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Sposéb analizy biatek w moczu

Przedmiot wynalazku

Wynalazek dotyczy sposobu analizy biatek w moczu, obejmujgcego przygotowanie prébki
moczu oraz detekcje biatek, ktéry to sposdb moze mie¢ zastosowanie w celu oceny stanu
zdrowia pacjenta oraz na przyktad w transplantologii. Wynalazek znajduje zastosowanie

szczegoblnie w ocenie ryzyka odrzucenia przeszczepu nerki.

Stan techniki

Mocz jako materiat do badan diagnostycznych

Mocz jest niemal idealnym zrédiem do wykrywania biomarkerow wielu choréb, w tym
nowotworowych. Jest on fatwo dostepny od niemal wszystkich pacjentéw, jego pozyskiwanie
jest relatywnie proste i nie wymaga inwazyjnych procedur (odnosnik literaturowy nr (1)). Dlatego
tez badanie sktadu moczu (proteomu, metabolomu, a nawet obecnoéci okreslonych komérek)
stanowi przedmiot intensywnych badan laboratoriow na catym $wiecie. Pomimo tych zalet
istniejg réwniez problemy zwigzane z analizg moczu. Zaliczy¢é do nich mozna miedzy innymi
duzg iloé¢ soli oraz innych zwigzkéw, ktdre mogag zaburza¢ whasciwy sygnat, niskie stezenie
biatek (w przypadku badania proteomu), ogélng zmiennos¢ sktadu moczu wynikajgcg z réznic

stylu zycia i odzywiania pomiedzy poszczegdlnymi osobami.

Mocz jako materiat do badan jest powszechnie wykorzystywany w diagnostyce klinicznej do
oceny ogolnego stanu zdrowia pacjenta czy w badaniach przesiewowych. Zgodnie ze
standardami postepowania z probkg moczu Europejskiej Konfederacji Medycyny Laboratoryjne;j
(ECLM) mocz jest wirowany w wirdwce z chtodzeniem (4°C) przez 5 minut w 400xg (2).
Uzyskiwany osad jest oceniany za pomocg mikroskopu, a supernatant poddawany dalszym

analizom chemicznym i biochemicznym, co jest wykorzystywane m.in. do:

¢ Diagnostyki chordb uktadu moczowego oraz nerek;
¢ Diagnostyki choréb metabolicznych np. réznego typu porfirii;

o Diagnostyki szpiczaka mnogiego - biatko Bence-Jonesa.

W przypadku analizy proteomu problemem staje sie losowa agregacja i degradacja biatek,
przez co nawet pojedyncze biatko moze wystepowaé w moczu w wielu formach o réznej

rozpuszczalnoéci. Dlatego tez, dla rzetelnej analizy proteomicznej konieczna jest kompletna
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prébka moczu, gdzie badaniu poddawana jest zaréwno frakcja rozpuszczalna, standardowo
badana dotychczas, jak i frakcja nierozpuszczalna, w ktorej sktad wchodzg komoérki pacjenta,
bakterie oraz wielkoczgsteczkowe agregaty, do tej pory rutynowo usuwana z analiz poprzez

zastosowanie procedury wirowania (odnosnik literaturowy (3) (4) (5) (6)).

Badanie odrzucenia przeszczepu

Wystgpienie epizodu ostrego odrzucania przeszczepionego organu w ciggu pierwszego
potrocza po przeszczepie zwicksza ryzyko utraty narzadu do 50%. Ostre odrzucanie
przeszczepu nerki koreluje z powstawaniem widknienia srodmigzszowego i zaniku cewek, czyli
sprzyja powstaniu przewleklej nefropatii przeszczepu, ktéra jest gtébwng przyczyng utraty

narzgdu w ciggu pierwszego roku od transplantaciji.

Ostre odrzucenie przeszczepionej nerki jest zdefiniowane jako nagte pogorszenie funkcji
narzadu zwigzane z okre$lonymi zmianami patologicznymi w przeszczepie. Wyrdznia sie dwie

gtébwne postacie histologiczne ostrego odrzucania:

1. Ostre odrzucenie komorkowe - charakteryzujace sie infiltracjg narzadu przez limfocyty T i

inne komorki zapalne.

2. Ostre odrzucenia humoralne — charakteryzujgce sie uszkodzeniem tkanki, spowodowane
aktywnoscig krgzacych we krwi przeciwciat skierowanych przeciwko antygenom dawcy narzadu

i obecnoscig immunologicznych dowoddw tego procesu (np. depozytéw C4d w narzgdzie).

Wczesne odrzucenie typu humoralnego wystepuje z reguly w pierwszych kilku miesigcach po
przeszczepieniu, szczegdlnie u pacjentow wysoko immunizowanych. Najczestszg
nieprawidtowo$cia jest wzrost poziomu kreatyniny. Ostateczne rozpoznanie dokonywane jest na
podstawie biopsji nerki, a markerem uszkodzenia humoralnego jest rozlane gromadzenie sie
znacznika przeciwciat anty-C4d w badaniu immunofluorescencyjnym. Na podstawie obrazu
klinicznego i metod obrazowych odrzucenie tego typu jest tatwe do przeoczenia i trudne do
odréznienia od martwicy cewek nerkowych (ATN). Dodatkowo odrzucenie typu humoralnego
moze by¢ powiktane z odrzuceniem komérkowym, co jeszcze bardziej utrudnia rozpoznanie i

skuteczne leczenie.

Chociaz proces ostrego odrzucania wystepuje gtdbwnie we wczesnym okresie pooperacyjnym,
to jednak w niektérych przypadkach dochodzi do procesu ostrego odrzucania w kilka miesiecy
lub nawet lat po przeszczepieniu narzgdu. Nie ma jednoznacznej granicy dzielgcej epizody
ostrego odrzucenia na wczesne i pozne. Obecnie wiekszo$¢ osrodkéw transplantacyjnych
przyjmuje granice pomiedzy wczesnym a pdznym odrzucaniem po trzecim miesigcu od
przeszczepienia narzadu. Przewlekie odrzucanie jest czescig ogdélnego procesu, zwanego
przewlektym uszkodzeniem przeszczepu CAl (ang. Chronic Allograft Injury) i jest, nastepng po

zgonie pacjenta z przyczyn naczyniowo-sercowych, gtébwna przyczyng utraty przeszczepu. Od
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poczagtku lat 70-tych biopsja przeszczepionej nerki pozostaje ztotym standardem diagnostyki
zaburzen czynnosci narzadu, a takze oceny adekwatnosci immunosupresji. Materiat do badania

histopatologicznego pobiera sie najczesciej metoda biopsji gruboigtowej.

Biopsje ,ze wskazan” wykonywane sg w przypadku zaistnienia niedajacej sie wyjasnic
metodami nieinwazyjnymi niesatysfakcjonujgcej czynnosci przeszczepu i w przypadku

wystgpienia odchylen w badaniu ogélnym moczu, przede wszystkim biatkomoczu.

Okoto 1/3 potwierdzonych histologicznie epizodéw ostrego odrzucania przebiega subklinicznie,

to znaczy przy prawidtowych wartosciach kreatyniny i braku innych objawow klinicznych.

Przeszczepienie nerki u biorcy wysoko zimmunizowanego jest obarczone wysokim ryzykiem
odrzucania zaleznego od przeciwciat AMR (ang. Antibody-Mediated Rejection), a nawet przy
braku AMR przezycie przeszczepu w tej grupie jest znaczgco gorsze, co moze sie wigzac z
procesem przewlektego odrzucania narzgdu zaleznego od przeciwciat. Dlatego ciggle istnieje
zapotrzebowanie na coraz czulsze metody umozliwiajgce precyzyjny dobér narzadu do

przeszczepu w oparciu o identyfikacje szkodliwych przeciwciat.

Monitorowanie obecnosci przeciwciat po przeszczepieniu nadal nie jest rutynowym dziataniem,
ale obszarem poddawanym intensywnym badaniom. Szczegdlnie istotna jest produkcja de novo

przeciwciat anty-HLA, a nie tylko DSA-specyficznych. (ang. Donor-Specific Antibodies)

Identyfikacja przeciwciat odbywa sie metodg fluorymetryczng. Polistyrenowe mikrokulki
optaszczone sg antygenami HLA, do ktérych fgczg sie przeciwciata pochodzgce z surowicy.
Dalej do ukfadu dodaje sie znakowane fluorescencyjnie immunoglobuliny 1gG, ktére tgczg sie z
przeciwciatami z surowicy. Nastepnie sygnat fluorescencyjny jest analizowany przez program
komputerowy dajgc informacje o zawartosci przeciwciat anty-HLA w danej surowicy. W
zaleznosci od rodzaju testu mikrokulki sg pokryte jednym antygenem (testy typu single antigen)
lub szeScioma antygenami (testy typu screening i PRA (ang. Panel Reactive Antibody)), co

przektada sie na rozdzielczos¢ testu.

Przeciwciata anty-HLA wystepujg de novo u 25,7% biorcow, przy czym w zaleznosci od metody
(ELISA, cytometria, Luminex) ich wykrywalno$¢ waha sie od 159% (ELISA) do 25,7%
(Luminex). Najwydatniej na przezycie przeszczepu wptywajg przeciwciatla anty-HLA o
swoistosci DSA obecne wsrod innych swoistych czasteczek wytworzonych de novo. Jednak
przeciwciata DSA wykrywa sie tylko u 16% biorcow anty-HLA(+). Na niskg wykrywalno$¢é

przeciwciat DSA-specyficznych moze mieé wptyw ich adsorpcja w tkance przeszczepu.

Niestety biopsja jest zabiegiem inwazyjnym dla pacjenta. W celu pobrania probki konieczny jest
wykwalifikowany personel medyczny, odpowiednia aparatura, sprzet oraz pomieszczenia

niezbedne do przeprowadzenia zabiegu. Z tego powodu nie jest mozliwe monitorowanie stanu
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pacjenta na biezgco, co czesto skutkuje wykryciem odrzutu przeszczepu dopiero w momencie,

gdy zmiany sg juz nieodwracalne.

Do diagnostyki odrzutu przeszczepu mozna wykorzystaé fakt, ze wystepujg roznice w
rozpuszczalnosci oraz ilosci przeciwciata IgG w moczu u osdéb zdrowych i pacjentéw po
przeszczepie nerki. U oséb zdrowych elementy IgG sg rozpuszczone w moczu i nie wykazujg
tendencji do agregacji i precypitacji. W przypadku pacjentow po przeszczepie nerki, po operacji
nastepuje wzrost stezenia przeciwciat, a takze ich spontaniczne wytrgcanie sie z roztworu. Ten
proces wytrgcania jest jednak zjawiskiem losowym, dlatego wykorzystywanie do badan jedynie

osadu lub supernatantu moze dawac btedne wyniki.

Tworcy niniejszego wynalazku, nieoczekiwanie stwierdzili, ze mozliwe jest wykorzystanie do
analizy biatek (w szczegdlnoéci przeciwciat lub komponentéw dopetniacza) moczu petnego
(niewirowanego). Rutynowy i uznany jako konieczny standard etap wirowania zastgpiono
mieszaniem prébek w celu stworzenia jednorodnej zawiesiny bedgcej przedmiotem analiz
proteomicznych. Twércy opracowali sposéb analizy probek wedtug wynalazku, dzieki ktéremu
mozna monitorowaé zmiany poziomu biatek w moczu pacjentéw, a w korzystnym przyktadzie
wykonania wynalazku, monitorowaé zmiany stezenia przeciwciat IgG w moczu u pacjentéw po

przeszczepie, dla okreslenia jego stanu.

Istota wynalazku

Wynalazek dotyczy wykorzystania w celach diagnostycznej analizy biatek, w szczegdlnosci
przeciwciat, korzystnie przeciwciat 1gG lub komponentéw dopetniacza, moczu petnego -
niewirowanego, zawierajgcego wiekszg liczbe specyficznych biatek, w poréwnaniu do

analizowanego rutynowo - wirowanego.

W przypadku analizy biatek problemem jest tendencja biatek do losowej agregacji i degradaciji,
przez co nawet pojedyncze biatko moze wystepowaé w moczu w wielu formach o réznej
rozpuszczalnosci. Jak stwierdzili tworcy niniejszego wynalazku, u réznych pacjentéw, w réznych
dniach obserwowaé mozna rézne zachowania biatek w wirowanej probce moczu (Fig. 1):
przechodzenia w faze nierozpuszczalnych agregatéw (wieksza ilos¢ biatek po wirowaniu
znajduje sie w pelecie- ,|”), bgdz pozostawania w fazie rozpuszczonej (wieksza ilo$¢ biatek po
wirowaniu znajduje sie w supernatancie- ,1”) po wirowaniu, co przedstawiono na przyktadzie
trzech biatek- HSA (Human Serum Albumin, odno$nik literaturowy nr (7)), C3 (komponent
dopetniacza 3, odnosnik literaturowy nr (8)), 1gG (Immunoglobulina G, odno$nik literaturowy nr
(9)). Jak wynika z danych przedstawionych na Fig. 1, agregacja i wytrgcanie sie z roztworu jest
w przypadku biatek w moczu zjawiskiem czestym i réznym dla kazdego biatka. HSA zwykle
pozostaje w formie rozpuszczalnej, dlatego stanowi marker biatkomoczu, rutynowo badany w

diagnostyce klinicznej.
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Z przedstawionych powyzej powoddw, dla rzetelnej analizy biatek konieczna jest petna prébka
moczu, gdzie badaniu poddawana jest zaréwno frakcja rozpuszczalna, standardowo badana
dotychczas, jak i frakcja nierozpuszczalna, w ktérej sktad wchodzg komorki pacjenta, bakterie
oraz wielkoczgsteczkowe agregaty, do tej pory rutynowo usuwana z analiz poprzez

zastosowanie procedury wirowania.

Przedmiotem wynalazku jest wiec sposdb analizy biatek w probce moczu, obejmujacy
przygotowanie probki moczu oraz detekcje biatek, w ktorym etap przygotowania probki moczu
do analizy obejmuje mieszanie prébki bez jej wirowania, a detekcja biatek wykonywana jest dla

moczu pethego.

Sposdéb wedtug wynalazku obejmuje wiec przygotowanie probki moczu do analizy, w tym
mieszanie i zawieszanie prébki, ale bez etapu wirowania oraz nastepujgcg detekcje

analizowanych biatek.

W sposobie wedtug wynalazku mozna stosowac rdézne, znane w dziedzinie, sposoby detekcji
analizowanych biatek. Korzystne jest wykorzystywanie metody detekcji, ktdrej specyficznosé
jest na tyle duza, iz dodatkowe zrodio interferencji jakim sg elementy z komoérek, nie stanowi

problemu. Takg metodg jest metoda Western Blot.

Korzystnie, sposob wedlug wynalazku ma zastosowanie w analizie przeciwciat, korzystniej

przeciwciat |gG.

W innym korzystnym przyktadzie wykonania wynalazku, biatkami sg komponenty dopetniacza,

w szczegoblnosci C3.

Stosowany tu termin ,mocz petny” oznacza mocz zawierajacy w sobie wszystkie elementy
znajdujagce sie w pecherzu moczowym, wsérdd ktorych znajdujg sie réwniez nierozpuszczalne
agregaty biatkowe, oraz komorki nabtonka i bakteryjne dostajgce sie do moczu w trakcie

wydalania.

W przyktadzie wykonania, sposéb wedtlug wynalazku ma zastosowanie do diagnostyki ex vivo
ryzyka immunologicznego odrzucenia przeszczepu nerki, ktdéry obejmuje monitorowanie
ogblnego poziomu przeciwciat 1gG i/lub komponentow C3 w probkach moczu petnego, bez

etapu wirowania przed przystgpieniem do detekcji biatek.

Dodatkowo, tworcy wykazali, ze pomiar dokonywany sposobem wedtug wynalazku jest stabilny
niezaleznie od sposobu przechowywania prébki, co daje pewnos¢, iz zmiana poziomu
przeciwciat w przypadku probek od pacjentow jest wywotana reakcjg immunologiczng

organizmu, a nie artefaktem preparatyki.

Twoércy wynalazku, nieoczekiwanie stwierdzili, ze analiza prébki moczu sposobem wedtug

wynalazku pozwala na szybkg i wiarygodng analize poziomu przeciwciat w moczu, w
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szczegolnosci w celu weczesnego wykrywania potencjalnego odrzutu przeszczepu nerki. Jak
wspomniano wyzej, u pacjentéw z ryzykiem odrzutu ro$nie poziom przeciwciat IgG w moczu,
natomiast precypitacja tychze przeciwciat moze nastepowaé losowo, stad wirowanie probki i
badanie osadu moze dawaé btedne wyniki. Niedogodno$é te niweluje sposéb wedtug

wynalazku.

Ponadto, twércy nieoczekiwanie stwierdzili, ze wystepuje réwniez korelacja miedzy zmianami
poziomu przeciwciat IgG oraz komponentéw C3 w kolejnych dniach po zabiegu przeszczepienia

nerki, co sugeruje, ze IgG i C3 tworzg kompleks (Przykfad 4).

W korzystnym przyktadzie wykonania sposobu wedtug wynalazku, analiza obejmuje wiec
monitorowanie zmian poziomu przeciwciat 1gG i/lub komponentow dopetniacza, w
szczegolnosci C3, w moczu petnym pobranym od pacjenta po zabiegu przeszczepienia nerki,
przy czym wzrost poziomu przeciwciat 1gG i/lub komponentéw dopetniacza, w szczegdlnosci C3
w czasie wskazuje na ryzyko odrzucenia przeszczepu, a spadek poziomu przeciwciat 1gG i/lub
komponentow dopetniacza, w szczegdlnosci C3 w czasie wskazuje na prawdopodobne
przyjecie sie przeszczepu. Sposob analizy biatek w probce moczu wedtug wynalazku umozliwia

uzyskanie wyniku juz w ciggu kilku godzin.

Sposdéb wedtug powyzszego przyktadu wykonania wynalazku ma wiele zalet w stosunku do

sposobow analizy ryzyka odrzucenia przeszczepu ze stanu techniki.
° Metoda jest nieinwazyjna dla pacjentdw;

° Umozliwia pobieranie probek od pacjenta nawet kilka razy dziennie w celu

monitorowania stanu przeszczepu;
° Jest relatywnie szybka, gdyz wynik analizy uzyskuje sie po kilku godzinach;

° W porownaniu do wczesniejszych metod jest specyficzna w stosunku do

immunologicznego odrzutu przeszczepu.

Dodatkowo, tworcy wykazali, ze pomiar dokonywany sposobem analizy biatek w prébce moczu
wedtug wynalazku jest stabilny niezaleznie od sposobu przechowywania probki, co daje
pewno$¢, iz zmiana poziomu biatek, nie jest artefaktem preparatyki, np. zmiana poziomu IgG w

przypadku prébek od pacjentéw jest wywotana reakcjg immunologiczng organizmu.

Sposéb analizy biatek w prébce moczu wedtug wynalazku korzystnie obejmuje nastepujace

etapy:

a. zawieszanie prébki moczu;
b. dodanie do prébki moczu buforu obcigzajgcego, utatwiajgcego naktadanie prébek

biatkowych na zel;
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c. rozbicie agregatéw biatkowych przez, na przyktad, zagotowanie prébki moczu lub
trawienie enzymatyczne;

d. natozenie probki na zel poliakrylamidowy i elektroforeze SDS-PAGE;

€. usuniecie ze studzienek nadmiaru soli;

detekcje biatek.

Specjalista w dziedzinie z tatwoscig dobierze odpowiedni bufor obcigzajgcy do etapu b).
Przyktadem korzystnego buforu obcigzajgcego jest bufor Laemmli'ego o sktadzie: 2% SDS,
10% glicerol, 5% B-merkaptoetanol, 0,002% btekit bromofenolu, 0,125 M Tris-HCI, pH 6,8.

Korzystnie, prébka moczu po pobraniu przechowywana jest w pojemniku szklanym.
Korzystnie, do probki moczu przed analizg dodawany jest SDS do stezenia okoto 1% v/v

Probka moczu po pobraniu, a przed analizg korzystnie jest zamrazana, na przyktad w -20°C,
jesli musi byé przechowywana dtuzej niz przez okoto 16 godzin. Przed analizg prébka

korzystnie rozmrazana jest w temperaturze pokojowej (~23°C).

Etap a) moze byé przeprowadzany, na przyktad, przez intensywne pipetowanie lub z

wykorzystaniem Vortexu.
Etap c) korzystnie wykonywany jest w temperaturze 95°C przez 2 minuty.

Etap d) korzystnie wykonywany jest w 4-15% gradientowym zelu poliakrylamidowym.
Elektroforeza korzystnie przebiega w buforze 1x Tris-glicyna przez okoto 30 min przy natezeniu
okoto 40 mA/zel.

Etap f) korzystnie wykonywany jest z pomocg techniki Western blot. Mozna jednak
wykorzystywaé dowolng inng znang w dziedzinie odpowiednig technike detekcji biatek jak na

przyktad spektrometria mas.
Krétki opis figur

Fig. 1 przedstawia poréwnanie zachowania bialek w moczu, przechodzenia w faze
nierozpuszczalnych agregatéw (wieksza ilo$¢ biatek po wirowaniu znajduje sie w pelecie- ,|”),
badz pozostawania w fazie rozpuszczonej (wieksza ilo$¢ biatek po wirowaniu znajduje sie w

supernatancie- ,1”) po wirowaniu, na przyktadzie trzech biatek- HSA, C3, IgG.

Fig. 2 przedstawia wyniki analizy prébek moczu metodg Western blot po inkubacji w ré6znych
warunkach. A: 1- ION60/D, 2- ION60/G, 3- ION37/D, 4- ION37/G, 5- ION37/D, 6- ION37/G, 7-
ION23/ZM, 8- ION23/ZM, 9- ION23/D, 10- ION23/G, 11- ION23/D, 12- ION23/G, 13- ION23/ZM,
14- M, 15- ION4/ZM; B: 1- M, 2- NI, 3- M, 4- NI, 5- TCA/ZAW, 6- TCA/ZAW, 7- W30/SUP, 8-
W30/SUP, 9- W30/ZAW, 10- W30/ZAW, 11- ION-20/ZW, 12- ION4/G, 13- |ION4/ZM, 14-
ION4/G, 15- ION4/ZM. D — prébka pobierana z dolnej czesci pojemnika z moczem; G — prébka
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pobierana z gérnej czesci pojemnika z moczem; ION-20 — inkubacja prébki przez noc w -20 °C;
ION4 - inkubacja probki przez noc w 4 °C; ION23 — inkubacja prébki przez noc w temperaturze
pokojowej; ION37 — inkubacja probki przez noc w 37 °C; ION60 - inkubacja probki przez noc w
60 °C; M — marker ciezaru czasteczkowego ,PageRuler™ Unstained Protein Ladder” (firmy
ThermoFisher Scientific); ZM — probka pobrana ze Srodkowej czesci pojemnika z moczem po
uprzednim mieszaniu przy pomocy Vortexu lub przez pipetowanie; NI — probka przygotowana
bez wstepnej inkubacji; SUP — supernatant po wirowaniu; TCA — strgcanie biatek za pomocg
procedury z wykorzystaniem kwasu trojchlorooctowego; W30 - wirowanie probki przez 10 min

30 000 gw 4 °C; ZAW — zawieszanie fazy statej w 160 ul buforu Leamliego.

Fig. 3 przedstawia zmiany poziomu przeciwciat IgG w moczu pacjentédw po przeszczepie nerki,
na podstawie analizy ilosci ciezkiego fancucha IgG metodg Western blot. A: Zawarto$é
poszczegodlnych studzienek: 2: M; 3-8: Pacjent A 1, 2, 3, 6, 8, 9 dzieh po operacji; 9-15: Pacjent
B 1, 2, 3,4, 5 7, 11 dzieh po operacji; B: Zawarto§¢ poszczegdlnych studzienek: 3: M; 4-9:
Pacjent C 2, 3, 4, 6, 9, 11 dzieh po operacji; 10-15: Pacjent D 1, 2, 3, 4, 7, 8 dzien po operacji;
C. Zawarto$¢ poszczegdlnych studzienek: 1: M; 3-8 Pacjent E 1, 2, 3, 4, 7, 11 dzien po
operacji; 9-15: Pacjent F 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11 dzien po operacji.

Fig. 4 przedstawia zmiany poziomu komponentu C3 w moczu pacjentow po przeszczepie nerki,
na podstawie analizy ilosci jego dwoch form w probee (75 kDa i 120 kDa) metodg Western blot.
A: Zawarto$é poszczegdinych studzienek: 2: M; 3-8: Pacjent A 1, 2, 3, 6, 8, 9 dzien po operacji;
9-15: Pacjent B 1, 2, 3, 4, 5, 7, 11 dzien po operacji; B: Zawartos¢ poszczegdinych studzienek:
3: M; 4-9: Pacjent C 2, 3, 4, 6, 9, 11 dzien po operacji; 10-15: Pacjent D 1, 2, 3, 4, 7, 8 dzien po
operacji; C: Zawartos¢ poszczegdlnych studzienek: 1: M; 3-8: Pacjent E 1, 2, 3, 4, 7, 11 dzienh

po operacji; 9-15: Pacjent F 1, 2, 3, 4, 6, 8, 11 dzien po operacji;

Fig. 5§ przedstawia obraz frakcji po chromatografii FPLC na kolumnie typu Size Exclusion.
Prébki byly analizowane za pomocg metody Western Blot, pod katem wystepowania réznych
rozpuszczalnych form, w moczu, przeciwciata IgG (bloty C i D) oraz komponentu C3 (bloty A i
B). Zawartos¢ poszczegdlnych studzienek: A,C: 1: M; 2: Probka supernatantu moczu pacjenta F
(dzieh drugi po operacji) nakladana na kolumne; 3-14: Frakcje 1-12 z kolumny; 15: Prébka
supernatantu moczu pacjenta F (dzien drugi po operacji) naktadana na kolumne. B,D: 1: Prébka
supernatantu moczu pacjenta C (dzien trzeci po operacji) naktadana na kolumneg; 2-3: Frakcje
1-2 z kolumny; 4: M; 4-14: Frakcje 3-14 z kolumny; 15: Probka supernatantu moczu pacjenta C

(dzien trzeci po operacji) naktadana na kolumne.

Fig. 6 przedstawia wplyw pojemnika, w ktorym przetrzymywano mocz, na skiad biatek w
prébce. Poréwnanie moczu petnego inkubowanego przez godzine w pojemniku, do elementdw
przyczepionych do Scianek pojemnika. Sygnat pochodzit od reszt aromatycznych zawartych w

aminokwasach. Rejestracja sygnatu przez aparat firmy Bio-Rad ChemiDoc™ MP. A: Zawarto$¢
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poszczegdlnych studzienek: 1-2: Prébki ze $cianek pojemnikdw, do ktérych wstepnie zbierano
mocz; 3: M; 4: 1TK; 5: 1TR; 6: 1TS; 7: 1TN; 8: 1TSp; 9: 2TK; 10: 2TR; 11: 2TS; 12: 2TN; 13:
2TSp; 14: 3TK; 15: Pacjent C, mocz z 4 dnia po operacji; B: Zawartos¢ poszczegdlnych
studzienek: 1: 3TR; 2: 3TS; 3: 3TN; 4: M; 5: 3TSp; 6: 4TK; 7:4TR; 8: 4TS; 9: 4TN; 10: 4TNSp;
11: 5TK; 12: 5TR; 13: 5TS; 14: 5TN; 15: 5TSp; C: Zawarto$¢ poszczegdlnych studzienek: 1: M;
2: 18K; 3: 18R; 4: 1SS; 5: 1SN; 6: 1SSp; 7: 2SK; 8: 2SR; 9: 2SS; 10: 2SN; 11: 2SSp; 12: 5SK;
13: 5SR; 14: 5SS: 15: Pacjent C, mocz z 4 dnia po operacji; D: Zawarto$¢ poszczegélnych
studzienek: 1: 3SK; 2: M; 3: 3SR; 4: 3SS: 5: 3SN; 6: 3SSp; 7: 4SK; 8: 4SR; 9: 4SS; 10: 4SN:;
11: 4SSp; 12: 5SN; 13: 5SSp; 14: Prébka ze $cianki pojemnika, do ktérego wstepnie zbierano
mocz; 15: Pacjent C, mocz z 4 dnia po operacji; Oznaczenia 1 — Niesterylny pojemnik na mocz
(plastikowy); 2 — Sterylny pojemnik na mocz (plastikowy); 3 — Sterylny pojemnik na mocz
(szklany); 4 — Eppendorf, 5 ml; 5 — Eppendorf typu low bind, 5 ml; T — prébka moczu petnego; S
— probka pobrana z wewnetrznych $cianek pojemnika za pomocg patyczka higienicznego; K —
pojemnik kontrolny; R — dwukrotne rozcienczenie prébki; S — prébka z 1% roztworem SDS; N —
pokrycie wewnetrznej powierzchni pojemnika nablyszczaczem; Sp — pokrycie zewnetrznej

powierzchni pojemnika warstwag preparatu anty-elektrostatycznego;

PRZYKLADY

Przyktad 1 Analiza prébki moczu pacjentéw po operacji przeszczepu nerki w kierunku

obecnosci przeciwcial IgG
Przyktadowa analiza prébki moczu wykonywana sposobem wedtug wynalazku obejmuje:

a) przygotowanie probki moczu
— pobieranie moczu od pacjenta zgodnie ze standardowag procedurg (odnosnik
literaturowy nr (2))
— mrozenie prébki w -20°C (W przypadku przechowywania probek dtuzej niz przez 16
godz. (odnosnik literaturowy nr (1))
— transport do laboratorium
— rozmrozenie w temperaturze pokojowej (~23°C)
— zawieszanie prébki moczu przez intensywne pipetowania lub mieszanie z
wykorzystaniem Vortexu
— dodanie do probki moczu buforu Laemmli’ego (buforu obcigzajgcego), tak by w
prébce znajdowato sie:
- 2% SDS
—  10% glicerol

— 5% B-merkaptoetanol
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—  0,002% btekit bromofenolu
- 0,125 M Tris-HCI
- pH6,8
— zagotowanie prébki w temperaturze 95°C przez 2 min
— natozenie 10 ul prébki na gradientowy 4-15% zel poliakrylamidowy
— SDS-PAGE w buforze 1x Tris-glicyna przez 30 min przy statym natezeniu 40 mA/zel
— okoto 2 min po rozpoczeciu elektroforezy, gdy biatka z probki znajdujg sie w zelu,
zatrzymanie procedury i usuniecie nadmiaru soli obecnej w studzienkach przez

odptukanie.

b) analize zmian poziomu przeciwciat 1IgG w prébce moczu z wykorzystaniem metody

Western Blot:

— transfer potsuchy z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg przy
uzyciu buforu (Tris 96 mM, Glicyna 78 mM, SDS 0,075% (m/v), Metanol 40% (v/v))
do transferu przez 1 h przy napieciu 10V,

— blokowanie membrany w 10% (m/v) roztworze odluszczonego mileka
rozpuszczonego w PBST (bufor PBS o pH 7,4 z 0,1% (v/iv) TWEEN® 20 (CAS#
9005-64-5)) przez 1 h

— zdekantowanie roztworu mleka

— inkubacja w 5% (m/v) roztworze mleka w PBST przez 2 h z przeciwciatami anti-IgG
w stezeniu 1:5000

— dekantacja niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5
min)

— usuniecie TWEENu za pomocg buforu PBS (3 razy po 5 min)

— wywotywanie z uzyciem odczynnika do chemiluminescenc;ji i kamery CCD.

Wyniki analiz prébek moczu pochodzacych od pacjentéw po przeszczepie nerki pokazujg
poziom przeciwciat z grupy IgG na przestrzeni dni. Na podstawie analizy zmian poziomu
przeciwciat (reprezentowanych przez prazek o masie ok 52 kDa- ciezki tancuch przeciwciat 1IgG)
stwierdza sie wzrost poziomu przeciwciat po przeszczepie, co mozna ttumaczyé reakcjg
immunologiczng organizmu biorcy. Poziom przeciwciat osigga maksimum okoto trzeciego-
pigtego dnia, a nastepnie zaczyna spada¢, co ewidentnie ma zwigzek z rozpoczeciem terapii

immunosupresantami zapobiegajgcej odrzuceniu przeszczepu.

Przyktad 2 Analiza prébki moczu pacjentéw po operacji przeszczepu nerki w kierunku

obecnos$ci komponentéw C3

Przyktadowa analiza prébki moczu wykonywana sposobem wedtug wynalazku obejmuje:
10
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c)

d)

przygotowanie probki moczu;

pobieranie moczu od pacjenta zgodnie ze standardowa procedurg (odnosnik
literaturowy nr (2))
mrozenie prébki w -20°C (W przypadku przechowywania prébek dtuzej niz przez 16
godz. (odnosnik literaturowy nr (1))
transport do laboratorium
rozmrozenie w temperaturze pokojowej (~23°C)
zawieszanie probki moczu przez intensywne pipetowania lub mieszanie z
wykorzystaniem Vortexu
dodanie do probki moczu buforu Laemmli'ego (buforu obcigzajgcego), tak by w
prébce znajdowato sie:

- 2% SDS

—  10% glicerol

— 5% B-merkaptoetanol

—  0,002% btekit bromofenolu

- 0,125 M Tris-HCI

- pH 6,8
zagotowanie probki w temperaturze 95°C przez 2 min
natozenie 10 ul prébki na gradientowy 4-15% zel poliakrylamidowy
SDS-PAGE w buforze 1x Tris-glicyna przez 30 min przy statym natezeniu 40 mA/zel.
okoto 2 min po rozpoczeciu elektroforezy, gdy biatka z prébki znajdujg sie w zelu,
zatrzymanie procedury i usuniecie nadmiaru soli obecnej w studzienkach przez

odptukanie.

analize zmian poziomu komponentu C3 w probce moczu z wykorzystaniem metody
Western Blot;

transfer pétsuchy z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg przy
uzyciu buforu (Tris 96 mM, Glicyna 78 mM, SDS 0,075% (m/v), Metanol 40% (v/v))
do transferu przez 1 h przy napieciu 10V.

blokowanie membrany w 10% (m/v) roztworze odtuszczonego mleka
rozpuszczonego w PBST (bufor PBS o pH 7,4 z 0,1% (v/iv) TWEEN® 20 (CAS#
9005-64-5)) przez 1 h

inkubacja w 5% (m/v) roztworu mleka w PBST przez noc z przeciwciatami anti-C3 w
stezeniu 1:1000

dekantacje niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5

min)
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Przyktad
prébki.

inkubacie w 5% (m/v) roztworze odtuszczonego mleka w PBST przez 3 h z
drugorzedowymi przeciwciatami anti-mouse w stezeniu 1:5000

dekantacje niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5
min)

usuniecie TWEENu za pomocg buforu PBS (3 razy po 5 min)

wywotywanie z uzyciem odczynnika do chemiluminescenciji i kamery CCD.

3 Badanie skutecznosci sposobu dla réznych warunkéw przechowywania

Dla sprawdzenia jak czynniki zewnetrzne mogag wptywaé na oznaczenie zbadano rézne

warianty postepowania z probkg, wprowadzajgc modyfikacje w podstawowej procedurze.

Zbadano mocz pochodzacy z grupy kontrolnej obejmujgcej pie¢ osob. Wzieto pod uwage

nastepujace czynniki:

a) Temperature w jakiej przechowywano probke:

1)
2)
3)
4)
S)

-20 °C,
4 °C,

23°C,
37 °C,
60 °C.

b) Czas inkubacji probki:

1)
2)

bez inkubacji,

inkubacja przez noc.

c) Sposébb postepowania z probka:

1)
2)

3)
4)

badanie zawiesiny moczu,

badanie moczu po 5 minutowej sedymentacji: pobieranie probki z dna oraz z
powierzchni cieczy,

badanie supernatantu i osadu po zwirowaniu przez 5 min 14,000xg,

stracanie biatek z catej zawiesiny za pomocg kwasu tréjchlorooctowego (TCA).

We wszystkich przypadkach poziom IgG w moczu utrzymywat sie na podobnym poziomie (Fig.

2) niezaleznie od metody przygotowania prébki (z wytgczeniem catonocnej inkubacji w 60°C).

Pomiar jest stabilny niezaleznie od sposobu przechowywania probki, co daje pewnoéé, iz

zmiana poziomu IgG w przypadku probek od pacjentéw jest wywotana reakcjg immunologiczng

organizmu, a nie artefaktem preparatyki.

Przyktadowe wyniki analiz ogélnego poziomu przeciwciat IgG w moczu pacjentéw, wykonane

sposobem wedtug wynalazku przedstawiono na Figurze 3.
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Przyktad 4 Okreslenie w jakich formach rozpuszczalnych moga wystepowac biatka

obecne w moczu.

Dla wyja$nienia faktu z czym zwigzany jest wzrost poziomu IgG sprawdzono czy biatko to

tworzy kompleksy z innymi biatkami obecnymi w moczu. Wykorzystano do tego kolumne typu

Size Exlusion, rozdzielajgcg biatka na podstawie ich masy. Nastepnie przeprowadzono detekcje

za pomocyg techniki Western Blot, w sposob analogiczny do poprzednich prébek.

Przyktadowa analiza probki moczu obejmowata:

a) przygotowanie probki moczu;

pobieranie moczu od pacjenta zgodnie ze standardowa procedurg (odnosnik
literaturowy nr (2))

mrozenie prébki w -20°C (W przypadku przechowywania prébek diuzej niz przez 16
godz. (odnosnik literaturowy nr (1))

transport do laboratorium

rozmrozenie w temperaturze pokojowej (~23°C)

b) rozdziat chromatograficzny na kolumnie

wirowanie prébki moczu przez 5 min przy 30 tys. x g
natozenie 1 ml probki na kolumne i zbieranie frakcji o objetosci 1 ml
wytrgcanie biatek za pomocg TCA
zawieszenie osadu za pomocg buforu Laemmli’ego (buforu obcigzajgcego), o
sktadzie:
- 2% SDS
- 10% glicerol
— 5% B-merkaptoetanol
—  0,002% btekit bromofenolu
- 0,125 M Tris-HCI
- pH 6,8
zagotowanie probki w temperaturze 95°C przez 2 min
natozenie 10 ul prébki na gradientowy 4-15% zel poliakrylamidowy
SDS-PAGE w buforze 1x Tris-glicyna przez 30 min przy statym natezeniu 40 mA/zel
okoto 2 min po rozpoczeciu elektroforezy, gdy biatka z prébki znajdujg sie w zelu,

zatrzymanie procedury i usuniecie nadmiaru soli obecnej w studzienkach.

c) analize zmian poziomu przeciwciat 1IgG w probce moczu z wykorzystaniem metody
Western Blot;

transfer pétsuchy z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg przy
uzyciu buforu (Tris 96 mM, Glicyna 78 mM, SDS 0,075% (m/v), Metanol 40% (v/v))

do transferu przez 1 h przy napieciu 10V.
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— blokowanie membrany w 10% (m/v) roztworze odluszczonego mileka
rozpuszczonego w PBST (bufor PBS o pH 7,4 z 0,1% (v/iv) TWEEN® 20 (CAS#
9005-64-5)) przez noc

— zdekantowanie mleka

— inkubacje w 5% (m/v) roztworze mleka w PBST przez 2 h z przeciwciatami anti-IgG
w stezeniu 1:5000

— dekantacje niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5
min)

— usuniecie TWEENu za pomocg buforu PBS (3 razy po 5 min)

— wywotywanie z uzyciem odczynnika do chemiluminescenc;ji i kamery CCD.

d) analize zmian poziomu komponentu C3 w prébce moczu z wykorzystaniem metody

Western Blot;

— transfer potsuchy z zelu poliakrylamidowego na membrane nitrocelulozowg przy
uzyciu buforu (Tris 96 mM, Glicyna 78 mM, SDS 0,075% (m/v), Metanol 40% (v/v))
do transferu przez 1 h przy napieciu 10V.

— blokowanie membrany w 10% (m/v) roztworze odluszczonego mieka
rozpuszczonego w PBST (bufor PBS o pH 7,4 z 0,1% (v/iv) TWEEN® 20 (CAS#
9005-64-5)) przez godzine

— inkubacje w 5% (m/v) roztworu mleka w PBST przez noc z przeciwciatami anti-C3 w
stezeniu 1:1000

— dekantacje niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5
min)

— inkubacje w 5% (m/v) roztworze odiuszczonego mleka w PBST przez 3 h z
drugorzedowymi przeciwciatami anti-mouse w stezeniu 1:5000

— dekantacje niezwigzanych przeciwciat i mleka za pomocg buforu PBST (5 razy po 5
min)

— usuniecie TWEENu za pomocg buforu PBS (3 razy po 5 min)

— wywotywanie z uzyciem odczynnika do chemiluminescenc;ji i kamery CCD

Analiza frakcji z kolumn pokazuje, ze komponenty C3 oraz przeciwciata IgG sg obecne w tych
samych frakcjach. Co oznacza, ze oba biatka mogg znajdowac sie w kompleksie o takiej samej
masie. Komponent C3 jest biatkiem bedgcym elementem ukfadu dopetniacza, czyli szlaku
biochemicznego miedzy innymi odpowiadajgcego za immunologiczny odrzut przeszczepu.
Wystepuje réwniez korelacja miedzy zmianami poziomu przeciwciat IgG oraz komponentéw C3
w kolejnych dniach po operacji, co sugeruje, ze 1gG i C3 tworzg kompleks. To z kolei prowadzi
do wniosku, ze spadek poziomu przeciwciat 1gG w kohcowych dniach i przyjecie sie

przeszczepu sg ze sobg powigzane, dzieki czemu wykorzystywana metoda daje poprawne
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wyniki. Jak widaé na Figurze 1 oba wyzej wymienione biatka majg tendencje do agregacji i

wytrgcania sie z roztworu. Dlatego tez stosowanie moczu petnego jest uzasadnione.

Przyktad 5 Okreslenie wptywu pojemnika na proteom obecny moczu

a) Pobieranie probki

Przygotowanie pojemnikéw do pobierania moczu. Pokrycie wewnetrznej powierzchni
warstwg nablyszczacza oraz zewnetrznej powierzchni warstwg preparatu
anty-elektrostatycznego
Pobranie moczu zgodnie ze standardowg procedurg (3 osoby pici meskiej w wieku 25-
27 lat)
Zmieszanie rownych ilosci moczu razem
Przygotowanie po 5 sztuk nastepujgcych pojemnikdw:

1. Niesterylny pojemnik na mocz (plastikowy)

2. Sterylny pojemnik na mocz (plastikowy)

3. Sterylny pojemnik na mocz (szklany)

4. Probdwka typu ,Eppendorf’, 5 ml

5. Probéwka typu ,Eppendorf low bind”, 5 ml
Nadanie pojemnikom oznaczen K, R, S, N, Sp i wykonanie na nich nastepujacych
procedur:

1. K- pojemnik kontrolny

2. R - dodanie 2 ml miliQ

3. N — pokrycie wewnetrznej powierzchni pojemnika nabtyszczaczem

4. Sp - pokrycie zewnetrznej powierzchni pojemnika warstwag preparatu anty-

elektrostatycznego

Przeniesienie po 4,5 ml zmieszanego moczu do nowych pojemnikow
Dodanie do pojemnikow oznaczonych ,S” 500 pl 10% (v/v) roztworu SDS
Inkubacja prébki w temperaturze pokojowej przez 1 h, co jaki$ czas delikatnie mieszajgc
Usuniecie cieczy za pomocg pipety
Zanurzenie patyczka higienicznego z wacikiem w buforze Leammli’ego
Zebranie za pomocg wacika biatek przyczepionych do $cianek (z wyzej opisanych 25
pojemnikoéw oraz z trzech pierwszych pojemnikow, do ktérych wstepnie pobierano mocz)
Przeniesienie wacika do proboéwke typu eppendorf
Oddzielenie roztworu od wacika za pomocg wirowania
Zebranie prébki w buforze do nowej probdwki
Zagotowanie probki w temperaturze 95°C przez 2 min

Dalsza procedura analogicznie do przedstawionej w przyktadzie 1.
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Poréwnanie proteomu prébki z moczu petnego oraz probki pobranej ze $cianek pojemnika (Fig.
6), ujawnito rozny wzér biatek na zelu. Oznacza to, ze doszto do osadzania sie czesci biatek na
wewnetrznej powierzchni naczynia. Efekt ten jest najmniejszy w przypadku szklanego

pojemnika oraz obecnosci w probce moczu petnego 1% (v/v) roztworu SDS.
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