retenci a sérovymi hladinami FGF23 mohou prispét k objasnéni zatim
nejasné potencidlni role FGF23 v progresi chronické rendini insufi-
cience.
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ySetfen{ proteinurie se v sou¢asné dobé zamétuje zejména na

kvantitativni vySetfeni celkové proteinurie, event. albumin-
urie, méné Casto se vysetiuji nékteré dal$i proteinové ¢i peptidové
mocové markery, napf. f,-mikroglobulin nebo volné fetézce imu-
noglobulint. Je ziejmé, Ze diagnosticky potencidl kvalitativniho
vySetfen{ proteinurie zatim nebyl vycerpan.

Autofi vySetfili mo¢ 32 pacientu s proteinurif vys$si nez 3 g/24 h,
z nichz 27 mélo diagnézu rendlniho onemocnéni ovéfenou biop-
ticky (véetné &4sti pacientu s diabetickou nefropatii). U péti pa-
cientu byla diagndza diabetické nefropatie stanovena na zakladé
typického klinického ndlezu (trvani diabetu déle nez 15 let, pfi-
tomnost diabetické retinopatie, absence hematurie). Pacienti byli
z hlediska klinickopatologické diagndzy rozdéleni do ¢tyf skupin:
fokalné segmentilni glomeruloskleréza, membranézni nefropatie,
lupusova nefritida a diabetickd nefropatie.

U bioptovanych pacientt byla mo¢ odebrina bezprostiedné
pted biopsii. Po zjisténi celkové koncentrace bilkovin byly jednot-
livé proteiny a peptidy oddéleny pomoci dvojrozmérné elektrofo-
rézy na polyakrylamidovém gelu (SDS-PAGE) a vybrané proteiny
byly poté identifikoviny pomoci hmotnostni spektrometrie (MAL-
DI-TOF-MS). Kromé toho byla v kazdé mo¢i stanovena koncen-
trace IL-6, IL-8 a MCP-1.

Nélezy z elektroforézy moc¢i a koncentrace vybranych cytokina
v mo¢i u 16 pacientt (¢tyfi z kazdé diagnostické skupiny) byly
zpracovany pomoci umélé neuronové sité (artificial neural network
— Almeida, 2002) se snahou identifikovat markery, které s nejlepsi
senzitivitou a specificitou odli$uji vzorky pacientll s riznymi
glomerulopatiemi. Pocet markert potfebnych ke spolehlivému
odli$eni jednotlivych glomeruldrnich chorob byl postupné sni-
Zovan.

Hlavnimi klinicko-laboratornimi rozdily mezi pacienty s jednot-
livymi glomerulopatiemi byly vék (pacienti s diabetickou nefropa-
tif byly star$i, pacienti s lupusovou nefritidou mladsi), pohlavi
(Castéj$i zastoupeni Zen mezi pacienty s lupusovou nefritidou),
sérovy kreatinin (vys$i koncentrace u pacientu s diabetickou nef-
ropatif) a proteinurie (vy$$i u pacienti s membrandzni nefropatii).

68

VétSina pacientt byla 1é¢ena inhibitory ACE nebo antagonisty
angiotensinu.

Elektroforetickym vySetfenim moci se nepodafilo najit Zddny
jednotlivy marker, ktery by spolehlivé odlisil jednotlivé glomeru-
lopatie, a k identifikaci markert proto bylo nutno pouzit artefici-
lni neuronovou sit. Markery nalezené pfi analyze vzorkl od ¢tyt
pacientt z kazdé diagnostické skupiny byly poté validoviny na
zbyvajicich 16 pacientech. Pfesnost pfedpovédi diagnézy na zakla-
dé¢ identifikovaného souboru biomarkert byla v celé skupiné po-
uzité pro validaci 83 %, senzitivita se pohybovala mezi 75-86 %,
specificita mezi 92-67 %. K uréeni vyznamu jednotlivych proteint
pro spriavnou diagnézu autofi postupné snizovali mnoZstvi pro-
teinovych skvrn pouzitych k predikci. Zatimco senzitivita se
podstatné neménila az do pouziti pouhych péti markeru, presnost
stanoveni diagnézy zacala klesat pfi pouZiti méné nez 50 markert
a vyznamné klesla pfi pouziti méné nez 20 markert. Predikce
zévisela na typu glomeruldrniho onemocnéni: byla nejlepsi u lu-
pusové nefritidy, dobrd u FSGS a diabetické nefropatie a $patnd
u membranézni nefropatie.

Jedendict proteint s nejvyssi diagnostickou senzitivitou pro
kazdé studované glomeruldrni onemocnéni (celkem 21 proteint)
bylo vybréno pro identifikaci pomoci MALDI-TOF a 20 z 21 pro-
teint bylo uspésné identifikovdno. Viechny identifikované protei-
ny byly plazmatické proteiny, vétsina z nich glykoproteiny a ¢asto
$lo o fragmenty téchto plazmatickych bilkovin, napt. o fragmenty
albuminu, a;-antitrypsinu, transferinu, orosomukoidu, zinkového
a,-glykoproteinu, faktor B komplementu, haptoglobin, hemopexin
a protein véazici retinol nebo vitamin D.

Mocové markery, které by umoznily spoleblive odlisit rizné typy glo-
merulopatii, json nedispésné hleddny jiz nékolik desetileti. V poslednich
deseti letech se pozornost zamérila napt. na mocové cytokiny (napr.
MCP-1), adbezni molekuly (napt. VCAM-1) ¢&i produkty aktivace
(C5b-9) ¢i degradace (C3d) komplementu (napr. Rovin et al., 2005).
Veétsina podobnych markeri sice volné koreluje s aktrviton zanétlivych
glomernlopatii, jejich specificita pro jednotlivé glomerulopatie je vsak
velmi nizkd (Tesar et al., 1998).

Proteomika moci je novym pfistupem k identifikaci biomarkeri,
které by mobly pomoci rozlisit neinvazivné (bez rendlni biopsie) rizné
typy glomeruldrnich onemocnéni a monitorovat jejich aktivitu a odpo-
véd na terapii, event. odbadnout i riziko jejich progrese do termindlni-
ho selbdni ledvin. Proteomika umoziiuje identifikovat kandiddtni
biomarkery, které pak mobou byt jednotlivé nebo v riznych kombina-
cich validovdny na definovanych souborech nemocnych. Vyhodou
mocové proteomiky je, Ze umoZriuje rozlisit mezi nativnimi proteiny
a jejich degradacnimi produkty a také umoziiuge odlisit varianty pro-
teindl s raznymi posttranslacnimi modifikacemi (zejména riznym
stupném glykace).

V komentované prdci autori identifikovali soubor kandiddtnich
biomarkerit, a poté na jiném souborn nemocnych potvrdili schopnost
definovanych biomarkeri odlisit s riiznon mirnou spoleblivosti ctyri
typy sledovanych glomerulopatit (lupusovou nefritidu, fokdiné segmen-
tdini glomerulosklerézu, membrandzni nefropatii a diabetickou nefro-
patii). Hlavnim prinosem komentované studie je pravé vispéSnd vali-
dace identifikovanych markerd, kterd v predchozich studiich nebyla
provddéna nebo nebyla dspésnd (napt. Oates et al., 2005).

Komentovand prdce ukdzala, Ze pro odlisent riznych typi glomeru-
lopatii nelze vynzit Zddny jednotlivy marker a Ze systém arteficidlni
neuronové sité je pro hleddni diskrimacnich skupin biomarkerdi vyraz-
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né uZitecnéjsi nez nékteré ditve pouZivané postupy (napt. tzv. clustero-
vd analyza).

Zajimavé je, Ze identifikované diskriminacni mocové proteiny jsou
bez vyjjimky plazmatické (nikoli tedy proteiny podocytdrni nebo tubu-
ldrni). Navic nékteré proteiny jsou soucdsti diskriminacniho souboru
ve vice posttranslacnich modifikacich. Neni jasné, zda k témto post-
translacnim modifikacim dochdzi u jednotlivych chronickych glomeru-
lopatii béhem priichodu jednotlivych proteind rendlnimi tubuly, nebo
zda jde o rizné posttranslacni modifikace existujici jiz v plazmé. Zdd
se, Ze riizné zastoupeni diskriminacnich biomarkersi v moci pacienti
s riiznymi glomerulopatiemi je diisledkem riizné permeabilitni poruchy
glomeruldrni kapildrni stény, kterd zabrnuje i riiznou zménu selekti-
vity dle ndboje, a je zfegmé pro jednotlivé glomerulopatie do jisté miry
specifickd.

Autori pripoustéji, ze diagnostickd presnost identifikovaného son-
boru diskriminacnich biomarkerd je zatim pro klinickou praxi nedo-
statecnd a jsou si védomi nutnosti diagnostickon presnost zvysit.

vvs

K tomuto cili by mobla prispét nizsi heterogenita v rdmci jednotlivych
skupin glomerulopatii (markery mobon byt napf. specifictéjsi, pokud
budon samostatné hodnoceni pacienti s proliferativni a membrandzni
Iupusovou nefritidon nebo dokonce s jednotlivymi histologickymi typy
Iupusové nefritidy, nebo pokud budou samostatné hodnoceni pacienti
s normdini a sniZenon rendlni funkci apod.). Nutné bude zfegmé také
doplnit standardni vySetfeni mocovych proteinii o metody (napr. spe-
cifické monoklondini protildtky), které budon schopny odlisit rizny
elektricky ndboj (izoelektricky bod) jednotlivych bilkovin a jejich frag-
menti.

DiileZité bude také doplnéni dalsich skupin glomeruldrnich onemoc-
néni. V praxi zpravidla neni prilis obtizné diagnostikovat i bez rendl-
ni biopsie diabetickou nefropatii ¢i lupusovou nefritidu (rendini biopsii
provddime spise k urcent typu lupusové nefritidy, aktivity a chronicity
onemocnéni). Prakticky vyznam by spise mélo odliseni fokdlné segmen-
tdini glomerulosklerdzy nejen od membrandzni nefropatie, ale také od
nefrotického syndromu s minimdlnimi zménami glomeruldi, nebo
odliseni [gA nefropatie od hypertenzni nefrosklerdzy.

Pres vSechny zminéné nedostatky a problémy se ale komentované
studii podarilo dojit zatim nejddle na cesté od proteomického vysetfeni
moci k praktické aplikaci ve formé identifikace souboru markers, které
by mobly v budoucnu s pomérné vysokon mirou spoleblivosti odlisit
riiznd glomeruldrni onemocnént, a tak do jisté miry nabradit (zpocdt-
ku zejména u rizikovych pacienti) rendlini biopsii.
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