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Introducere n proteomul urinar uman

Introduction on the human urinary proteome

lleana Funduc

Rezumat

Urina umar este lichidul biologic cel mai utilizat pentru diul proteomului, datorii colectirii sale
simplesi neinvazive. Rezultatele tute permit studierea biomarkerilor bolilor renaleatsi a altor tulburiri ce
determin alterari sistemice ale profilelor metaboligé biochimice care pot afecta exgia proteinelor urinare.

Studiul prezini etapele prin care trece urina pentru a seiob proteomul urinar uman : colectare,
concentrare cu metode chimigefizice, electroforez (bidimensional sau capilaii), sau cromatogafie lichidl
si, In final, detectareai identificarea proteinelor prin spectrometrie dasi.

Directiile viitoare sunt indreptate nu numai asupra fiaiei renale, patofiziologieji descoperirii de

biomarkeri, ci de asemenea elabor de noi terapiifinta.

Abstract

Human urine is one of the most used biofluids fatgomics study, because of noninvasiveness and
simplicity of specimen collection. The obtainedutissgive the possibility to study biomarkers fadrney dis-
eases as well as other disorders that may havermsystalterations in the metabolic and biochemiaalfies that
can affect urinary protein excretion. The studysams the stages by which the urine passes torohtanan uri-
nary proteome: collection, concentration with cheahior physical methods, bidimensional or capillaec-
trophoresis or liquid chromatography and finallyteetion and identification of proteins by mass speuetry.

Future directions are focused not only on renal gblpgy, path physiology and biomarkers discovery,

but also on development of new target therapies.

Introducere

Notiunea de proteom implcanalizarea
sistemati@ a proteinelor pentru identitatea, can-
titateasi functia lor'®>. Urina umati este una
dintre cele mai interesante lichide biologice
pentru studiul proteomului, recoltarea sa fiind
simph si neinvazivd. Proteomul urinar nu caoin
ne numai proteine plasmatice, giproteinele

rinichiului. Excreia proteinelor urinare reflett
sensibil tulbuirile renalé. Masurarea doar a
concentréei totale de proteine urinare poate fi,
de cele mai multe ori, insuficienpentru nele-
gerea unei condi patofiziologice®. Proteomul
urinar, in schimb, permite analizarea simuitan
a variaiilor calitative si cantitative a fiegrui
membru dintr-o poputege definiti de proteine,
expresia proteic diferertiala intre starea nor-
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mali si de boai. In acest fel exigtposibilitatea
identificarii de componet proteinici care %
ajute la relegerea patogenezii bolii, a suiyér
de biomarkeri pentru bolile rinichiulgi a altor
tulburdri ce pot avea altéri sistemice in profi-
lele metabolicai biochimice care afecteazx-
cretia proteinelor urinare, cét detinte terapeu-
tice'®. Studierea proteomului renal Tncepiin
1995 de &tre Witzmannsi col.?* care au identi-
ficat proteinele de stress renal ca biomarkeri
pentru toxicitatea chimi; a continuat cu anali-
za proteomig a urinii un an mai tarziu deitte
MarshallSI Williams®. Noua e a spectroscopi-
ei de mas a determinat apoi pe Pattersgin
col.®®* Tn 2001 & identifice componeii proteo-
mului urinar folosind lichid cromatografia cu-
plati cu spectrometria de masandem, dujp
care studiile s-au Tnmutl

Metodologie

Colectarea probei

Exista o multitudine de factori ce afec-

teaz compoziia urinii colectaté si anume:

* momentul coleditrii

» hrana ingerat

» lichidele consumate

* medicamentele administrate

* activitatea zilni&

» exerctiile fizice

» stressul

» ciclul menstrual

» diverse dtri fiziologice

e temperatura ambiant

» diveri alti factori de mediu

* sexul (arbatul prezimi un nunar de
spoturi de protei mai mic decat femeia; urina
de larbat prezint o concentrge de albumia si
de transferiét mai mic decéat a femeii)

Prepararea probei

Urina uma@ normaf are o concentra-
tie micd de proteine (<150 mg/l), conut de

saruri si de resturi metabolice crescut, care in-
terfe@ in special electroforeza cu focalizare
izoelectrié. Concentrarea urinii nu este necesa-
ra pentru electroforeza capifagi spectrometria
de mas®, dar este crucialpentru electroforeza
bidimensional in poliacrilamid®®.

Modalitatile de concentrare a urinii im-
plica:

* precipitare (etanol, metanol, aceipn
acetonitril, acid acetic, acid tricloracefit)*®
sau imbodgtire cu paturi sau coloane de afinita-
te*, pentru separare chiniic

 liofilizare* °*3 ultracentrifugar®, filtra-
re centrifugal ®***¢ pentru separare fizic

Teoretic, o proteilndintr-o soldie tinde
sa precipite, cand pH-ul sofiei este identic sau
se apropie de punctul izoelectric al proteinei.
Folosind diverse procedee de precipitare, pentru
0 urind cu aceeg cantitate de proteine totale,
pe electroforex se vizualizeaxz un nunar dife-
rit de spoturi.

Chiar Tn cazul aceluja precipitant, di-
feritele sale concentia dau rezultate diferite.
De exemplu, Tn cazul precipiti cu etanol, cea
mai potriviti concentréie este de 66%.

Este de preferat precipitarea cu etanol,
metanol sau acet@nacetonitrilul folosindu-se
doar in cazurile unei proteinurii crescute. Ace-
tona se poate combina pentru precipitare cu di-
versi acizi, dar cu al solverti organici are pro-
bleme de solubilitate.

Numarul spoturilor de pe electroforeza
bidimensional diferd, de asemenea, in cazul di-
verselor variante de concentrare cu metode fizi-
ce.

Ultrafiltrarea cu pretratament de Triton
X 100 este superiocarprecipitirii cu aceto@®
deoarece:

e prin ultrafiltrare se solubilize@zprotei-
nele hidrofobice ce includ receptaiiproteine-
le canal, care sunt proteine de membrtipice,

a aror extratie este importagitpentru studiul
fiziologiei renalé;

e nu se precipit sarurile urinaresi deseu-
rile metabolice ce pot interfera cu redizolvarea
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proteinelor urinare, iar benzile cu aglorede
proteine mai mari de 200 kBacomplexele in-
solubile de proteine se pot vizualiza pe gel;

* Se recuperedazproteinele cu masmo-
lecula#i scizuta.

Pentru indefrtarea &rurilor si a sub-
stanelor ce interfet, se recomariddializa dug
precipitare. Rezolia spoturilor este superidgar
la o urira dializag fata de o uria nedializa.

Protocoalele de precipitare se pot com-
bina, iar dag acestea se comhigi cu filtrarea
centrifugal, liofilizarea si ultrafiltrarea, se
ajunge 8 se ohina aproape 700 spoturi pe elec-
troforeza bidimensionad®.

Totusi, concluzia Tn urma celor @&ate
la prepararea probei este: “cu cat sunt mai

multe trepte de preparare, pierderea de proteine

este mai mare”.
Electroforeza in gel

Electroforez bidimensional a protei-
nelor urinare implig focalizarea izoelectricin
prima dire¢cie (ar permite separarea pe baza
punctelor izoelectrice}i in a doua dirg@e -
electroforeza in poliacrilamigl cand separarea

are loc pe baza maselor moleculare. Spoturile

obtinute se coloredz se taie de pe gei se
identifica. Metoda are limitgi anumé”:

» Este incompatibil datoriti detergentu-
lui ionic (sodiu dodecil sulfat), care cere solubi-
lizarea complet a proteinelorsi desface com-
plexele proteice; proteinele hidrofobe (in spe-
cial proteinele de membranntegrale) deseori
nu int@ n gel.

* Rezolvarea sepatii pe baza maselor
moleculare este limitat se elimid proteinele
foarte marisi foarte mici. De asemenea, se pot
pierdesi proteinele foarte acidg foarte bazice.
Existi tendina proteinelor de mare abunden
de a le acoperi pe cele de jpabunders, care
pot juca roluri regulatorii critice intr-uggsut.

* Reproductibilitatea este limitat

Colorarea proteinelor separate prin
electroforez se face cu Coomasie Brilliant
Blue R250 sau cu colorammai sensibili ca ar-

gintul, SPYRO Ruby, Deep Purple. Proteinele
prezink diferite afiniéiti pentru divesi colo-
rari.

in afaim de electroforeza bidimensio-
nak, separarea proteinelor se mai poate realiza
cu ajutorul electroforezei capildfe sau a
cromatografiei lichide, dupce are loc digestia
enzimati@ si fomarea de fragmente peptidice.
Cromatografia lichid, in afara faptului & este
mai rapidi, elimina limitele electroforezei bidi-
mensionalesi realizeaZ rezoldii neatinse de
gel. Una din aboritile descrise este identifica-
rea multidimensionala proteinelor (Mud PIT),
care folosgte un schimbtor puternic de cati-
oni, urmai de cromatografie n fazevers®

Detectare, identificare

Spoturile de pe electroforgz supuse
digestiei cu tripsii sunt identificate prin spec-
trometrie de mas Uzual, identificarea se reali-
zeaz prin fingerprintingul, masei peptidice
(PMF) prin care proteinele se digeznzimatic
si spectrul de masal fragmentelor de peptide
rezultat permite identificarea [8r Spectrome-
tria de mas tandem permite proteinelor specifi-
ce dintr-un spectru inal s fie selectate, izola-
te si fragmentate, £li se dedug secverm ami-
noacidid si si se identifice proteina mam.

O alta variant de tehnologie modeiira
proteomului congtin prefragionarea probei pe
chipsuri proteice special destin&fe® care cap-
tureaz proteinelesi peptidele specifice, care se
vizualizeaz apoi prin spectrometrie de nias
Aceasli varianti usureaz screeningul unui nu-
mar mare de probe de ukirpentru biomarkeri
poteniali, spre deosebire de spectrometria de
mas tandem ce nu permite identificarea nici
unui biomarker poteral. Spectrele ofinute in
final dup spectrometria de madifera de la
normal la patologic.

Ca un corolar al complexiii tehnolo-
giei proteomului, Vidaki col.”® au ficut o ana-
logie intre strategiile analitice pentru realizarea
proteinelor urinaresi identificarea bagajului
unui pasager carelétoreste cu avionul.
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In prima variant metodologid, un spot
individual observat pe electroforeza bidimensi-
onak si care reprezirat o singud proteirs, se
diger enzimatic in peptide. Urmeaapoi etapa
spectrometriei de mas (fingerprintingul de
mas peptidi@) care identifid proteina respec-
tivd, respectiv bagajul propriu. In cea de a doua
variant, amestecul de proteine se digenzi-
matic pentru a genera fragmentele peptidice a
proteinelor din pro# analog girii bagajelor
din cargoul avionului. Prin etapa cromatografi-
Ci ce urmeay, peptidele sunt sortate dumw
proprietate specific eluandu-se la divgrtim-
pi, casi bagajele de pe un carusel. Acestea sunt
culese individual pentru determinarea secven-
tiala care se realizeazprin spectroscopia de
mas tandem. Proteinele sunt apoi identificate
din amestecul complex, in acgléel cum fieca-
re pasager steapt identificareasi colectarea
bagajului din multitudinea existenipe banda
rulang.

Aplicatii clinice

Analiza proteomului urinar care a ur-
marit identificarea biomarkerilor s-a aplicat
deja irk:

» cancerul de prostat

e carcinomul de celdlrenak;

e cancerul de vezig

e carcinomul urotelial;

¢ sindromul Fanconi;

e carcinomul celular trangonal,
e diabetde tip I;

» rejetul acut de allogréfrena.

Perspective de viitor

In viitor este necesardefinirea com-
pleti a expresiilor proteomice ale diferitelor
compartimente tésut, urid) in contextele de
sinatate si de boad, urmat de posibilitatea
cuantificirii de rutima a acestora. Ca urmare s-ar
putea creasi platformele diagnostice pentru
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aplicarea lor deatre clinicient?®,

Expresia proteomic a urinii umane
este Tndreptatnu numai asupra fiziologiei re-
nale, patofiziologiei sau a descoperirii de bio-
markeri, ci de asemenea asupra deixiolte
noi terapiitinta. Sigur @& nu un singur biomar-
ker urinar are suficieatsensibilitatesi specifi-
citate pentru a fi util clinic, ci orice nou biomar
ker va fi o parte din “panelul de biomarkefi’
Este necesarexistena unui test dianostic sa-
numitul “standard de aur” bine definittfade
care & se compare fiecare biomarker. Totagat
o treapd importand o constituesi generarea an-
ticorpilor specifici biomarkerilor.

Metodologia de analiza proteomului
este cheia marilor promisiuni privind cercetarea
fundamentad renaki si a nefrologiei clinice.
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