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Souhrn
Východiska: Termín biomarker se v posledních letech stal, zvláště pak ve spojení s termínem kli-
nická proteomika, jedním z nejfrekventovanějších pojmů v oblasti biomedicínského výzkumu. 
Předmětem této práce byl výběr vhodné metody frakcionace krevní plazmy umožňující oddě-
lení majoritních proteinů od nízkoabundantní proteinové frakce před následnou proteomickou 
analýzou pomocí dvourozměrné gelové elektroforézy (2-DE) s cílem zlepšit rozlišení 2-DE mapy 
a identifikaci proteinů hmotnostní spektrometrií. Materiál a metody: Nejprve bylo provedeno 
paralelní srovnání dvou metod frakcionace krevní plazmy (depleční kolona MARS vs Proteo-
Miner) na souboru 10 vzorků. Na základě výsledků srovnávacích experimentů byla k analýze 
vzorků 18 pacientů nemocných mnohočetným myelomem a léčených režimy s bortezomibem 
použita frakcionační metoda ProteoMiner v kombinaci s 2-DE. Soubor pacientů byl rozdělen na 
dvě skupiny: skupina pacientů rezistentních na chemoterapii (9 pacientů – progrese onemoc-
nění, stabilizace onemocnění) a skupina pacientů s pozitivní léčebnou odpovědí (9 pacientů – 
kompletní a parciální remise). Výsledky a závěr: Metoda ProteoMiner umožnila na 2-DE mapách 
signifikantně zvýšit počet proteinových spotů ve srovnání s imunodepleční metodou MARS 
(Multiple Affinity Removal System). Mezi skupinami pacientů chemorezistentních a pacientů 
citlivých na léčbu bortezomibem bylo pomocí analýzy obrazu 2-DE gelů zjištěno 15 rozdílových 
proteinových spotů, které byly analyzovány hmotnostní spektrometrií. V těchto spotech bylo 
identifikováno 10 proteinů. Sedm proteinů vykazovalo signifikantně nižší hladinu proteinu ve 
skupině chemosenzitivních pacientů (sérový amyloid P, fibrinogen – gama řetězec, retinol-va-
zebný protein 4, komplement faktor C4-A, apolipoprotein E, karboxypeptidáza N, komplement 
faktoru H – příbuzný protein 1) a 3 proteiny vykazovaly signifikantně vyšší hladinu proteinu 
nebo byly detekovány pouze ve skupině chemosenzitivních pacientů (sérová paraoxonáza 1, 
alfa-1-antitrypsin a komplement faktor B).
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Úvod
Moderní medicína využívá k  diagnos-
tice nemocných stanovení hladin látek, 
které jsou pro dané procesy charakte-
ristické (tzv. „biomarkery“). Mezi typické 
tělní tekutiny, u  kterých je prováděna 
analýza prognostických a  prediktiv-
ních biomarkerů nádorových onemoc-
nění, patří krevní sérum, plazma, moč 
a mozkomíšní mok [1,2]. Méně často se 
provádí rozbor slin, bronchoalveolární 
laváže, amniotické nebo folikulární te-
kutiny. Lidská krevní plazma předsta-
vuje komplexní tělní tekutinu, kde jsou 
navíc proteiny přítomny v řádově rozdíl-
ných koncentracích (až 1010) [3]. Zdrojem 
diverzity proteinů je např. alternativní 
sestřih mRNA a  posttranslační modi-
fikace [4,5]. Dvourozměrná gelová elek-
troforéza (2-DE) je již klasickou metodou 
pro separaci proteinových směsí před je-
jich identifikací hmotnostní spektromet-
rií (MS) [6–8]. Metoda má omezenou ka-
pacitu vzhledem k množství a velikosti 
analyzovaných proteinů a neumožňuje 
detekci proteinů s nízkou hladinou ex-
prese [9,10]. Většina potenciálních bio
markerů se v  plazmě vyskytuje právě 
v nízkých koncentracích a nadbytek al-
buminu a protilátek jejich analýzu kom-
plikuje. Proto je odstranění abundant-
ních proteinů z krevní plazmy (deplece) 
často prvním a rozhodujícím krokem ce-
lého postupu. Odstranění abundantních 
proteinů by mělo být v ideálním případě 
úplné, kvantitativní a především repro-

dukovatelné. Pro tyto účely se často vy-
užívají depleční kolonky, které vyvazují 
většinově zastoupené proteiny na bázi 
specifických interakcí s imobilizovanými 
protilátkami. Např. imunodepleční me-
todou Multiple Affinity Removal Sys-
tem (MARS) lze odstranit 6 nebo 14 nej-
hojněji zastoupených lidských proteinů 
krevní plazmy [11,14], séra [15,16] či 
moče [17]. Některé výsledky prací však 
poukazují na neúplnou depleci vysoce 
zastoupených proteinů [16,18,19]. Bellei 
et al popsali odstranění některých necí-
lených proteinů z frakce nízkoabundant-
ních proteinů [20]. Tu et al. také popsali, 
že některé proteiny lidské plazmy, jako 
je alfa-1-kyselý glykoprotein 1, alfa-1- 
-kyselý glykoprotein 2 a alfa-1-antichy-
motrypsin, se rovněž vážou na MARS 
kolonu [21].

Novým přístupem prepurifikace (frak-
cionace) krevní plazmy je afinitní nede-
pleční metoda ProteoMinerTM (Bio-Rad 
Laboratories, USA), která využívá roz-
dílů ve vazebných afinitách přítomných 
proteinů k hexapeptidům [22–24]. Hexa
peptidy jsou, podobně jako protilátky 
u deplečních kolonek, imobilizovány na 
vhodném nosiči uloženém v  prepurifi-
kační koloně. V koloně jsou pak přítomny 
ve stejném množství odlišné hexapep-
tidy z rozsáhlé hexapeptidové knihovny. 
Každý hexapeptid přitom vykazuje roz-
dílnou proteinovou specifitu. Výsledkem 
je omezená celková vazebná kapacita 
kolony pro konkrétní proteiny. Vysoce 

abundantní proteiny jsou tak na koloně 
zachyceny jen částečně, kdežto proteiny 
o nízké vstupní koncentraci jsou naopak 
zachyceny poměrově více. Při celém pro-
cesu je navíc zachována informace o re-
lativní kvantitě proteinu, což umožňuje 
relativní srovnání více vzorků. Nutno 
však dodat, že existuje i práce poukazu-
jící na možný odlišný princip funkce me-
tody ProteoMiner [25].

Cílem této práce bylo srovnání obou 
metod frakcionace krevní plazmy ne-
zbytné před 2-DE proteomickou analý-
zou nízkoabundantní frakce proteinů 
s cílem zvýšit počet rozlišitelných protei-
nových spotů obrazu 2-DE mapy, které 
by umožnilo identifikovat proteinové 
změny charakteristické pro pacienty 
senzitivní a chemorezistentní na podané 
antimyelomové léčivo.

Materiál a metody
Zpracování odebrané krve
Vzorky krevní plazmy byly získány od 
28 pacientů nemocných mnohočetným 
myelomem (MM) a  léčených na Interní 
hematoonkologické klinice LF MU a FN 
MU Brno po podepsání informovaného 
souhlasu s odběrem biologického mate-
riálu. Lidská krev byla odebrána do uza-
vřeného odběrového systému S-Mono-
vette (2,7ml zkumavka s K3EDTA, Sarstedt, 
Německo) a centrifugována 15 min při 
2 200 g 20 °C. Plazma byla rozdělena do 
alikvotů po 0,5 ml a zamražena do –80 °C 
pro následnou analýzu. Vzorky 10 pa-

Summary
Backgrounds: Recently, the term biomarker has become, especially in connection with the term clinical proteomics, one of the most frequent 
terms in the field of biomedical research. The aim of this work was to select an appropriate pre-fractionation method of blood plasma prior to 
a subsequent proteomic analysis of low-abundant fraction of proteins by two dimensional gel electrophoresis (2-DE) and mass spectrometry 
to improve the resolution of 2-DE maps and protein identification. Materials and Methods: First, we compared two prefractionation methods 
(MARS versus ProteoMiner) preceding 2-DE analysis using 10 blood plasma samples. Based on the results of the comparative experiments, 
low-abundant plasma protein fractions from 18 multiple myeloma patients treated with bortezomib were analyzed. Patients were divided into 
two groups: a group resistant to chemotherapy (9 patients – disease progression, stable disease) and a group with positive clinical response 
(9 patients – complete and partial remission). Results and Conclusion: Samples prefractioned by ProteoMiner method yielded 2-DE maps with 
a significantly increased number of detected protein spots, as compared to immunodepletion method MARS (Multiple Affinity Removal System). 
Between groups of chemoresistant and sensitive patients treated with bortezomib, 15 differently intense spots were revealed by image analysis. 
These spots were found to correspond to 10 proteins, as confirmed by mass spectrometry. Seven proteins had significantly lower protein level in 
the group of chemosensitive patients (serum amyloid P, fibrinogen – gamma chain, retinol-binding protein 4, complement factor C4-A, apolipo-
protein E, carboxypeptidase N and complement factor H-related protein 1) and 3 proteins showed significantly higher levels of protein (or were 
only detected) in the group of chemosensitive patients (serum paraoxonase 1, alpha-1-antitrypsin and complement factor B).
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lony (3  ×  5  min) pufrem obsahujícím 
150  mmol/l NaCl, 10 mmol/l NaH2PO4 
pH 7,4 (3 × 5 min, 1 ml pufru) byly frakce 
nízkoabundantních proteinů z  ko-
lony vymyty elučním pufrem (Bio-Rad, 
USA) obsahujícím 8  mol/l močovinu 
a 2% 3-3[(3-cholamidopropyl)dimethyl
amonio]propan-1-sulfonát (CHAPS),  
3 × 15 min při 750 rpm, 20 °C se 100 µl 
pufru. Všechny 3 eluované frakce od kaž-
dého pacienta byly spojeny do jedné 
frakce.

Metoda MARS (Multiple Affinity 
Removal System)
Metodou MARS bylo odstraněno celkem 
6 vysokoabundantních proteinů lidské 
krevní plazmy: albumin, IgG, IgA, transfe-
rin, alfa-1-antitrypsin a haptoglobin. Vzo-
rek plazmy od každého pacienta byl zpra-
cován paralelně dvakrát. Plazma byla 4× 
naředěna v  pufru A  (Agilent Technolo-
gies, USA): 80 µl plazmy + 240 µl pufru A.  
Nízkoabundantní frakce proteinů byla 
získána promytím kolony pufrem A  při 
průtoku 0,5 ml/min a  frakce vysoko
abundantních proteinů byla získána 
promytím kolony pufrem B při průtoku 
1 ml/min (obr. 2). Jednotlivé frakce níz-
koabundantních proteinů (500–600  µl)  
byly odsoleny kapalinovou chromatogra-
fií na koloně mRP-C18 s makroporézní si-
likou (4,6 × 50 mm; Agilent Technologies, 
USA) při 80 °C a průtoku 0,75 ml/min. Mo-
bilní fáze A obsahovala 0,1% (v/v) kyse-
linu trifluoroctovou (TFA, Sigma-Aldrich, 
USA) a 3% (v/v) acetonitril (ACN, Merck, 
Německo) ve vodě, mobilní fáze B pak 
97% (v/v) ACN a 0,08% (v/v) TFA ve vodě. 
Gradientová eluce začínala na 10 % mo-
bilní fáze B a lineárně rostla na 70 % mo-
bilní fáze B v prvních 5 minutách. V prů-
běhu následující jedné minuty obsah 
mobilní fáze B vzrostl na 100 % a na této 
hodnotě zůstal další 2 minuty. Poté ná-
sledovala reekvilibrace kolony 10 % mo-
bilní fáze B. Frakcionace byly provedeny 
na kapalinovém chromatografu od firmy 
Waters. Na vakuové odparce SpeedVac 
(Thermo Scientific, USA) byly získané 
frakce obsahující nízkoabundantní pro-
teiny odpařeny a proteinové pelety byly 
rozpuštěny v 60 µl IPG8 pufru obsahují-
cím 7 mol/l močovinu, 2 mol/l thiomočo-
vinu, 4% CHAPS, 60 mmol/l dithiotreitol 
(DTT), 0,8% (v/v) amfolyt Pharmalyte pH 

10 vzorků krevní plazmy byly získány pa-
ralelně metodou ProteoMiner (Bio-Rad, 
USA) a  metodou afinitní chromatogra-
fie na koloně MARS-6-Hu (4,6 × 100 mm; 
Agilent Technologies, USA). U  obou 
metod bylo postupováno podle pokynů 
výrobce (obr. 1).

ProteoMiner
Alikvóty plazmy (1 ml od každého pa-
cienta) byly pipetovány do Proteo-
Miner centrifugačních kolon a  inku-
bovány 2  hod na rotátoru SB3 Stuart 
(BioCote, UK) při 20 °C. Po promytí ko-

cientů byly použity pro srovnávací stu-
dii frakcionačních postupů, vzorky druhé 
skupiny 18 pacientů vybrané pro vlastní 
proteomickou analýzu byly pak zpraco-
vány zvoleným postupem. Základní cha-
rakteristika těchto 18 pacientů, u kterých 
byla provedena srovnávací 2-DE analýza, 
je uvedena v tab. 1. 

Frakcionace proteomu krevní plazmy
Po rozmražení byla plazma centrifu-
gována (5 min při 16 000 g, 20 °C) přes 
0,22 µm filtr (Agilent Technologies, USA). 
Frakce nízkoabundantních proteinů 

Tab. 1. Základní charakteristika souboru.

Počet Procenta
Pacienti 18 100
věk, medián 67
rozmezí 49–79
Pohlaví 18 100
muži 13 72
ženy 5 28
Klinický stav podle Durie-Salmona 18 100
I 1 6
II 3 16
III 14 78
Typ paraproteinu 18 100
IgG 9 50
IgA 6 33
IgD 1 6
lehké řetězce 2 11
Aplikovaný léčebný režim 18 100
CVD-junior 9 50
CVD-senior 6 33
BDD 3 17
Léčebná odpověď 18 100
CR/sCR 1 1
VGPR 4 22
PR 1 6
SD 3 17
PG 6 33

CVD junior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné do věku  
65 let, CVD senior = cyklofosfamid, bortezomib, dexametazon pro nemocné nad 
65 let, BDD = bortezomib (Velcade), dexametazon, doxorubicin, CR = kompletní re-
mise s negativní imunofixací, sCR = stringent CR (normální výsledek vyšetření FLC 
v séru a nepřítomnost klonu plazmatických buněk), VGPR = velmi dobrá parciální 
remise (pokles M–proteinu ≥ 90 % vstupní hodnoty), PR = parciální remise (pokles 
M-proteinu ≥ 50 % vstupní hodnoty), SD = stabilizace onemocnění (změna hodnoty 
M-proteinu, resp. pokles či vzestup o méně než 25 % vstupní hodnoty), PG = pro-
grese onemocnění (≥ 25% nárůst původní hodnoty M-proteinu, vznik nových kost-
ních ložisek, hyperkalcemie nebo jiné známky zhoršování stavu).
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3–10, 0,003% (w/v) bromfenolovou modř 
(vše Sigma-Aldrich, USA). Celková kon-
centrace proteinů byla stanovena pomocí 
soupravy BioRad Protein Assay podle me-
tody Bradfordové [26] na spektrofotome-
tru SmartSpec Plus, s použitím standardu  
γ-globulinu (vše Bio-Rad, USA).

Dvourozměrná gelová elektroforéza 
(2-DE)
2-DE separace vzorku od každého pa-
cienta byly prováděny v  duplikátu. Pro-
teiny krevní plazmy (100 µg/315 µl IPG8 
pufru) byly naneseny na komerčně do-
stupné proužky s  imobilizovaným neli-
neárním pH gradientem (ReadyStrip IPG 
Strips o  délce 18 cm, pH 3–10, Bio-Rad, 
USA). Přes noc probíhala pasivní rehydra-
tace vzorku na zvolený proužek (16 hod, 
20 °C). První rozměr 2-DE byl proveden 
na izoelektrickém fokuzátoru Protean IEF 
cell (Bio-Rad, USA) při teplotě 20 °C v ná-
sledujících krocích: 1) 150 V, 30  min, 2) 
1 500 V, 3 hod, 3) 3 500 V, 3 hod, 4) 5 000 V, 
80 kVh, 5) 500 V, 24 hod. Po izolektrické fo-
kuzaci (IEF) byla při 20 °C provedena v IPG 
proužku 1) redukce proteinů 2% (w/v) DTT 
(10 min) a 2) alkylace proteinů 2,5% (w/v) 
jodacetamidem (IAA, Sigma-Aldrich, USA), 
10 min, které byly rozpuštěny v  ekvilib-
račním pufru obsahujícím 6 mol/l močo-
vinu, 0,375 mol/l Tris(hydroxymethyl)-ami
nomethan pH 8,8 (Tris-HCl, Serva, USA), 
2% (w/v) dodecylsulfát sodný (SDS, Serva, 
USA); 30% (v/v) glycerol. IPG proužek byl 
přenesen na 12% polyakrylamidový gel 
o rozměrech 18 × 20 cm s molekulovým 
standardem (Precision Plus Protein Stan-
dards, Bio-Rad, USA, 1 μl standardu na-
neseného na wicks) a zalit 1% agarózou 
(Fluka, USA). Elektroforéza probíhala v sys-
tému Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad, 
USA) v  elektroforetickém pufru obsahu-
jícím 19,2  mmol/l glycin (Bio-Rad, USA),  
19 mmol/l SDS, 2,5 mmol/l Tris-HCl pH 8,3 
za konstantního napětí 50 V, 1 hod a ná-
sledně 100 V, 17 hod (zdroj PowerPac Uni-
versal, Bio-Rad, USA). 2-DE nádoba byla 
chlazena na 10 °C (Julabo, Labortechnik, 
Německo).

Vizualizace 2-DE gelů a analýza 
obrazu
Gely byly fixovány 2 × 30 min ve fixačním 
pufru (200 ml/gel) obsahujícím 10% (v/v) 
ethanol a 7% (v/v) kyselinu octovou (vše 

Obr. 1. Zjednodušený schematický postup paralelního zpracování vzorků krevní 
plazmy metodami ProteoMiner (Bio-Rad, USA) a MARS (Multiple Affinity Removal Sy
stem, Agilent Technologies, USA).

Tab. 2. Přehled o počtu proteinových spotů na obrazech 2-DE map identifikova-
ných PDQuest programem.

Pacient číslo Medián (rozpětí)
ProteoMiner 

(Bio-Rad)
MARS-6 

(Agilent Technologies)
1 315 (308–321) 122 (121–123)
2 322 (314–330) 122 (117–126)
3 248 (246–249) 129 (126–132)
4 305 (299–311) 94 (83–104)
5 314 (308–319) 84 (73–95)
6 321 (319–322) 117 (117–117)
7 325 (319–331) 106 (105–106)
8 330 (321–331) 99 (97–101)
9 305 (288–322) 105 (104–106)

10 338 (331–344) 118 (118–118)
medián (rozpětí) 318 (248–338) 111 (84–129)

Wilcoxonův párový test p = 0,005
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Analýzy tryptických digestů technikou 
LC-MS/MS byly provedeny na systému 
EASY-nLC (Proxeon, Thermo Scientific, 
USA) spojeném on-line s HCTultra PTM  
Discovery System (Bruker Dalto-
nik, Německo) hmotnostním spek-
trometrem s  iontovou pastí vyba-
veným nanosprejem. Po odsolení 
a  prekoncentraci na předkoloně (Jupi-
ter Proteo, 100 μm × 30 mm, Pheno- 
menex, USA) byly vzorky separovány na 
kapilární koloně (X-Bridge BEH 130 C18, 
100 μm × 100 mm, Waters, USA) pomocí 
0,1% FA/ACN gradientu. Prekoncentrační 
a separační kolony použité k LC separaci 
byly plněny podle dříve popsaného po-
stupu [28]. Hmotnostní spektrometr 
pracoval v pozitivním módu v m/z roz-
sahu 300–1 500 pro MS a 100–2 500 pro  
MS/MS spektra.

Ke zpracování MS a  MS/MS dat byl 
použit prohledávací algoritmus MAS-
COT 2.2 (MatrixScience, UK). Databá-
zové hledání bylo provedeno proti 

Identifikace proteinů pomocí 
hmotnostní spektrometrie
Oblasti gelu obsahující rozdílně zastou-
pené proteiny mezi 2 skupinami pa-
cientů byly vyřezány pomocí přístroje 
EXQuestTM Spot Cutter (Bio-Rad, USA). 
Po odbarvení pak byly proteiny v  gelu 
proteolyticky naštěpeny trypsinem (Pro-
mega, USA). Vzniklá směs peptidů byla 
analyzována pomocí MALDI-MS, resp. 
MALDI-MS/MS, a v případě dosažení ne-
signifikantního výsledku identifikace 
proteinu následně i  kapalinovou chro-
matografií s  tandemovou hmotnostní 
spektrometrií (LC-MS/MS).

Analýzy technikou MALDI-MS a  MS/ 
/MS analýzy byly provedeny na přístroji 
Ultraflex III (Bruker Daltonik, Německo). 
Vzorek (1 μl) byl na vzorkovací desce An-
chorChip smíchán s 0,6 μl roztoku mat-
rice (2 mg/ml, kyselina α-kyano-4-hydro- 
xyskořicová, Bruker Daltonik, Ně-
mecko) ve směsi 2,5% TFA a 100% ACN,  
1 : 2 v/v) [27].

Penta, Česká republika). Separované pro-
teiny byly v  gelu vizualizovány fluores-
cenčním barvením Sypro Ruby (Bio-Rad, 
USA) a  snímány na laserovém skeneru 
TyphoonTM FLA-7000 (Fuji Photo Film Co., 
Ltd., USA). Analýza obrazu 2-DE gelů byla 
provedena pomocí programu PDQuest 
8. 0. 1 (Bio-Rad, USA). Při vyhodnocení 
byla provedena normalizace dat, která 
sloužila k vyrovnání intenzit jednotlivých 
gelů. Obraz tzv. Master gelu byl vytvo-
řen jako syntetický obraz normalizova-
ných dat všech 36 2-DE gelů vytvořených 
z  tzv. matchsetu. Pomocí analytických 
setů byly gely kvalitativně, kvantitativně 
a  statisticky vyhodnoceny (Studentův  
t-test na hladině významnosti 0,05). Po-
mocí analýzy byly nalezeny rozdílové 
proteinové spoty, jejichž intenzita byla 
2× nebo 4× snížená nebo zvýšená mezi 
skupinami pacientů citlivých a chemore-
zistentních na bortezomib. Zahrnuty jsou 
kvalitativní změny přesahující desetiná-
sobek hodnoty pozadí. 

Obr. 2. Multiple Afinity Removal System (MARS) – metoda pro odstranění 6 vysokoabundantních proteinů krevní plazmy. (A) Chro-
matografický záznam eluce jednotlivých frakcí. (B) Reprezentativní 2-DE gely proteinů plné krevní plazmy (45 μg), nízkoabundantní 
(100 μg) a vysokoabundantní (350 μg) frakce proteinů krevní plazmy.
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Tab. 3. Souhrn identifikovaných proteinových změn charakteristických mezi skupinami pacientů senzitivních a chemorezis-
tentních na bortezomib.

Čísloa

Relativní 
změna 
expre-

seb

NCBI číslo Název proteinu 
(zkratka genu) Biologická funkce

MALDI-MS MALDI-MS/
MS LC-MS/MS Mr 

(kDa) pI

skórec %d skórec %d skórec %d

1335 ↑ 190194 sérová paraoxonáza 
1 (PON1)

metabolické procesy, 
procesy imunitního 

systému
82 26 72 4 190 23 37,8 5,0

1336 ↑ 190194 sérová paraoxonáza 
1 (PON1)

metabolické procesy, 
procesy imunitního 

systému
ND – 65 4 135 19 37,8 5,0

6513 ↑ 187655 komplement faktor 
B (CFB)

aktivace komple-
mentu, procesy  

imunitního systému
46 2 127 9 205 3 99,2 6,2

1420 ↑ 177831 alfa 1-antitrypsin 
(SERPINA1)

koagulace krve, pro-
cesy imunitního 

systému
182 54 541 23 417 45 46,7 5,4

3625 ↓ 182439 fibrinogen gama  
řetězec (FGG)

koagulace krve, me-
tabolizmus, procesy 
imunitního systému

ND – ND – 85 7 49,5 5,6

3203 ↓ 337758 sérový amyloid P 
(SAP) 

procesy imunitního 
systému 112 30 448 29 518 29 25,4 6,1

2208 ↓ 18088326 retinol-vazebný  
protein 4 (RBP4) transport 46 30 82 8 92 18 23,0 5,8

2224 ↓ 178853 apolipoprotein E 
(APOE)

metabolizmus 
a transport lipidů 159 38 209 32 527 74 36,2 5,8

6117 ↓ 81175238
komplement faktor  

C4-A (fragment) 
(C4A)

aktivace 
komplementu ND – ND – 136 4 19,3 6,6

5325 ↓ 4503011 karboxypeptidáza N 
(CPN1) metabolické procesy 108 31 25 3 143 14 52,3 6,9

4314 ↓ 183763
komplement faktoru 
H-příbuzný protein 1 

(CFHR1)

aktivace 
komplementu 63 22 106 7 192 22 37,6 7,8

5319 ↓ 183763
komplement faktoru 
H-příbuzný protein 1 

(CFHR1)

aktivace 
komplementu 63 19 81 3 240 25 37,6 7,8

6319 ↓ 148922168
komplement  
faktor C4-A  

(fragment) (C4A)

aktivace 
komplementu ND – ND – 112 1 18,8 6,8

6308 ↓ 183763
komplement faktoru 
H-příbuzný protein 1 

(CFHR1)

aktivace 
komplementu ND – 127 9 303 24 37,6 7,8

7306 ↓ 183763
komplement faktoru 
H-příbuzný protein 1 

(CFHR1)

aktivace 
komplementu 106 14 31 2 149 18 37,6 7,8

aČísla proteinových spotů přiřazených z programu PDQuest, jejich pozice je zobrazena na obr. 3. bZvýšená (↑) nebo snížená (↓) re-
lativní exprese proteinů mezi skupinami pacientů citlivých a rezistentních na bortezomib. cProteinové skóre (míra podobnosti se 
známým proteinem vypočítaná z MASCOT programu). dProcento pokrytí. Vypočítáno podle počtu aminokyselin známého proteinu 
z MASCOT programu. Molekulová hmotnost (Mr) a izolektrický bod (pI) byly vypočítány podle zastoupení aminokyselin známého 
proteinu z programu MASCOT. MALDI-MS: desorpce/ionizace laserem za přítomnosti matrice s hmotnostní spektrometrií.  
MALDI-MS/MS: desorpce/ionizace laserem za přítomnosti matrice s tandemovou hmotnostní spektrometrií. LC-MS/MS : kapali-
nová chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií, ND: žádná data.
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detekovány signifikantně zvýšené hla-
diny 2 proteinů: izoformy komplementu 
faktoru H – příbuzného proteinu 1 (spoty 
4314, 5319, 6308, 7306) a karboxypepti-
dáza N (spot 5325). 

Diskuze a závěr
Proteomické přístupy využívané při hle-
dání nových biomarkerů krevní plazmy 
kombinují postupy založené na frakcio-
naci, separaci, detekci a identifikaci pří-
tomných proteinů. Aby bylo možné 
detekovat nízkoabundantní proteiny 
krevní plazmy, je třeba nejdříve odstra-
nit většinově zastoupené proteiny. K to-
muto účelu je na trhu dostupných ně-
kolik analytických metod [13,31,32]. 
V naší práci jsme se zaměřili na srovnání 
dvou prepurifikačních metod umožňu-
jících detekci nízkoabundantních pro-
teinů pomocí 2-DE. Použili jsme dvě afi-
nitní metody: Multiple Affinity Removal 
System (MARS) a  ProteoMiner. Metoda 
ProteoMiner představuje odlišný, nede-
pleční systém pro zkoncentrování méně 
zastoupených proteinů a oproti metodě 
MARS umožnila detekci přibližně trojná-
sobného počtu proteinových spotů na 
2-DE gelech (318 vs 111 identifikovaných 
spotů, p < 0,005). Výhodami metody Pro-
teoMiner jsou dobrá reprodukovatel-
nost, jednoduchost postupu a  přímá 
kompatibilita s  dalšími proteomickými 
metodami, jako jsou např. diferenční ge-
lová elektroforéza (2D-DIGE) a desorpce/
ionizace laserem z upravených povrchů 
(SELDI-TOF-MS) [33]. Bylo prokázáno, že 

proteinů krevní plazmy (obr. 2). Frakce 
nízkoabundantních proteinů získané 
oběma metodami byly poté separovány 
metodou 2-DE. U frakcí získaných meto-
dou ProteoMiner bylo na 2-DE mapách 
detekováno o přibližně 200 proteinových 
spotů víc než u frakcí získaných metodou 
MARS, p < 0,005. Celkový přehled o počtu 
identifikovaných proteinových spotů na 
2-DE gelech pro obě metody uvádí tab. 2. 
Na základě těchto výsledků byla metoda 
ProteoMiner vybrána pro další 2-DE ana-
lýzy vzorků krevní plazmy 18 pacientů ne-
mocných MM. Rozdíly v proteinových ma-
pách mezi skupinami pacientů citlivých 
a  rezistentních na podaný bortezomib 
byly určeny pomocí programu PDQuest. 
Celkem bylo nalezeno 15 rozdílových pro-
teinových spotů (obr. 3), ve kterých bylo 
identifikováno MS technikami 10 pro-
teinů (tab. 3). Tři proteiny vykazovaly sig-
nifikantně nižší hladinu proteinu v  celé 
skupině 9 chemosenzitivních pacientů – 
sérový amyloid P (spot 3203), fibrinogen – 
gama řetězec (spot 3625), retinol-vazebný 
protein 4 (spot 2208). Dvě formy komple-
mentu faktoru C4-A  (spoty 6117, 6319) 
a  apolipoprotein E (spot 2224) vykazo-
valy signifikantně nižší hladinu proteinu 
u skupiny 8, resp. 6 chemosenzitivních pa-
cientů. U šesti z devíti chemosenzitivních 
pacientů byla pozorována signifikantně 
zvýšená exprese tří proteinů – dvě formy 
sérové paraoxonázy (spoty 1335, 1336), 
alfa-1-antitrypsin (spot 1420) a komple-
ment faktor B (spot 6513). U  celé sku-
piny 9 chemorezistentních pacientů byly 

NCBI databázi (neredundantní, taxono-
mie Homo sapiens). U peptidového ma-
pování na základě MALDI-TOF MS dat 
byla nastavena tolerovaná chyba ur-
čení molekulové hmotnosti peptidu 
na 30 ppm, u  MALDI-MS/MS dat pak 
na 0,5 Da. Při prohledávání ESI-MS/MS  
dat byla nastavena tolerance 0,5 Da pro 
MS i MS/MS data s korekcí na hmotnost 
prekurzorového iontu na jeden 13C atom. 
Pro všechna hledání byla nastavena oxi-
dace methioninu a karbamidometylace 
jako variabilní modifikace a  jedno po-
volené vynechané štěpné místo pro 
trypsin.

Pro určení funkce identifikovaných 
proteinů byla využita databáze UniProt
KB/Swiss-Prot (http://www.uniprot.org/, 
[29]) a  PANTHER klasifikační systém 
(http://www.pantherdb.org/, [30]).

Statistická analýza dat
Statisticky významný rozdíl mezi po-
čtem proteinových spotů získaných me-
todami ProteoMiner a  MARS-6-Hu byl 
určen Wilcoxonovým párovým testem 
na hladině významnosti 0,05 (program 
Statsoft Statistica 10.0).

Výsledky
V této práci jsme porovnali u 10 vzorků 
krevní plazmy dvě metody (MARS, Pro-
teoMiner) umožňující odstranění vyso-
koabundantních proteinů krevní plazmy 
a zisk obohacené frakce nízkoabundant-
ních proteinů (obr. 1). Metodou MARS 
bylo odstraněno celkem 6 majoritních 

Obr. 3. Ukázky záznamu 2-DE analýzy proteinů od pacientů nemocných mnohočetným myelomem po frakcionaci krevní plazmy me-
todou ProteoMiner. (A) Syntetický obraz 2-DE tzv. Master gel normalizovaných dat všech 36 2-DE gelů. (B) Reprezentativní 2-DE gel 
proteinů krevní plazmy pacienta citlivého na léčbu bortezomibem. (C) Reprezentativní 2-DE gel proteinů krevní plazmy pacienta 
rezistentního na léčbu bortezomibem.
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II. typu a  jeho komplikací [38]. Řada 
asociačních studií prokázala vztah mezi 
polymorfizmy PON1 s neurodegenerativ-
ními onemocněními, zejména s Parkinso-
novou a Alzheimerovou nemocí [39]. 

Retinol-vazebný protein 4 je vý-
znamný klinický biomarker pro detekci 
inzulinové rezistence a  diabetu melli
tu II. typu [40]. Fibrinogen je glykopro-
tein o  molekulové hmotnosti 340  kDa, 
který se běžně vyskytuje v  krevní 
plazmě a je nezbytný ke správnému za-
jištění hemokoagulace. Jeho plazma-
tické koncentrace se zvyšují např. při 
zánětu, poškození tkání a  při nádoro-
vých onemocněních. Apolipoprotein E 
je významný plazmatický lipoprotein 
zodpovědný za transport a  metaboliz-
mus cholesterolu. Klinicky abnormální 
funkce ApoE je sdružena s mnoha one-
mocněními, jako je ateroskleróza a Alz-
heimerova nemoc [41].

Ačkoli použití metody ProteoMiner 
v kombinaci s 2-DE analýzou podstatně 
zvýšilo počet detekovaných proteinů ve 
srovnání s jinými komerčně dostupnými 
frakcionačními technikami, zvolený po-
stup analýzy se ukázal jako nevhodný 
pro detailní studium mechanizmu lé-
kové rezistence v  krevní plazmě pa-
cientů nemocných MM. Ke studiu mino-
ritních složek bude nutné využít vhodné 
vícestupňové kombinace frakcionačních 
a separačních chromatografických tech-
nik s  následnou citlivou hmotnostně 
spektrometrickou detekcí.
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saturace kuliček vysokoabundantními 
proteiny neovlivňuje kvantifikaci oboha-
cené frakce nízkoabundantních proteinů 
[34], proto jsme tuto metodu zvolili jako 
vhodnou prepurifikační metodu před 
2-DE analýzou proteinů krevní plazmy.

Pomocí metod ProteoMiner/2-DE/MS 
byly identifikovány signifikantní změny 
v  expresi proteinů mezi skupinami pa-
cientů senzitivních a rezistentních na bor-
tezomib. Identifikované proteiny patří 
především do skupiny běžně se vyskytu-
jících proteinů, které se v plazmě nachá-
zejí v poměrně vysoké koncentraci. Podle 
jejich specifické funkce se jedná o trans-
portní proteiny (APOE, FGG, RBP4), me-
tabolické proteiny (CPN1, PON1, CFHR1, 
C4A, CFB, SERPINA1), signální proteiny 
(FGG, C4A, CFHR1, CFB), proteiny aktivu-
jící komplementový systém (CFB, CFHR1, 
C4A), proteiny imunitní odpovědi (SAP, 
FGG, PON1) a proteiny aktivní při koagu-
laci krve (FGG, CFHR1).

U některých identifikovaných proteinů 
již byl popsán vztah k onemocněním ne-
souvisejícím s mnohočetným myelomem. 
Aktivovaná komplementová kaskáda je 
mechanizmem, který představuje pro-
spěšnou obrannou reakci organizmu, ale 
také může vyvolávat širokou škálu patolo-
gických reakcí od zánětu až po degenera-
tivní onemocnění nebo k nim přispívat. Ak-
tivace komplementu byla popsána např. 
u alergické reakce typu III, kdy je komple-
ment aktivován imunokomplexy, u systé-
mového lupus erythematodes, u diabetes 
mellitus I. typu, u hemolytických anémií, 
revmatoidní artritidy a dny [35].

Alfa-1-antitrypsin je 52  kDa protein 
akutní fáze, typický serin proteázový in-
hibitor vyskytující se v plazmě o koncen-
traci 0,9–2,0 g/l. Protein je tvořený v já-
trech, odkud je uvolňován do krevního 
řečiště. Zabezpečuje ochranu organizmu 
před účinky enzymů (elastázy a kolage-
názy) uvolňovaných z bílých krvinek při 
zánětu. Vrozený defekt AAT způsobuje 
rozvoj plicního a jaterního postižení [36].

Sérová paraoxonáza 1 (PON1) je gly-
koprotein o  molekulové hmotnosti 
43  kDa, který je syntetizován v  játrech 
a  následně vyplavován do krevního ře-
čiště, kde je asociován s  lipoproteiny 
o vysoké hustotě (HDL) [37]. PON1 hraje 
významnou roli ve vzniku a rozvoji atero-
sklerotického postižení, diabetu mellitu  
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