, 15 ul TEMED, 50 ul 10% wiv
peroxodisiranu amonného. 4% w/v zaostiovaci gel byl pfipraven smichanim 650 pl
akrylamidu/bis-akrylamidu (30 % T, 3,3 % C), 1,25 ml Tris-HCI pufru (pH 6,8), 2,95
ml vody, 100 ul 10% w/v SDS, 15ul TEMED, 60 ul 10% w/v peroxodisiranu
amonného. Pro gel 13,5 X 8,5 cm bylo nutné objem roztokli zdvojnasobit. Vzorky byly
pfed nanesenim na gel zcentrifugovany (10000 g, 4 °C, 50 min). Pro separaci byl dale
pouzit elektrodovy pufr (25 mmol-I? Tris, 192 mmol-I* glycin, 0,1% w/v SDS, pH 8,3).
Separace probihala za stalého napéti 160 V (9 x 5,5 cm) nebo 150 V (13,5 x 8,5 cm).
Hotovy gel byl kratce oplachnut v deionizované vodé a poté barven roztokem
Coomassie briliantové modfi R-250. Pro odbarveni byl pouzit roztok s obsahem 7 % v/v
kyseliny octové a 5 % v/v methanolu. Odbarveny gel byl skladovan v deionizované

vode pii 4 °C.

3.1.4.4 Priprava vzorki pro denaturacni |IEF a provedeni separace
Acetonovy precipitat byl rozpustén v lyzaénim pufru (8 mol-I? mocovina, 2% Vv/iv
amfolyt, 2% v/v Triton X-100, 1% v/v p-merkaptoethanol) v poméru 1:4 (w/v)
a centrifugovan (8000 g, 20 min). Vzorek byl pfipraven smisenim 100 pl rozpusténého
precipitatu, 100 pl 50% v/v glycerolu a 10 ul amfolytu.
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Proteiny byly déleny pomoci IEF v 7,5% w/v polyakrylamidovém gelu (9 x 7,5 cm;
tloustka 1 mm) v prostiedi amfolytu pro pH gradient 3,6-9,3 (Robertson et al., 1987).
V pribéhu separace bylo zvySeno napéti. Separace probihala 30 min pii 150 V a poté
jesté 2,5 hodiny pii 200 V. Hotovy gel byl 10 min jemné tiepan v 10% v/v roztoku
kyseliny trichloroctové, poté byl na nékolik hodin pfemistén do roztoku 1% v/iv
kyseliny trichloroctové pro odstranéni amfolytti. Gel byl nasledné omyt deionizovanou
vodou abarven Coomassie briliantovou modii R-250 (0,025% w/v Coomassie

briliantova modi R-250, 40% v/v methanol, 7% v/v kyselina octova).

3.1.4.5 Priprava vzorku pro nativni IEF a provedeni separace

Acetonovy precipitat byl rozpustén v lyzacnim pufru bez mocoviny (DNAse I reakéni
pufr [200 mmol-I?* Tris, pH 8.3, 20 mmol-I? chlorid hote¢naty], 2% v/iv amfolyt, 2%
v/v Triton X-100, 1% v/v -merkaptoethanol) v poméru 1:4 (w/v) a centrifugovan (8000
g, 20 min). Vzorek byl pfipraven smisenim 100 pl rozpusténého precipitatu, 100 pl 50%
v/v glycerolu a 10 pl amfolytu.

Proteiny byly déleny pomoci IEF v 7,5% wi/v polyakrylamidovém gelu (9 x 7,5 cm;
tloustka 1 mm) v prostiedi amfolytu pro pH gradient 3,3-9,3 (Robertson et al., 1987).
V pribéhu separace bylo zvySovano napéti. Separace probihala 30 min pti 150 V,
60 min pii 200 Va 60 min pii 400 V. Hotovy gel byl omyt a barven stejné jako

Vv ptipadé denaturujici IEF.

Obr. 8 Ukazka tezani gelu se vzorkem proteini z moci separovanych SDS-PAGE. V pravém
sloupci se nachazi proteinovy vzorek, v levém sloupci proteinovy standard (shora 97,4; 66,2;
45,0; 31,0 a 21,5 kDa).
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3.1.4.6 Stépeni proteinii v gelu a extrakce peptidii

Draha separovaného vzorek v gelu byla roziezana na sedmnact po sob& jdoucich kust
(Obr. 8). Kusy gelu byly dale jednotlivé roziezany na kosti¢ky (1 mm?) a pfeneseny do
mikrozkumavky. Kosti¢ky v mikrozkumavkach byly promyty vodou, poté byly
promyvany roztokem 0,1 mol-I" AmBic/ACN 1:1 (v/v) az do odbarveni. Gelové
kousky byly nasledn¢ vysuseny nadbytkem ACN. Po odstranéni ACN byl piidan roztok
10 mmol-I** dithiotreitol/0,1 mol-I"* AmBic pro redukci proteini. Probihala inkubace pii
56 °C 30 min, poté byla kapalina odstranéna a kousky opét vysuseny ACN. VysusSené
gelové kosti¢ky byly pievrstveny roztokem 55 mmol-I? jodacetamid/0,1 mol-I"t AmBic
a inkubovany 20 min pfi pokojové teploté ve tmé. Gelové kousky byly promyty
0,1 mol-I* AmBic. Kapalina byla nahrazena ACN. Gelové kousky byly rehydratovany
v 50 pl 50 mmol-I" AmBic puftu, ktery obsahoval asi 1,5 pmol-I" rafinosovany trypsin
(Sebela et al., 2006) nebo 1,7 umol-I* endoproteasu Glu-C (EC 3.4.21.19) a ponechany
pii 4 °C. Po 40 min byla viechna kapalina odstranéna a nahrazena 50 mmol-I"t AmBic
pufrem. Mikrozkumavky byly pfemistény do termostatované tiepacky a ponechany pii
37°C pies noc pro Stépeni proteini. Pro extrakci peptidd bylo ke kapaling
v mikrozkumavkach ptidano 150 pl roztoku 0,1 mol-I? AmBic/ACN 1:1 (v/v)
aponechano pii 37 °C tfepat 30 min. Poté byl supernatant odebran do Cisté

mikrozkumavky a vysusen ve vakuovém koncentratoru.

3.1.4.7 Odsoleni peptidovych vzorku

Pro odsoleni peptidi byl odparek rozpustén v 15 pl 0,1% v/v TFA sonikaci po dobu
10 min. Samotné odsoleni bylo provedeno pomoci ZipTip CI18 pipetovych Spicek
(Merck Millipore) nasledujicim zpisobem. Sorbent byl nejprve zvlhéen 2 x 10 pl
roztoku 0,1% TFA/ACN 1:1 (v/v). Nasledn¢ byl sorbent ekvilibrovan 2 x 10 pl roztoku
0,1% TFA. Poté bylo $pickou pomalu nasavano a vypousténo 15 x 10 ul peptidového
vzorku. Spi¢ka byla promyta 5 x 10 ul roztoku 0,1% TFA. Eluce peptidi probihala
pomalym nasavanim a vypousténim roztoku 0,1% TFA/ACN 1:3 (v/v) do Cisté

mikrozkumavky. Odsolené vzorky byly vysuSeny ve vakuovém koncentratoru.

3.1.4.8 Separace peptidi hanoLC a MALDI-TOF/TOF analyza
Odparek odsolenych peptidu byl rozpustén v 15 pl 0,1% v/v TFA a sonikovan 10 min.

Roztok byl poté preveden do sklenéné vialky se zavitem o objemu 1 ml. Separace

probihala na piistroji Dionex Ultimate 3000 RSLC-nano liquid chromatograph (Thermo
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Fisher Scientific), ktery byl pfimo spojen se sbéracem peptidovych frakci Proteineer fcll
(Bruker Daltonik). Pro analyzu bylo odebrano 5 pl vzorku a davkovano na piedkolonku
Nano Trap (100 um x 20 mm) pro zakoncentrovani vzorku, prutok pii davkovani
vzorku byl 10 pl za min. Poté byl vzorek vymyt na analytickou kolonu (7 um x 150
mm) pro separaci peptidt. Prutok mobilni faze analytickou kolonou byl 300 nl za min.
Ptedkolona i analytické kolona obsahovaly ¢astice Acclaim PepMap100 C18 o velikosti
5 um respektive 2 um (Thermo Fisher Scientific). Celkovy ¢as separace byl 70 min.
Mobilni fazi A byl 0,05% vodny roztok TFA (v/v), mobilni fize B obsahovala 0,05%
TFA (v/v) v 80% ACN (v/v). Eluce peptidi byla gradientova: 0 min, 4 % B; 7 min, 4 %
B; 48 min, 60 % B; 51 min, 96 % B; 56 min, 96 % B; 59 min, 4 % B; 70 min, 4 % B
(Obr. 9). Eluat byl automaticky misen s roztokem matrice (748 pl roztoku ACN:0,1%
TFA 95:5 [v:v], 36 ul nasyceného roztoku CHCA v ACN:0,1% TFA 90:10 [v:v], 8 ul
10% [v/v] TFA, 8 ul 100 mmol-I*! dihydrogenfosfore¢nanu amonného) a davkovan na
MALDI desticku v 17-s frakcich. Jeden vzorek byl rozdélen na 120 peptidovych frakci.
Celkovy objem jedné frakce byl 420 nl. Peptidovy standard byl na MALDI desticku
nanesen manualné. 2 ul roztoku standardu (Peptide Calibration Standard 1) rozpustény
ve 125 ul ACN:0,1% TFA 30:70 [v:v]) bylo smiseno s 300 ul roztoku matrice (748 nl
roztoku ACN:0,1% TFA 85:15 [v:v], 36 ul nasyceného roztoku CHCA v ACN:0,1%
TFA 90:10 [v:v], 8 ul 10% TFA [v/v], 8 ul 100 mmol-I?* dihydrogenfosfore¢nanu
amonného), na desticku bylo nanaseno 0,5 pl tohoto roztoku. Chromatograf a sbéra¢
peptidovych frakci byl ovladan softwarem Chromeleon Xpress (Thermo Sientific)
a HyStar 3.2 (Bruker Daltonik).

Peptidové frakce byly nasledné¢ analyzovany hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF/TOF. Bylo vyuZito pfistroje Ultraflextreme (Bruker Daltonik), ktery byl
vybaven LIFT celou a 2-kHz Smartbeam-1l laserem. VSechna spektra byla métena
Vv pozitivnim médu (1+). Pied zacatkem meéteni byla nakalibrovana pozice desticky
Vv piistroji. Pfistroj byl kalibrovan externé s vyuzitim smési standardii Peptide
Calibration Standard Il (Bruker Daltonik). MS spektra byla meéfena v rozmezi
500-4000 m/z. Desorpce analytu byla umoznéna 2500 laserovymi pulsy. Urychlovaci
napéti v iontovém zdroji bylo nastaveno na 25 kV, pro MS/MS spektra 7,5 kV, na LIFT
celu bylo pak aplikovano napéti 19 kV. Pro méfeni MS/MS spekter mohlo byt vybrano
maximalné 10 prekurzort z jedné peptidové frakce, pomér signalu a Sumu > 20. Pfistroj

byl ovladan programy WarpLC 1.3 a FlexControl 3.4 (Bruker Daltonik).
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Obr. 9 Ukéazka chromatogramu nanoLC separace smési peptidi. Cernd vyznaden zaznam
z UV/VIS detektoru pii 214 nm. Modfe vyznacen prabéh gradientu eluéniho roztoku B.

3.1.4.9 Separace peptidi nanoL.C a ESI-Q-TOF analyza

Odparek odsolenych peptidt byl rozpustén v 15 ul 0,1% v/v TFA a sonikovan 10 min.
Roztok byl poté preveden do sklenéné vialky se zavitem o objemu 1 ml. Separace
probihala na pfistroji Dionex Ultimate 3000 RSLC-nano liquid chromatograph (Thermo
Fisher Scientific), ktery byl ptimo spojen s hmotnostnim spektrometrem maXis UHR-
Q-TOF (Bruker Daltonik). Pro analyzu bylo odebrano 5 pl vzorku a davkovano na
predkolonku (75 um x 30 mm) s ¢asticemi C18 Reprosil GOLD 300 5 um (Dr. Maisch).
Zachycené peptidy byly nejprve promyvany roztokem 2% v/v kyseliny mravenci pii
pritoku 3 pl za minutu po dobu 7 minut, poté byly vymyty na analytickou kolonu (75
pum x 150 mm) s ¢asticemi C18 Reprosil GOLD 3 um (Dr. Maisch). Mobilni fazi A byl
0,4% vodny roztok kyseliny mravenci (v/v), mobilni fize B obsahovala 0,4% kyselinu
mravenci (v/v) v 90% ACN (v/v). Eluce peptida byla gradientova: 0 min, 8 % B; 7 min,
8 % B; 18 min, 11 % B; 21 min, 15 % B; 36 min, 32 % B; 37 min, 85 % B; 40 min,
85% B; 43 min, 8 % B; 60 min, 8 % B. Eluované peptidy byly ionizovany
elektrosprejem. Napéti na kapilafe bylo nastaveno na 2150 V. MS spektra byla méfena
v rozmezi 100-1600 m/z s dobou sbéru 300 ms. Pro fragmentaci byla uzita technika
zaloZzena na kolizi iontdi s inertnim plynem. Pro méfeni MS/MS spekter mohly byt
vybrany maximaln¢ 4 prekurzorové ionty. MS/MS fragmentacni spektra byla sbirana po

dobu 200-400 ms v zavislosti na intenzité zvoleného prekurzoru.
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3.1.4.10 Zpracovani dat

Ziskand data byla prohleddvana proti databazi Swiss-Prot. Bylo vyuzito nastroje
Mascot 1.0 (Matrix Science). U analyzy MALDI-TOF/TOF bylo prohledavani omezeno
na potkani proteiny ,,Rattus” nebo nebylo omezeno. Dal§imi parametry pro vyhledavani
byly specifi¢nost proteolytického enzymu: ,,semiTR*“ v pfipadé S$tépeni trypsinem,
,V8-DE®“ v piipadé stépeni endoproteasou Glu-C; az dvé vynechana $t€pna mista; fixni
modifikace: karbamidomethylace cysteinu; variabilni modifikace: oxidace methioninu.
Tolerance hmotnosti prekurzorového iontu stanovena na 25,0 ppm, pro fragmentové
ionty pak 0,5 Da. Naboj peptidi byl +1. Minimalni Mascot skore pro protein bylo 40.
U analyzy ESI-Q-TOF bylo prohledavani omezeno na potkani proteiny ,,Rattus®,
specifi¢nost proteolytického enzymu nastavena na ,,semiTR* s moZznym vynechinim
dvou s$tépnych mist. Fixni modifikace: karbamidomethylace cysteinu, variabilni
modifikace: acetylace N-konce proteinti a oxidace methioninu. Minimalni Mascot skore
pro protein bylo 30. Tolerance hmotnosti prekurzorového iontu byla 4,0 ppm, pro

fragmentové ionty 0,025 Da. Naboj peptidi byl +1, +2 nebo +3.

3.1.4.11 Vyhodnoceni dat

Zatazeni identifikovanych proteinii do skupin podle termini genové ontologie (GO)
bylo provedeno pomoci webového nastroje pro funkéni klasifikaci gent DAVID
(Huang etal., 2009) (https://david.ncifcrf.gov). Informace o vlastnostech proteint,
jejich lokalizaci v bunce a biologickém procesu byly ziskany z databaze UniProtKB
(http://www.uniprot.org). Informace o vyskytu proteini v ledvinach byly ziskany
z databaze Kidney and urinary pathway knowledge base (http://www.kupkb.org/).
Informace o vyskytu proteinii v plasmé byly ziskany z databaze Plasma proteome

database (http://www.plasmaproteomedatabase.org).
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4 VYSLEDKY

4.1 Vybér vhodné metody pro separaci proteini

Pro vybér metody vhodné pro separaci proteini byly k dispozici vzorky blize
nespecifikované moci laboratornich potkant. Proteiny byly ze vzorku moci ziskany
acetonovou precipitaci. Pied proteolytickym Stépenim byly proteiny separovany
SDS-PAGE (Obr. 10a), nativni IEF (Obr. 10b) nebo denatura¢ni IEF (Obr. 10c). Pro
Stépeni proteinti v gelu byl zvolen trypsin. Po chromatografické separaci peptidi byly
proteiny identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF/TOF. Pi#i vyuziti
metody SDS-PAGE pro separaci proteinti bylo ve vzorku identifikovano 31 proteinii.
Zatimco pii vyuziti nativni a denatura¢ni IEF Dbylo identifikovano 11 respektive
18 proteint (Tab. 5, Priloha 1). Ac¢koli na gelu po SDS-PAGE proteiny nejsou idealné
zaostieny, bylo timto postupem identifikovano vice proteinli ve srovnani s ostatnimi

uzitymi metodami.
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Obr. 10 Separace proteiniit SDS-PAGE (a), nativni IEF (b) a denaturaéni IEF (c). V pravém
sloupci se nachazi vzdy proteinovy vzorek (piiblizné 30 pg proteinu), vlevém sloupci se
nachazi proteinovy standard (pfiblizné 2 pg proteinu).
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Na fotografii gelu po separaci proteini metodou SDS-PAGE (Obr. 10a) lze rozlisit
5 vyrazné barvenych pasii. Ackoli v odpovidajicich ¢astech gelu bylo identifikovano
vice proteinl, podle molekulové hmotnosti proteinu lze usoudit, ktery protein se
VvV daném mist¢ pravdépodobné vyskytuje. Pro-epidermalni ristovy faktor (1) je
membranovy protein, ktery se v ledvinach uplatituje pii vstiebavani hot¢iku v distalnim
tubulu. Meprin A, a podjednotka (2) se do moci dostal nejspis také z ledvin, nachazi se
bézn¢ v proximalnim tubulu juxtamedularnich nefroni. Albumin (3) a pankreaticka
a-amylasa (4) jsou sérové proteiny (UniProtKB). V oblasti (5) byl identifikovan
zejména hlavni mocovy protein, doprovazeny mocovym proteinem 1 a mocovym
proteinem 2, které se rovnéz nachazi na gelu v oblasti nizSich molekulovych hmotnosti
spolu s moovym proteinem 3, cystatinem C a fetézci imunoglobulini. Proteiny
s molekulovou hmotnosti mensi nez 30 kDa pronikaji do ultrafiltratu téméf bez omezeni
(Tesaf et al., 2006), pravdépodobné proto byly ve vzorku hojné pfitomny a nejsou na
gelu rozliseny.

Proteiny identifikované po zpracovani jednotlivych gelii byly mezi sebou porovnany.
Bylo zjisténo, Ze pii pouziti nativni IEF i denatura¢ni IEF pro separaci proteind, byl
vV kazdém vzorku identifikovan pouze jeden protein, ktery nebyl identifikovan ve vzorku
po separaci proteini SDS-PAGE. Jednalo se o neurofibromin v pfipadé nativni IEF
a 0 probasin v pfipadé¢ denaturaéni IEF.

Metoda SDS-PAGE se pro separaci mocovych proteind pted proteolytickym
Stépenim jevila na zaklad€é poctu identifikovanych proteini jako nejvhodnégjsi, proto

byla pro separaci proteint vyuzita v dal§ich experimentech.

4.2 Vybér vhodné proteasy pro Stépeni proteinii

Proteiny ziskané sraZenim ze vzorku moci jednoho zvifete pfed RD a jeden tyden po
RD, byly separovany SDS-PAGE. Gel byl zpracovan ve dvou sériich. V prvni sérii byly
proteiny Sté€peny trypsinem, ve druhé sérii byly §t€peny endoproteasou Glu-C. Proteiny
obou sérii byly posléze identifikovany hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF/TOF.
Pocty identifikovanych proteini v obou sériich jsou uvedeny v Tab 1. Kompletni

seznam identifikovanych proteinti je uveden v Tab. 6, Ptiloze 2.
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Tab. 1 Pocet identifikovanych proteint ve vzorcich pfed RD a jeden tyden po RD pro pouzité
proteolytické enzymy.

Po RD
Enzym Pied RD (1 tyden)
Trypsin 50 36
Glu-C 10 9

Proteiny identifikované po S$té€peni trypsinem a endoproteasou Glu-C byly mezi sebou
porovnany. Bylo zjisténo, Ze vSechny proteiny, které byly identifikovany ve vzorku
pfed RD po Stépeni endoproteasou Glu-C, byly rovnéz identifikovany ve stejném
vzorku po Stépeni trypsinem. Ve vzorku odebraném jeden tyden po RD byl po Stépeni
endoproteasou Glu-C identifikovan pouze jeden protein (T-kininogen 1), ktery nebyl
identifikovan také v ptipadé §tépeni trypsinem. Vzhledem k vyssimu poctu identifikaci
pfi pouziti trypsinu pro proteolytické Stépeni, se enzym jevi jako vhodngj$i pro

identifikaci proteinii z moci.

Vlastnosti proteinl identifikovanych v moci pfed RD a jeden tyden po
RD (nespojené vzorky)

Glykoprotein

Extracelularni region

Sekretovany

Extracelularni prostor

Odpovéd na poranéni

Vesikul

Plasma

Endopeptidasovy inhibitor
Odpovéd na anorganickou latku
Apikalni ¢ast membrany
Proteasovy inhibitor

Odpovéd akutni faze

Akutni zanétliva reakce
Vesikul lumen
Proteasa

Peptidasa

Zymogen

Metaloproteasa

Obr. 11 Grafické zpracovani identifikovanych proteini ze série §tépeni proteintl trypsinem ve
vzorcich pted RD (modfe) a jeden tyden po RD (zelené) podle ptevladajicich termint GO.
Hodnota P < E®,
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Na Obr. 11 jsou uvedeny vlastnosti proteint identifikovanych ve vzorcich ze série po
Stépeni proteind trypsinem, které byly ziskdny analyzou souboru proteinii pomoci
webového nastroje pro funkéni klasifikaci gent DAVID, ktery umoznuje piifazeni
proteinti k termintim GO podle funk¢nich charakteristik proteini. GO terminy jsou poté

sefazeny se statistickym vyhodnocenim (P hodnota) (Huang et al., 2009).

4.3 Analyza vzorki moci prvniho odbéru

Pro analyzu moci prvniho odbéru byly spojeny vzorky moci vice pokusnych zvifat.
Proteiny ziskané ze vzorku moci pied RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné
RD byly separovany SDS-PAGE, §tépeny trypsinem v gelu a posléze identifikovany
hmotnostni spektrometrii MALDI-TOF/TOF. Kvuli nizkému poctu identifikovanych
proteini  byly stejné peptidové vzorky nésledné analyzovany hmotnostnim
spektrometrem s vyssim rozliSenim a ionizaci elektrosprejem ESI-Q-TOF. Pocty
identifikovanych proteinti pro obé metody jsou uvedeny v Tab. 2. Seznam vSech
identifikovanych proteind je uveden v Tab. 7, Ptiloze 3.

Proteiny identifikované metodou MALDI-TOF/TOF byly v odpovidajicich vzorcich
identifikovany rovnéZz metodou ESI-Q-TOF, pouze jeden protein byl unikétné
identifikovan analyzou MALDI-TOF/TOF. Vsechny identifikované proteiny byly
zpracovany pomoci webového nastroje pro funk¢ni klasifikaci geni DAVID (Obr. 12)
(Huang et al., 2009). Proteiny identifikované ve vzorku po RD byly porovnany s témi,
které byly identifikovany ve vzorku mocéi po falesné RD a poté s proteiny ve vzorku
moci pred RD. Bylo identifikovano 16 proteinti unikatnich pro vzorek moci odebrany
jeden tyden po RD. Tyto proteiny jsou uvedeny v Tab. 3, kde je rovnéz uveden vyskyt
proteini v ledvinach a plasmé zdravych jedincd, lokalizace proteinu v buice

a biologicky proces, které¢ho se ucastni.

Tab. 2 Pocet proteini identifikovanych ve spojenych vzorcich metodami MALDI-TOF/TOF
a ESI-Q-TOF.

Po RD PO fale$né RD
Metoda Pted RD (1 tyden) (1 tyden)
MALDI-TOF/TOF 18 19 8

ESI-Q-TOF 135 97 97
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Vlastnosti proteint identifikovanych v moci pfed RD a jeden tyden po
RD a po falesné RD (spojené vzorky)

Pocet odpovidajicich proteint

o
N
o

40 60 80

Glykoprotein

Serinova proteasa

Extracelularni region

Sekretovany

Extracelularni prostor
Vesikul

Reakce na organickou latku
Odpovéd na poranéni
Endopeptidasovy inhibitor
Obranna reakce

Odpovéd na zanét

Plasma

Reakce na anorganickou latku
Zymogen

Akutni zénétliva reakce
Duplikace

Odpovéd akutni faze
Vesikul lumen

Jatra

Inhibitor serinovych proteas
Proteasovy inhibitor

Vazba na cytoskelet
Reakce na iont kovu
Regenerace

Hojeni ran

Obr. 12 Grafické zpracovani identifikovanych proteinli ve vzorcich odebranych jeden tyden
pted RD (modfe), jeden tyden po RD (zelen€) a jeden tyden po falesné RD (Cervené) podle
prevladajicich terminti GO. Hodnota P < E™.
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Tab. 3 Seznam proteint identifikovanych pouze ve vzorku odebraného jeden tyden po RD.

Identifikaéni Ledviny Ledviny Plasma

Metoda zkratka Nazev proteinu (potkan) (¢lovek) (¢loveék) Lokalizace v bufice Biologicky proces

E CK5P1_RAT CDKS5 regulatory subunit-associated + N N C Buné¢na proliferace, regulace
protein 1 diferenciace neuront

E EF1A1 RAT Elongation factor 1-alpha 1 + + N J,C Biosyntéza proteint

E FETUB_RAT Fetuin-B - N + EC Oplodnéni

E HEMG6_RAT  Oxygen-dependent coproporphyrinogen- N N N MT Biosyntéza hemu, reakce na anorg.
111 oxidase, mitochondrial latku

E IF5A1 RAT  Eukaryotic translation initiation factor + + N J,C,ER Biosyntéza proteint
5A-1

E IGG2B_RAT Ig gamma-2B chain C region N N N Vn¢jsi strana PM Imunitni reakce

E IGHG1 RAT Ig gamma-1 chain C region N N + Vngjsi strana PM  Imunitni reakce

E KPYM_RAT Pyruvate kinase PKM N N N J,C Glykolyza, regenerace

E MFA3L_RAT Microfibrillar-associated protein 3-like + + N J,C,PM Neklasifikovan

E NCBP1_RAT Nuclear cap-binding protein subunit 1 + + + J,C Regulace iniciace translace

E PARG6A_RAT Partitioning defective 6 homolog alpha + + N C,BM Bunécné déleni

E REG3G_RAT Regenerating islet-derived protein 3- - N N C,EC Akutni faze, odpoveéd’ na zanét
gamma

E SMAG1_RAT Protein Smaug homolog 1 N N N C Regulace translace

E TBALC_RAT Tubulin alpha-1C chain + + N CT Strukturni slozka cytoskeletu

M TFF3_RAT  Trefoil factor 3 + + + EC Hojeni ran

E ZHX1_RAT  Zinc fingers and homeoboxes protein1  + N + J Regulace transkripce

(BM) bunécnda membrana, (C) cytoplasma, (CT) cytoskelet, (E) ESI-Q-TOF, (EC) extracelularni, (ER) endoplasmatické retikulum, (J) jadro,
(M) MALDI-TOF/TOF, (MT) mitochondrie, (N) nebyl prokazan, (PM) plasmaticka membrana, (+) pfitomen, (-) neptitomen.
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4.4 Analyza vzorki mo¢i druhého odbéru

Druhy odbér moci predstavovaly vzorky ziskané jeden mésic po RD ¢i falesné RD.
Proteiny byly srazeny ze spojenych vzorka vice pokusnych jedinct. Precipitaci proteind
Z moc¢i predchazel dialyza¢ni krok. Dialyzou moci byly odstranény latky, které rusily
separaci proteint pied proteolytickym $tépenim, piedevsim soli. Precipitované proteiny
byly separovany SDS-PAGE a identifikovany hmotnostni  spektrometrii
MALDI-TOF/TOF po $tépeni proteinovych frakci v gelu trypsinem. Ve vzorku moci
denervovanych jedincti bylo identifikovano 51 proteini, ve vzorku moci fale$né
denervovanych jedinci bylo identifikovano 71 proteind. Proteiny identifikované
v tomto experimentu jsou uvedeny v Tab. 8, Piiloze 4. ldentifikované proteiny

zpracované pro zjisténi prevladajicich GO termind jsou graficky zpracovany na Obr. 13.

Vlastnosti proteinl identifikovanych v moci jeden mésic po RD a
faleSné RD (spojené vzorky)

Pocet odpovidajicich proteinu
10 20 30 40 50 60
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Odpovéd na poranéni
Proteasovy inhibitor
Obranna reakce

Odpovéd na zanét
Zymogen

Akutni zanétliva reakce
Odpovéd akutni faze
Plasma

Vesikul lumen

Inhibitor serinovych proteas
Peptidasa

Reakce na organickou latku
Proteasa

Duplikace

Regenerace

Regulace praméru cévy

Obr. 13 Grafické zpracovani identifikovanych proteinti ve vzorcich odebranych jeden mésic po
RD (zeleng) a po falesné RD (&ervené) podle pievladajicich terminti GO. Hodnota P < E™,
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Proteiny identifikované ve vzorku moci odebraném jeden mésic po RD byly porovnany
s proteiny identifikovanymi ve vzorku odebraném ve stejném ¢asovém intervalu faleSné
denervovanym jedincim a dale s proteiny identifikovanymi ve vzorku moci pied RD.
Vysledkem byly 4 proteiny unikatné identifikované ve vzorku moci denervovanych
jedinct jeden mésic po zakroku. Tyto proteiny jsou s informacemi o jejich vyskytu,

lokalizaci v buiice a biologickém procesu, ve kterém se uplatiiuji, uvedeny v Tab. 4.
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Tab. 4 Seznam proteint identifikovanych pouze ve vzorku moci odebraného jeden mésic po RD.

Identifika¢ni Ledviny Ledviny Plasma

Metoda zkratka Néazev proteinu (potkan)  (Cloveék) (Cloveék) Lokalizace v bunice Biologicky proces

M NGAL_RAT  Neutrophil gelatinase-associated + + N EC Apoptoza, transport, vrozena
lipocalin imunita

M OBP_RAT Odorant-binding protein + N N EC Transport, ¢ich

M PER3_RAT  Period circadian protein homolog 3 + N + J,C Biologické rytmy, regulace

transkripce

M REG3G_RAT Regenerating islet-derived protein 3- - N N C,EC Akutni faze, odpovéd’ na zanét

gamma

(C) cytoplasma, (EC) extracelularni, (J) jadro, (M) MALDI-TOF/TOF, (N) nebyl prokazan, (PM) plasmaticka membrana, (+) ptitomen, (-) nepfitomen.
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5 DISKUZE

Vybér metody pro piipravu vzorku je Vv analyze mocového proteomu rozhodujici.
Stézejni je vybér vhodného postupu pro zkoncentrovani proteinti zejména u GB metod
(Thongboonkerd et al., 2004). Uziti riznych metod pro koncentrovani ¢i izolaci
proteinti z mo¢i piinasi rizné vysledky pii jejich separaci 2-DE. Podle Thongboonkerd
(2007) bylo vétsiho poctu vizualizovanych proteinovych bodid dosazeno po srazeni
proteinii acetonitrilem, methanolem, ethanolem ¢i acetonem oproti sraZzeni proteina
chloroformem, siranem amonnym, kyselinou octovou (vSe 75%), ultracentrifugaci ¢i
lyofilizaci. Thongboonkerd et al. (2002) izolovali proteiny z moci ultracentrifugaci
a srazenim 50% acetonem. Zjistili, Ze ultracentrifugaci je mozné izolovat vice bazické
proteiny, zatimco acetonovou precipitaci se 1épe izoluji proteiny s niz§im pl. V této
praci byl pouzit pro srazeni proteint 80% aceton, byly identifikovany proteiny
s hodnotami pl v rozmezi 4 — 12.

Ackoli srazeni proteinl pfispiva k odstranéni kontaminantii, velmi vhodnym krokem
pro piipravu vzorkd se zda byt dialyza moci provedena ptred proteinovou precipitaci.
V moci se nachdzi velké mnozstvi soli, lipidi a glykosaminoglykanii, které mohou
ziistavat v proteinovém precipitatu a rusit separaci proteint v gelu (Thongboonkerd et
al., 2006). Thongboonkerd et al. (2006) zaznamenali lep$i rozliSeni proteinovych boda
v gelu po separaci proteinii 2-DE z dialyzovanych vzorkd. V této praci byly proteiny
srazen¢ znedialyzované a dialyzované moc¢i déleny SDS-PAGE. RozliSeni
proteinovych past v gelu bylo u dialyzovanych vzorku znatelné lepsi, koncentrace
proteinit v Laemmliho pufru byla patrné vyssi (Obr. 14) a také pocet identifikovanych

proteini MALDI-TOF/TOF MS vzrostl u dialyzovanych vzorka nejméné 2,5 krat.
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Obr. 14 Fotografie gelu po SDS-PAGE. 1 - proteinovy standard (5 ug proteinu), 2 - dialyzovany
vzorek (20 pl roztoku precipitatu rozpusténého v Laemmliho pufru), 3 - nedialyzovany vzorek
(80 pl roztoku precipitatu rozpusténého v Laemmliho pufru).

Metoda, ktera je vhodna pro separaci proteini pied proteolytickym $t€penim, byla
vybrana na zakladé nejvyssiho poctu identifikovanych proteinil ve vzorku z ovétovacich
experimentt. Jednalo se 0 SDS-PAGE s 10% polyakrylamidovym separacnim gelem.
Jelikoz proteiny vétsi nez 150 kDa za fyziologickych okolnosti pies glomerularni
filtra¢ni bariéru nepronikaji (Tesaf et al., 2006), proteiny o vyssi molekulové hmotnosti
nez ma albumin (69 kDa) mohou pronikat do ultrafiltratu omezené a proteiny
s molekulovou hmotnosti mensi nez albumin do ultrafiltratu pronikaji (Raila et al.,
2005), mize byt SDS-PAGE s 10% separacnim gelem vhodné pouzita pro separaci
proteini z moci. Experimentdlné¢ se touto metodou podafilo na gelu separovat
a nasledn¢ identifikovat proteiny s molekulovymi hmotnostmi Vv rozmezi od 11 do
163 kDa. Identifikovany byly také proteiny ,,fibronectin® (272 kDa) nebo ,,low-density
lipoprotein receptor-related protein 2 (519 kDa).

Kromé¢ trypsinu, ktery je témét vyhradné vyuzivan ke Sté€peni proteini na peptidy
Vv proteomickych studiich zalozenych na MS analyze (Olsen et al., 2004), byla pro
Sté€peni proteint v gelu pouzita také endoproteasa Glu-C. Swaney et al. (2010) ve své
studii uvadéji, ze pro zvySeni poctu identifikovanych proteinti je vhodnéj$i provést
stejny experiment s vyuZitim rUznych proteas, nez opakovani v replikatech.
V experimentu provedeném v této praci bylo ve vzorku po Stépeni proteinil

endoproteasou Glu-C identifikovano az 5 krat mén¢é proteind, nez ve stejném vzorku,
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u kterého byl pouzit trypsin jako proteolyticky enzym a byl identifikovan pouze jeden
unikatni protein. Pfi¢inou mohly byt pfili§ velké peptidy, které vznikly po Stépeni
proteintt endoproteasou Glu-C Vv bikarbonatovém pufru, ve kterém dochazi ke Stépeni
sekvence pouze za kyselinou glutamovou (Engel et al., 2006) ale také omezena difuze
endoproteasy Glu-C do gelu kvili vétsi molekulové hmotnosti. Molekulova hmotnost
pouzité endoproteasy Glu-C je 29 kDa (Sigmaaldrich.com), zatimco rafinosovaného
trypsinu 26 kDa (Sebela et al., 2006).

Na identifikaci proteinii ze spojenych vzorkd neni vzdy nahlizeno kladné. Podle
Thongboonkerd (2007) by vysledky analyzy Spojenych vzorkti moci, mély byt nasledné
potvrzeny analyzou individualnich vzorkd, jelikoz spojenim vzorkti miize dojit ke ztraté
informaci intra-individualni ¢i inter-individualni variability (Thongboonkerd, 2007),
avSak mohl by byt sledovan trend. Adachi et al. (2006) dokazali identifikovat ze vzorku
moci jedince 1282 proteintl. Ze spojenych vzorkl stejného jedince identifikovali celkem
1055 proteini, z toho 261 z nich bylo unikatnich. V této praci bylo ve vzorku jedince
pfed RD identifikovano 50 proteinil, jeden tyden po RD 36 proteinii (Tab. 1), ve
spojenych vzorcich moci vice jedincl bylo identifikovano 18 respektive 19 proteinli
(Tab. 2). Pti porovnani proteinti odpovidajicich vzorkt bylo zjisténo, Ze ackoli bylo ve
spojenych vzorcich identifikovano méné proteinti, byly identifikovany 2 respektive
5 proteintl, které ve vzorku jedince nebyly identifikovany. Lze tedy fici, Ze spojeni
vzorkll moci pravdépodobné sniZuje pocet identifikovanych proteinli a n€které proteiny
identifikované v individudlnim vzorku jsou ignorovany, ale umoznuje také identifikaci
proteind jinych.

Doposud bylo publikovano spoustu studii, které prokazuji snizeni krevniho tlaku po
zakroku RD bez vyznamnych vedlejsich u¢inkd (Huan a Cohen, 2013), av§ak nebyly
zkoumany zmény mocCového proteomu, které by mohly piinést informace
o0 fyziologickych zménach souvisejici s procesem RD. V této préaci byla provedena
analyza mocového proteomu vzorkl odebranych pted RD, jeden tyden po RD a faleSné
RD a jeden meésic po RD a falesné RD. Ve vzorku moci jeden tyden po RD bylo
identifikovano 16 unikatnich proteinti (Tab. 3). 9 proteinii pochdzelo pravdépodobné
z ledvin, 5 proteinii doposud nebylo identifikovano v ledvinach potkana ani ¢lovéka.
U dvou proteinti bylo prokazano, ze odpovidajici mRNA neni v urcitych Castech
ledviny ptitomna. Jsou to ,,fetuin-B*, extracelularni protein, jeho vyskyt byl prokazan
Vv plasmé i moc¢i zdravych jedincu (Li et al., 2014), a ,,regenerating islet-derived protein

3-gamma“. Piitomnost tohoto proteinu dosud nebyla v plasmé¢ dokazana. Jeho funkei je
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regulace proliferace a diferenciace keratinocyti po poskozeni, mé také baktericidni
ucinky (UniprotKB). ,,Elongation factor l-alpha 1 je vSudypfitomny protein, je
stabilné syntetizovan v normalni tkani, ale také za ischemickych podminek. Umoziuje
naslednou tvorbu proteint, které adaptuji buiiky na stresové podminky (Lange et al.,
2015). Piitomnost tohoto proteinu by mohla poukazovat na poskozeni bun¢k v disledku
zakroku RD stejné jako pfitomnost intracelularnich proteinti. Rovnéz dle zatrazeni
proteintt do skupin podle terminit GO (Obr. 12) se 8 proteini identifikovanych ve
vzorku po RD tucastni procesu hojeni ran a 7 proteinti procesu regenerace. Jednim
z téchto proteint je ,,pyruvate kinase PKM®, svalovy typ pyruvatkinasy. ZvySena
exprese pkm genu byla prokazana v rakovinnych buikach (Zhan et al., 2015). Na
poskozeni ledvin mize poukazovat také pritomnost proteinu ,.trefoil factor 3“. Tento
protein je moznym markerem chronického poskozeni ledvin (Astor et al., 2011).
Zvyseny vyskyt proteinu ,,lg gamma-2B chain C region“ a ,lg gamma-1 chain
C region byl v minulosti zaznamenan také v souvislosti s chronickym onemocnénim
ledvin (Vivekanandan-Giri et al., 2011).

Ve vzorcich, které byly odebrany po jednom mésici od zakroku RD byly v moci
denervovanych jedincl identifikovany pouze 4 unikatni proteiny. Stejné jako ve vzorku
odebraném jeden tyden po RD byl i ve vzorku po jednom meésici od zakroku
identifikovan ,,regenerating islet-derived protein 3-gamma‘“. Dtive byla prokazana
zvySend exprese genu odpovidajictho tomuto antibakteridlnimu peptidu v mocovém
méchyii a ledvinach pii infekci bakterii Escherichia coli (Spencer et al., 2015),
pfitomnost tohoto proteinu v moc¢i tedy nemusi piimo souviset se zakrokem RD.
»Period circadian protein homolog 3“ je dilezity pro regulaci cirkadiannich rytmd
a nalady (Ritsner 2009). ,,Odorant-binding protein® se bézné nachazi v hlenu ¢ichového
epitelu savci (Mitchell et al., 2011), pficinou identifikace ve vzorku je pravdépodobné
kontaminace moci hlenem zvitete. Ani jeden z téchto dvou proteint diive nebyl v moci
identifikovan. ,,Neutrophil gelatinase-associated lipocalin® je protein, ktery se vyskytuje
Vv ledvinéach zdravych jedincti. Jeho produkce se masivné zvySuje v bunikéch tubulii po
ledvinové ischemii, také byl diive oznacen jako biomarker akutniho poSkozeni ledvin
(Fouda et al., 2013). Pro posouzeni, zda pfitomnost tohoto proteinu v mo¢i zvitat pfimo
souvisi s RD nebo byl do mo¢i vyplaven z ledvin pfirozené, by bylo tfeba provést dalsi
experimenty, zejména kvantitativni stanoveni proteinu ve vzorcich.

Informace o zdravotnim stavu pokusnych zvifat pred a v prub¢hu experimentu

nebyly k dispozici, avSak bylo zajimavé, Ze ve vzorcich moci pfed RD a jeden mésic po
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falesné RD byl identifikovan angiotensinogen. Jeho zvySend hladina v moc¢i mize byt
disledkem zvySené tvorby ANG II napiiklad pfi ANGII-dependentni hypertenzi
(Yamamoto et al., 2007; Kobori et al., 2009). Dle obohacenych GO termint bylo
5 proteint identifikovanych ve vzorku odebraném jeden mésic po falesné RD piifazeno
do skupiny regulace pruméru cévy (Obr. 13), tedy byly pfitomny proteiny, které maji
vliv na krevni tlak. Také ptitomnost dal§iho proteinu v moci pfed RD naznacuje, Ze
zvifata trpéla hypertenzi. Protein ,,endothelin-converting enzyme 1 je zafazen jako
biomarker onemocnéni hypertenze v Clinical Urine Proteomics Database. Jeho zvySena
tvorba v ledvinach byla také prokazana u potkant s hypertenzi ve studii Disashi et al.
(1997). Tento protein v zadném z ostatnich vzorkd analyzovanych v této praci nebyl
identifikovan.

Vyrazny rozvoj v oblasti analyzy mocového proteomu byl umoznén vyuzitim metod
MS (Olszowy a Buszewski, 2014). Protoze koncentrace celkovych proteinti v moéi je
nizka, uziva se riznych kombinaci metod pro zakoncentrovani a separaci proteinti pred
samotnou MS analyzou (Adachi et al., 2006). V této praci bylo s vyuzitim acetonové
precipitace proteintt z dialyzované ¢&i nedialyzované modéi, nasledné SDS-PAGE
separace proteinii a nanoLC separace peptidt identifikovano hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF/TOF nebo ESI-Q-TOF celkem 201 ruznych proteini (PO odstranéni
kontaminantl keratind a trypsinu). Zerefos et al. (2006) vyuzili k identifikaci proteini
zmoc¢i také zafizeni MALDI-TOF/TOF, proteiny byly precipitovany 10%
trichloroctovou kyselinou a separovany 2-DE. Timto postupem dokazali identifikovat
44 proteinti. Smith et al. (2005) optimalizovali pfipravu vzorku. Provedli dialyzu mo¢i,
lyofilizaci, extrakci na pevné fazi (C18) a 2-DE. Naslednou analyzou hybridnim
TOF/TOF analyzatorem identifikovali 48 proteint. Sanches-Juanes et al. (2013)
analyzovali normalni mocovy proteom potkand tfemi riznymi MS technikami:
SDS-PAGE nasledovanou LC-ESI-MS/MS s analyzatorem iontovou pasti, 2-DE
nasledovanou MALDI-TOF/TOF, spojenim chromatofokusace a LC-ESI-Q-TOF
analyzy. Zjistili, ze z celkového poctu identifikovanych proteinti pouze 5,2 % bylo
identifikovano vSemi tfemi technikami. To naznacuje, ze pouziti riznych technik pro
identifikaci mocovych proteini vyrazné =zvySuje pocet identifikaci. Proteiny
identifikované ve vzorcich, které byly vtéto praci analyzovany soucasné LC-
MALDI-TOF/TOF a LC-ESI-Q-TOF, neodpovidaji zjisténi Sanches-Juanes et al.
(2013). LC-MALDI-TOF/TOF metodou byl unikatn¢ identifikovan pouze jeden protein.

Sanches-Juanes et al. (2013) vyuzili pro odsoleni proteini gelovou permeacni
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chromatografii. Naslednou 2DE a MALDI-TOF/TOF analyzou identifikovali 140
protein, zatimco 2-D LC-ESI-Q-TOF analyzou identifikovali 68 proteini.
LC-ESI-Q-TOF instrumentu bylo vyuzito i ve studii Spahr et al. (2001), kdy proteiny
ziskané z lyofilizované moci byly separovany 2-DE a naslednou MS analyzou bylo
identifikovano 124 proteinti. V této praci bylo v jednom vzorku moci identifikovano
maximaln¢ 71 proteint s vyuzitim LC-MALDI-TOF/TOF a 135 proteint
LC-ESI-Q-TOF.

Dle piifazeni identifikovanych proteint k terminim GO se v moci pfed RD
vyskytovaly peptidasy, proteasy, zymogeny a inhibitory enzymu. Z hlediska bunécné
lokalizace se jednalo zejména o proteiny extracelularni, vesikularni ¢i proteiny apikalni
strany membrany. To je v souladu s vysledky studie Adachi et al. (2006), ve které se
zabyvali charakterizaci lidského mocového proteomu. Pfitomnost extracelularnich
proteint je predpokladana. Pfitomnost vesikularnich proteint a proteind apikalni strany
membrany souvisi pravdépodobné s procesem tvorby exososomu (Adachi et al., 2006).
Exosomy jsou uvolfovany mnoha typy bunék a jsou zapojeny Vv procesech imunitni

odpovédi, mezibunééné komunikace a transportu (Marimuthu et al., 2011).
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6 ZAVER

V ramci této prace byla vypracovana literarni reSerSe zaméfend na problematiku
mocového systému, zejména stavbu a funkci ledvin a centrdlni mechanismy fizeni
funkce ledvin, a na vyskyt proteinii v moci. Dalsi ¢ast byla vénovéana pfistuptim
k identifikaci proteini v proteomice. Zavére¢na cast byla zaméiena na identifikaci
proteind v moci.

V praktické cast byly provedeny experimenty pro vybér vhodného postupu pro
zakoncentrovani a separaci proteinti ziskanych z moci acetonovou precipitaci. Ukézalo
se, ze dialyza moci pied srazenim proteint zlepSuje rozliSeni proteinti v gelu po separaci
SDS-PAGE a nasledné zvySuje pocet identifikovanych proteini metodou
MALDI-TOF/TOF. Pro separaci proteintt byla vybrana metoda SDS-PAGE na zakladé
vyssiho poctu identifikovanych proteinti oproti nativni ¢i denaturaéni IEF. Enzym pro
Stépeni proteind v gelu byl rovnéz zvolen podle vyssiho poctu identifikovanych
proteind, proto byl trypsin uptednostnén pied endoprotasou Glu-C.

Pro analyzy byly k dispozici vzorky moci pted RD, jeden tyden po RD ¢i faleSné RD
a jeden mésic po RD ¢i falesné RD. Ve vzorku moci odebraném jeden tyden a jeden
meésic po RD bylo identifikovano 16 proteinti respektive 4 proteiny, které nebyly
prokdzany ve vzorcich pfed RD ani po faleSné RD. Mezi témito proteiny byly i takové,
oznacené v diive publikovanych pracich jako markerové proteiny chronického
poskozeni ledvin €1 ledvinové ischemie. Ve vzorcich pfed RD a jeden tyden po falesné
RD byly identifikovany proteiny, které¢ jsou v literatufe uvadény ve spojitosti
S onemocnénim hypertenze.

V této praci bylo s vyuZitim acetonové precipitace proteinit z dialyzované C¢i
nedialyzované moci, nasledné SDS-PAGE separace proteinti a nanoL.C separace peptidi
ziskanych po $tépeni proteint trypsinem v gelu identifikovano hmotnostni spektrometrii
MALDI-TOF/TOF nebo ESI-Q-TOF celkem 201 rdznych proteinti. Dle pfifazeni
identifikovanych proteini k termintiim GO se ve vzorcich moci vyskytovaly peptidasy,
proteasy, zymogeny a inhibitory enzymi. Z hlediska bunécné lokalizace se jednalo

zejmeéna o proteiny extracelularni, vesikularni a proteiny apikalni strany membrany.
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8 SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

2-D dvourozmérny

2-D DIGE dvourozmérnd diferen¢ni gelova elektroforéza
2-DE dvourozmérnd gelova elektroforéza

A angstroem

AC afinitni chromatografie

ACN acetonitril

ADH antidiureticky hormon

AmBic hydrogenuhli¢itan amonny

ANG | angiotensin |

ANG Il angiotensin 11

ANP atrialni natriureticky peptid

BN-PAGE nativni elektroforéza v polyakrylamidovém gelu v ptfitomnosti

barviva Coomassie briliantové modii G-250

CE kapilarni elektroforéza

CHCA kyselina a-kyano-4-hydroxyskoticova
kDa kilodalton

DNA deoxyribonukleova kyselina

EBI Evropsky bioinformaticky intitut

ECT extracelularni tekutina

ELISA ,enzyme-linked immuno-sorbent assay*
ESI ionizace elektrosprejem

EST »expressed sequence tag*

GB »gel-based* vyuzivajici gelu

GEF ,»gel-free” nevyuzivajici gelu

GF glomerularni filtrace

GO genova ontologie

IEC iontoveé vymeénna chromatografie

IEF isoelektricka fokusace

Ig imunoglobulin

MALDI ionizace za ucasti matrice

MRNA mediatorova ribonukleova kyselina
MS hmotnostni spektrometrie
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MS/MS
MudPIT
m/z
NCBI
Pac
PKM
PMF
PTM
Q-TOF

RAS

RD

RPLC
SDS-PAGE

SEC

SELDI

SDS

SNS
TEMED
TFA

TGF

TOF
U-prot/U-Cr
viv

wiv

tandemova hmotnostni spektrometrie

technologie multidimenzionalni proteinové identifikace
pomér hmotnosti a naboje

Narodni centrum pro biotechnologickou informaci
hydrostaticky tlak v glomerularnich kapilarach

svalova pyruvatkinasa

metoda peptidového mapovani

posttransla¢ni modifikace

hybridni hmotnostni spektrometr a kvadrupolem a analyzatorem
doby letu

renin-angiotensinovy systém

rendlni denervace

kapalinova chromatografie na reverzni fazi
polyakrylamidova gelova elektroforéza v pfitomnosti
dodecylsiranu sodného

vylucovaci chromatografie

ionizace vyuzivajici desorpci analytu z obohaceného povrchu
dodecylsiran sodny

sympaticky nervovy systém

N,N,N’,N -tetramethylethylendiamin

kyselina trifluoroctova

tubuloglomerularni zpétna vazba

analyzator doby letu

pomér mnozstvi proteinu a Kreatininu v moci

objem na objem

hmotnost na objem
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9 PRILOHY

9.1 Priloha 1 - Tabulka zobrazujici proteiny identifikované v experimentu pro vybér vhodné metody pro separaci

proteinii.

Tab. 5 Proteiny identifikované ve vzorku moci pfi vyuziti riznych metod pro separaci proteini.

Metoda
Identifika¢ni zkratka Nazev proteinu SDS-PAGE  IEF nat. IEF denat.
AlAG_RAT Alpha-1-acid glycoprotein + - -
AlAT RAT Alpha-1-antiproteinase + - +
AMPN_RAT Aminopeptidase N + - -
CADH1 _RAT Cadherin-1 + + +
CYTC_RAT Cystatin-C + + -
22P1 RAT Cystatin-related protein 1 + + +
DNAS1_RAT Deoxyribonuclease-1 + + +
LEG5 RAT Galectin-5 + - +
KLK7_RAT Glandular kallikrein-7, submandibular/renal + +
HEMO_RAT Hemopexin + - -
KACB_RAT Ig kappa chain C region, B allele + + +
LAC2 RAT Ig lambda-2 chain C region + - -
KLK1_RAT Kallikrein-1 + - -
LRP2_RAT Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 + - +
MUP_RAT Major urinary protein + + +
MUP_RATRT Major urinary protein (Fragments) + - +
MXRA8_RAT Matrix-remodeling-associated protein 8 + - +
MEP1A_RAT Meprin A subunit alpha + - -
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Tab. 5 Proteiny identifikované ve vzorku moci pii vyuziti riznych metod pro separaci proteind (pokracovani).

Metoda
Identifika¢ni zkratka ~ Nazev proteinu SDS-PAGE  IEF nat. IEF denat.
NF1_RAT Neurofibromin - + -
AMYP_RAT Pancreatic alpha-amylase + + +
PBAS RAT Probasin - - +
EGF_RAT Pro-epidermal growth factor + - +
PSC1 RAT Prostatic steroid-binding protein C1 + - -
PSC2_RAT Prostatic steroid-binding protein C2 + - -
AMBP_RAT Protein AMBP + - -
REG3G_RAT Regenerating islet-derived protein 3-gamma + - +
SPA3K_RAT Serine protease inhibitor A3K + + +
SPA3L_RAT Serine protease inhibitor A3L + - -
TRFE_RAT Serotransferrin + - +
ALBU_RAT Serum albumin + + +
UP1 RAT Urinary protein 1 + + -
UP2_RAT Urinary protein 2 + - -
UROM_RAT Uromodulin + - -

(+) ptitomen, (-) nepfitomen
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9.2 Priloha 2 — Tabulka zobrazujici proteiny identifikované v experimentu pro vybér vhodné protesy pro Stépeni
proteinu

Tab. 6 Proteiny identifikované ve vzorku moci pfed RD a jeden tyden po RD pii vyuzZiti riznych proteolytickych enzymi.

Trypsin Glu-C
Identifika¢ni zkratka Nazev proteinu PredRD PoRD Pred RD PoRD
ACTB RAT Actin, cytoplasmic 1 + - - -
AFAM_RAT Afamin - + - -
AlAG RAT Alpha-1-acid glycoprotein + + - -
AlAT RAT Alpha-1-antiproteinase + - + +
AIM_RAT Alpha-1-macroglobulin + - - -
FETUA_RAT Alpha-2-HS-glycoprotein + - + -
AMPN_RAT Aminopeptidase N + + + -
ANTR1_RAT Anthrax toxin receptor 1 + + - -
APOE_RAT Apolipoprotein E - + -
BGLR_RAT Beta-glucuronidase + - - -
BTD _RAT Biotinidase + - - -
CADH1_RAT Cadherin-1 + + + +
EST1C RAT Carboxylesterase 1C + - - -
CBPQ_RAT Carboxypeptidase Q + - - -
CATB_RAT Cathepsin B + + - -
CD59_RAT CD59 glycoprotein - + - -
HAl1l RAT Class I histocompatibility antigen, Non-RT1.A alpha-1 + - - -
CYTC_RAT Cystatin-C + + - -
22P1 RAT Cystatin-related protein 1 + + - -
DNAS1_RAT Deoxyribonuclease-1 + + + -
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Tab. 6 Proteiny identifikované ve vzorku mo¢i pfed RD a jeden tyden po RD pii vyuziti riznych proteolytickych enzymi (pokracovani).

Trypsin Glu-C
Identifika¢ni zkratka Ndzev proteinu Pted RD  Po RD Pted RD  PoRD
DPP4 RAT Dipeptidyl peptidase 4 + + - -
FINC RAT Fibronectin + - - -
GGH_RAT Gamma-glutamyl hydrolase + - - -
GGT1_RAT Gamma-glutamyltranspeptidase 1 + + - -
GELS RAT Gelsolin + - - -
KLK7_RAT Glandular kallikrein-7, submandibular/renal + + - -
AMPE_RAT Glutamyl aminopeptidase - + - -
HSP72_RAT Heat shock-related 70 kDa protein 2 + - - -
HEMO_RAT Hemopexin + + - -
KACB_RAT Ig kappa chain C region, B allele + + + +
LAC2 RAT Ig lambda-2 chain C + - - -
ILARA_RAT Interleukin-4 receptor subunit alpha + - - -
KLK1 RAT Kallikrein-1 + + - -
LRP2_RAT Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 + + - -
MUP_RATRT Major urinary protein (Fragments) + + - -
MUP_RAT Major urinary protein + + + +
MXRA8 RAT Matrix-remodeling-associated protein 8 + - - -
MEP1A_RAT Meprin A subunit alpha + + - -
MEP1B_RAT Meprin A subunit beta + + - -
NPTN_RAT Neuroplastin + - - -
AMYP_RAT Pancreatic alpha-amylase + + - -
EGF_RAT Pro-epidermal growth factor + + + +
PIP_RAT Prolactin-inducible protein homolog + - - -
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Tab. 6 Proteiny identifikované ve vzorku mo¢i pfed RD a jeden tyden po RD pii vyuziti riznych proteolytickych enzymi (pokracovani).

Trypsin Glu-C
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pred RD PoRD Pfred RD PoRD
PTGDS RAT Prostaglandin-H2 D-isomerase + - - -
SPBP_RAT Prostatic spermine-binding protein - + - -
PSC2 RAT Prostatic steroid-binding protein C2 - + - -
AMBP_RAT Protein AMBP + + - -
SPA3L_RAT Serine protease inhibitor A3L + + + +
TRFE_RAT Serotransferrin + + - -
ALBU RAT Serum albumin + + - +
KLK9_RAT Submandibular glandular kallikrein-9 - + - -
SODC_RAT Superoxide dismutase [Cu-Zn] + + - -
SDC4_RAT Syndecan-4 + - - -
KNT1 RAT T-kininogen 1 - - - +
UP1_RAT Urinary protein 1 + + - -
UP2 RAT Urinary protein 2 + + + +
UP3 RAT Urinary protein 3 + - - -
UROM_RAT Uromodulin + + - -

(+) ptitomen, (-) nepfitomen
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9.3 Priloha 3 — Tabulka zobrazujici proteiny identifikované ve vzorcich moc¢i prvniho odbéru

Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moci pied RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD.

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pred RD PoRD RD Pred RD PoRD RD
CH60_RAT 60 kDa heat shock protein, mitochondrial + - - - - -
6PGL_RAT 6-phosphogluconolactonase + - - - - ;
AN32A_RAT Acidic leucine-rich nuclear phosphoprotein 32 family — + + + - - -
member A
ACTB_RAT Actin, cytoplasmic 1 + + - - - -
AFAM_RAT Afamin + - - - - -
AL3B1 RAT Aldehyde dehydrogenase family 3 member B1 + - + - - -
AlAG_RAT Alpha-1-acid glycoprotein + + + - - -
AlAT RAT Alpha-1-antiproteinase + + + - + -
ADA1B_RAT Alpha-1B adrenergic receptor - - + - - -
All3 RAT Alpha-1-inhibitor 3 + + - - + -
ALIM_RAT Alpha-1-macroglobulin + - - - -
FETUA_RAT Alpha-2-HS-glycoprotein + + + - - -
AMPN_RAT Aminopeptidase N + - - - - -
ANGT_RAT Angiotensinogen + - - - - -
ANXA2_RAT Annexin A2 - - + - - -
AP1IM1_RAT AP-1 complex subunit mu-1 + - + - . )
APOB_RAT Apolipoprotein B-100 + + + - - -
APOE_RAT Apolipoprotein E - + + - - -
ATLALl RAT Atlastin-1 + - - - - -
ATRN_RAT Attractin + - - - - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pted RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfred RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
BARH1_RAT BarH-like 1 homeobox protein + + + _ - N
DEFB1 RAT Beta-defensin 1 - - + - . }
BGLR_RAT Beta-glucuronidase + + + - - -
BIN3_RAT Bridging integrator 3 + + + - - -
CADH1 RAT Cadherin-1 + + + R + B
CALB1_RAT Calbindin + - + - - -
CAN1_RAT Calpain-1 catalytic subunit - + - - -
EST1C RAT Carboxylesterase 1C + - + - - .
CBPQ_RAT Carboxypeptidase Q + + - - - -
CATB_RAT Cathepsin B + - - - - -
CD44 RAT CD44 antigen + + - - - -
CD48_RAT CD48 antigen + - - - - -
CD59_RAT CD59 glycoprotein + + + - - -
CK5P1_RAT CDKS5 regulatory subunit-associated protein 1 - + - - - -
CEGT_RAT Ceramide glucosyltransferase + + + B . )
CLAP2_RAT CLIP-associating protein 2 + - - - - -
CO1A1_RAT Collagen alpha-1(1) chain + - - - - -
CO4_RAT Complement C4 - + + R - }
CFAD_RAT Complement factor D + - - - - -
SPR1A_RAT Cornifin-A - + - - - -
CBG_RAT Corticosteroid-binding globulin + - - - - -
CR3L2 RAT Cyclic AMP-responsive element-binding protein 3-like - - + - - -

protein 2
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pfed RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
CDKL2 RAT Cyclin-dependent kinase-like 2 + - - N N :
CYTA RAT Cystatin-A - + + - . )
CYTC_RAT Cystatin-C + - + - - .
22P1 RAT Cystatin-related protein 1 + + + + - +
22P2_RAT Cystatin-related protein 2 + - + - . )
CP2C7_RAT Cytochrome P450 2C7 - - + - R -
DYHC1 RAT Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 + + - - - -
DNAS1 RAT Deoxyribonuclease-1 + + + + + -
DPP2 RAT Dipeptidyl peptidase 2 + + . ) ) i
DPP4_RAT Dipeptidyl peptidase 4 + . ) ) i ]
DPOLB_RAT DNA polymerase beta - - + - - -
TOP2A_RAT DNA topoisomerase 2-alpha - + - - -
0ST48 RAT Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein + - - - B .
glycosyltransferase 48 kDa subunit
DBNL_RAT Drebrin-like protein + + + ) i )
DCTN1 _RAT Dynactin subunit 1 - - + - - -
TRIPC_RAT E3 ubiquitin-protein ligase TRIP12 + - - - - -
EF1A1 RAT Elongation factor 1-alpha 1 - + - - - -
ECEL1_RAT Endothelin-converting enzyme 1 + - - - - -
IF5A1_RAT Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 - + - - - -
FETUB_RAT Fetuin-B - + - - - -
FINC_RAT Fibronectin + + + + + -
GGH_RAT Gamma-glutamyl hydrolase + + - - - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pfed RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
GGT1_RAT Gamma-glutamyltranspeptidase 1 + + + - - -
GELS _RAT Gelsolin + + + - + -
KLK12 RAT Glandular kallikrein-12, submandibular/renal + - - - - -
KLK7_RAT Glandular kallikrein-7, submandibular/renal + + + - - -
GRIK4_RAT Glutamate receptor ionotropic, kainate 4 + - + - - -
AMPE_RAT Glutamyl aminopeptidase + - - - - -
GSTA2_RAT Glutathione S-transferase alpha-2 + - - - - -
GON4L_RAT GON-4-like protein + - - - - -
GRN_RAT Granulins + - + - - -
GRAB_RAT Granzyme B - - + - - -
MCF2L_RAT Guanine nucleotide exchange factor DBS + - - - - -
HPT_RAT Haptoglobin + + - - - -
HEMO_RAT Hemopexin + + + - + -
HD_RAT Huntingtin + - + - - -
CLIC4_RAT Chloride intracellular channel protein 4 + - - - - -
CHKB_RAT Choline/ethanolamine kinase - - + - - -
CHD6_RAT Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 6 + - - - - -
CHD8_RAT Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8 - + + - - -
CTRB1_RAT Chymotrypsinogen B + + + - - -
IGHG1_RAT Ig gamma-1 chain C region - + - - - -
IGG2B_RAT Ig gamma-2B chain C region - + . ; + i
KACA_RAT Ig kappa chain C region, A allele + - - - - -
KACB_RAT Ig kappa chain C region, B allele + + + + - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pted RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
KVX01 RAT Ig kappa chain V region S211 + - - - - -
LAC2_RAT Ig lambda-2 chain C region + + + - - -
IF172_RAT Intraflagellar transport protein 172 homolog + - - - - -
KLK1 RAT Kallikrein-1 + + + - - -
LAMB2 RAT Laminin subunit beta-2 - - + -
LRP2 RAT Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 + + - - - -
MUP_RATRT Major urinary protein (Fragments) + + + + + )
MUP_RAT Major urinary protein + + + + N N
MDHC_RAT Malate dehydrogenase, cytoplasmic + + + - - -
MXRA8 RAT Matrix-remodeling-associated protein 8 + - - - - .
MAGI2_RAT Membrane-associated guanylate kinase, WW and PDZ  + - - - - -
domain-containing protein 2
MEP1A RAT Meprin A subunit alpha + + + - + -
MFA3L_RAT Microfibrillar-associated protein 3-like - + - - - -
MSH5 RAT MutS protein homolog 5 + - - - - -
MBB1A RAT Myb-binding protein 1A + - - - - -
MYH11 RAT Myosin-11 (Fragments) - - + - - -
NHRF1 RAT Na(+)/H(+) exchange regulatory cofactor NHE-RF1 + + + - - -
RENBP_RAT N-acylglucosamine 2-epimerase + + + - - -
NEP_RAT Neprilysin + - - - - -
SLC31_RAT Neutral and basic amino acid transport protein rBAT + - - -
NAMPT_RAT Nicotinamide phosphoribosyltransferase + - - - - -
NCBP1_RAT Nuclear cap-binding protein subunit 1 - + - - - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pfed RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné

Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
NUP93_RAT Nuclear pore complex protein Nup93 + - - - - -
DDX21 RAT Nucleolar RNA helicase 2 + + + - - -
NP1L3_RAT Nucleosome assembly protein 1-like 3 - - + - - -
HEM6_RAT Oxygen-dependent coproporphyrinogen-I11 oxidase, - + - - - -

mitochondrial
AMYP_RAT Pancreatic alpha-amylase + + - + ) )
PALM_RAT Paralemmin-1 + - - - - -
PARGA_RAT Partitioning defective 6 homolog alpha - + - - - -
PRVA RAT Parvalbumin alpha - - + R B ;
DHB4_RAT Peroxisomal multifunctional enzyme type 2 + - - - - -
PK3CB_RAT Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic + + + - - -

subunit beta isoform
PHLD_RAT Phosphatidylinositol-glycan-specific phospholipase - + + - . )
PLBL1 RAT Phospholipase B-like 1 + . _ ) i ]
KPRB RAT Phosphoribosyl pyrophosphate synthase-associated + - - - - -

protein 2
PLMN_RAT Plasminogen + + + - - -
PARP1_RAT Poly [ADP-ribose] polymerase 1 + - - - - -
PIGR_RAT Polymeric immunoglobulin receptor + - - - - -
KCNH1_RAT Potassium voltage-gated channel subfamily H member  + + + - - -

1
KCNS3_RAT Potassium voltage-gated channel subfamily S member 3 - - + - - -
PBAS_RAT Probasin + + + - -
EGF_RAT Pro-epidermal growth factor + + + + -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moci pied RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovdani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné

Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
PTGDS_RAT Prostaglandin-H2 D-isomerase + - - - - -
KLK6_RAT Prostatic glandular kallikrein-6 - - + - - -
SPBP_RAT Prostatic spermine-binding protein + + - - - -
PSC2 _RAT Prostatic steroid-binding protein C2 + + + - -
AMBP_RAT Protein AMBP + + + + + +
F151A_RAT Protein FAM151A + + - - - -
S10A6 RAT Protein S100-A6 - - + - - -
SMAG1_RAT Protein Smaug homolog 1 - + - - - -
SPNS1 RAT Protein spinster homolog 1 + - - - - -
MICAL1_RAT Protein-methionine sulfoxide oxidase MICAL1 - - + - - -
THRB_RAT Prothrombin + + + + - -
MOS_RAT Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase mos + + - - - -
KPYM_RAT Pyruvate kinase PKM - + . i} ) i
REG3G_RAT Regenerating islet-derived protein 3-gamma - + - - - -
ARG28_RAT Rho guanine nucleotide exchange factor 28 + + + - - -
UK114 RAT Ribonuclease UK114 + + + - - -
SG2Al1 RAT Secretoglobin family 2A member 1 - + - - -
SG2A2_RAT Secretoglobin family 2A member 2 + + - - - -
SPA3K_RAT Serine protease inhibitor A3K + + + + + +
SPA3L_RAT Serine protease inhibitor A3L + + + - + +
SPASM_RAT Serine protease inhibitor A3M (Fragment) + + + - - -
SPA3N_RAT Serine protease inhibitor A3N - + - - - -
TAOK3_RAT Serine/threonine-protein kinase TAO3 + - - - - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pted RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
TRFE_RAT Serotransferrin + + + - + N
ALBU _RAT Serum albumin + + + + + +
SAMP_RAT Serum amyloid P-component + + + - - -
SMR1_RAT SMR1 protein + - - - - -
SNX27_RAT Sorting nexin-27 + + - - - -
SPTN1_RAT Spectrin alpha chain, non-erythrocytic 1 - - + - - -
KLK9_RAT Submandibular glandular kallikrein-9 + - + - - -
SODC_RAT Superoxide dismutase [Cu-Zn] + + + + - ;
SDC2_RAT Syndecan-2 + - + - - -
SDC4_RAT Syndecan-4 + - + - - -
STXB5_RAT Syntaxin-binding protein 5 + - - - - -
TIMD2_RAT T-cell immunoglobulin and mucin domain-containing  + - - - -
protein 2
TCPE_RAT T-complex protein 1 subunit epsilon - + + - - -
TCPG_RAT T-complex protein 1 subunit gamma + - + - - -
TSKS_RAT Testis-specific serine kinase substrate + - - - - -
THIO_RAT Thioredoxin - + + - - -
KNT1_RAT T-kininogen 1 + - - - - -
KNT2_RAT T-kininogen 2 + + - - - -
TTHY_RAT Transthyretin + + + - - -
TFF3_RAT Trefoil factor 3 - - - - + -
TBALC_RAT Tubulin alpha-1C chain + - - - -
PTN20_RAT Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 20 - + + - - -
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Tab. 7 Proteiny identifikované ve vzorku moc¢i pted RD, jeden tyden po RD a jeden tyden po falesné RD (pokracovani).

ESI-Q-TOF MALDI-TOF/TOF
Po falesné Po falesné
Identifikacni zkratka Nazev proteinu Pfed RD PoRD RD Pfred RD PoRD RD
RL40_RAT Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 - - + - - -
UP1 RAT Urinary protein 1 + + + + + +
UP2_RAT Urinary protein 2 + + + + - -
UP3 RAT Urinary protein 3 + + + + - +
UROM_RAT Uromodulin + + + + - -
USH2A RAT Usherin - - + - - -
VGFR2_RAT Vascular endothelial growth factor receptor 2 + + - - - -
VTDB_RAT Vitamin D-binding protein + + - - -
CACLlE_RAT Voltage-dependent R-type calcium channel subunit + + + - - -
alpha-1E
WFDC2_RAT WAP four-disulfide core domain protein 2 - - + - - -
ZHX1_RAT Zinc fingers and homeoboxes protein 1 - + - - - -

(+) ptitomen, (-) nepfitomen
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9.4 Piiloha 4 - Tabulka zobrazujici proteiny identifikované ve vzorcich moci druhého odbéru

Tab. 8 Proteiny identifikované ve vzorku mo¢i jeden mésic po RD a jeden mésic po falesné RD.

Identifikacni zkratka Nazev proteinu Po RD Po falesné RD
AFAM_RAT Afamin - +
AlAG_RAT Alpha-1-acid glycoprotein - +
AlAT RAT Alpha-1-antiproteinase + +
ALM_RAT Alpha-1-macroglobulin + +
FETUA _RAT Alpha-2-HS-glycoprotein + +
AMPN_RAT Aminopeptidase N + +
ANGT_RAT Angiotensinogen - +
APOE_RAT Apolipoprotein E - +
B2MG_RAT Beta-2-microglobulin + +
BGLR_RAT Beta-glucuronidase + +
CADH1 _RAT Cadherin-1 + +
CALB1_RAT Calbindin - +
CBPQ_RAT Carboxypeptidase Q + +
CATB_RAT Cathepsin B - +
CD48_RAT CD48 antigen - +
CD59_RAT CD59 glycoprotein + +
CBG_RAT Corticosteroid-binding globulin + +
CYTC_RAT Cystatin-C + +
22P1 RAT Cystatin-related protein 1 + +
22P2_RAT Cystatin-related protein 2 + +
DNAS1 RAT Deoxyribonuclease-1 + +
DPP2_RAT Dipeptidyl peptidase 2 - +
FINC_RAT Fibronectin + +
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Tab. 8 Proteiny identifikované ve vzorku moci jeden mésic po RD a jeden mésic po falesné RD (pokracovani).

Identifikac¢ni zkratka Nazev proteinu Po RD Po falesné RD
GGH_RAT Gamma-glutamyl hydrolase + +
GGT1_RAT Gamma-glutamyltranspeptidase 1 + +
GELS RAT Gelsolin - +
KLK7_RAT Glandular kallikrein-7, submandibular/renal + +
GMEB1 _RAT Glucocorticoid modulatory element-binding protein 1 - +
AMPE_RAT Glutamyl aminopeptidase + +
GSTA3_RAT Glutathione S-transferase alpha-3 - +
HEMO_RAT Hemopexin + +
IGHG1 RAT Ig gamma-1 chain C region - +
IGG2A_RAT Ig gamma-2A chain C region - +
KACA RAT Ig kappa chain C region, A allele - +
KACB_RAT Ig kappa chain C region, B allele + +
LAC2 RAT Ig lambda-2 chain C region - +
KLK1 RAT Kallikrein-1 + +
LRP2 RAT Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 + +
MUP_RATRT Major urinary protein (Fragments) + +
MUP_RAT Major urinary protein + +
MXRA8_RAT Matrix-remodeling-associated protein 8 - +
MEP1A_RAT Meprin A subunit alpha + +
MEP1B_RAT Meprin A subunit beta + +
SLC31_RAT Neutral and basic amino acid transport protein rBAT  + +
NGAL_RAT Neutrophil gelatinase-associated lipocalin + -
OBP_RAT Odorant-binding protein + -
AMYP_RAT Pancreatic alpha-amylase - +
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Tab. 8 Proteiny identifikované ve vzorku moci jeden mésic po RD a jeden mésic po falesné RD (pokracovani).

Identifikac¢ni zkratka Nazev proteinu Po RD Po falesné RD
PER3 RAT Period circadian protein homolog 3 + -
PLMN_RAT Plasminogen - +
PIGR_RAT Polymeric immunoglobulin receptor + +
PBAS_RAT Probasin - +
EGF_RAT Pro-epidermal growth factor + +
PIP_RAT Prolactin-inducible protein homolog - +
PTGDS RAT Prostaglandin-H2 D-isomerase - +
SPBP_RAT Prostatic spermine-binding protein + +
PSC1 RAT Prostatic steroid-binding protein C1 + +
PSC2_RAT Prostatic steroid-binding protein C2 + +
AMBP_RAT Protein AMBP + +
THRB_RAT Prothrombin + +
REG3G_RAT Regenerating islet-derived protein 3-gamma + -
RISC_RAT Retinoid-inducible serine carboxypeptidase + -
SG2A2 RAT Secretoglobin family 2A member 2 + -
SPA3K_RAT Serine protease inhibitor A3K + +
SPA3L_RAT Serine protease inhibitor A3L + +
SPA3M_RAT Serine protease inhibitor A3M (Fragment) + -
TRFE_RAT Serotransferrin + +
ALBU_RAT Serum albumin + +
SMR1 _RAT SMRL1 protein - +
KLK9_RAT Submandibular glandular kallikrein-9 - +
SODC_RAT Superoxide dismutase [Cu-Zn] + +
KNT2_RAT T-kininogen 2 + +
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Tab. 8 Proteiny identifikované ve vzorku moci jeden mésic po RD a jeden mésic po falesné RD (pokracovani).

Identifikac¢ni zkratka Nazev proteinu Po RD Po falesné RD
UP1 RAT Urinary protein 1 + +
UP2_RAT Urinary protein 2 + +
UP3_RAT Urinary protein 3 + +
UROK_RAT Urokinase-type plasminogen activator + +
UROM_RAT Uromodulin + +

(+) ptitomen, (-) nepfitomen
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