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Introducere în proteomul urinar uman

Introduction on the human urinary proteome

Ileana Funduc*

Rezumat

Urina umană este lichidul biologic cel mai utilizat pentru studiul proteomului, datorită colectării sale
simple şi neinvazive. Rezultatele obŃinute permit studierea biomarkerilor bolilor renale, cât şi a altor tulburări ce
determină alterări sistemice ale profilelor metabolice şi biochimice care pot afecta excreŃia proteinelor urinare.

Studiul prezintă etapele prin care trece urina pentru a se obŃine proteomul urinar uman : colectare,
concentrare cu metode chimice şi fizice, electroforeză (bidimensională sau capilară), sau cromatogafie lichidă
şi, în final, detectarea şi identificarea proteinelor prin spectrometrie de masă.

DirecŃiile viitoare sunt îndreptate nu numai asupra fiziologiei renale, patofiziologiei şi descoperirii de
biomarkeri, ci de asemenea elaborării de noi terapii Ńintă.

Abstract

Human urine is one of the most used biofluids for proteomics study, because of noninvasiveness and
simplicity of specimen collection. The obtained results give the possibility to study biomarkers for kidney dis-
eases as well as other disorders that may have systemic alterations in the metabolic and biochemical profiles that
can affect urinary protein excretion. The study presents the stages by which the urine passes to obtain human uri-
nary proteome: collection, concentration with chemical or physical methods, bidimensional or capillary elec-
trophoresis or liquid chromatography and finally detection and identification of proteins by mass spectrometry.

Future directions are focused not only on renal physiology, path physiology and biomarkers discovery,
but also on development of new target therapies.

Introducere

NoŃiunea de proteom implică analizarea
sistematică a proteinelor pentru identitatea, can-
titatea şi  funcŃia lor10.  Urina umană  este una
dintre  cele  mai  interesante  lichide  biologice
pentru studiul  proteomului,  recoltarea sa fiind
simplă şi neinvazivă. Proteomul urinar nu conŃi-
ne numai  proteine plasmatice, ci  şi  proteinele

rinichiului. ExcreŃia proteinelor urinare reflectă
sensibil  tulburările  renale5.  Măsurarea  doar  a
concentraŃiei totale de proteine urinare poate fi,
de cele mai multe ori, insuficientă pentru înŃele-
gerea unei condiŃii patofiziologice19. Proteomul
urinar, în schimb, permite analizarea simultană
a variaŃiilor  calitative  şi  cantitative  a  fiecărui
membru dintr-o populaŃie definită de proteine,
expresia  proteică  diferenŃială  între  starea nor-
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mală şi de boală. În acest fel există posibilitatea
identificării  de  componenŃi  proteinici  care  să
ajute la înŃelegerea patogenezii bolii, a sugerării
de biomarkeri pentru bolile rinichiului şi a altor
tulburări ce pot avea alterări sistemice în profi-
lele metabolice şi biochimice care afectează ex-
creŃia proteinelor urinare, cât şi de Ńinte terapeu-
tice18.  Studierea proteomului  renal  începută  în
1995 de către Witzmann şi col.21 care au identi-
ficat  proteinele  de  stress  renal  ca  biomarkeri
pentru toxicitatea chimică, a continuat cu anali-
za proteomică a urinii un an mai târziu de către
Marshall ŞI Williams8. Noua eră a spectroscopi-
ei  de  masă  a  determinat  apoi  pe Patterson şi
col.13 în 2001 să identifice componenŃii proteo-
mului  urinar folosind lichid cromatografia cu-
plată  cu spectrometria  de masă  tandem,  după
care studiile s-au înmulŃit.

Metodologie

Colectarea probei

Există o multitudine de factori ce afec-
tează compoziŃia urinii colectate17 şi anume:

• momentul colectării
• hrana ingerată
• lichidele consumate
• medicamentele administrate
• activitatea zilnică
• exerciŃiile fizice
• stressul
• ciclul menstrual
• diverse stări fiziologice
• temperatura ambiantă
• diverşi alŃi factori de mediu
• sexul  (bărbatul  prezintă  un  număr  de

spoturi de proteină mai mic decât femeia; urina
de bărbat prezintă o concentraŃie de albumină şi
de transferină mai mică decât a femeii)

Prepararea probei

Urina umană normală are o concentra-
Ńie mică  de proteine (<150 mg/l),  conŃinut  de

săruri şi de resturi metabolice crescut, care in-
terferă  în  special  electroforeza  cu  focalizare
izoelectrică. Concentrarea urinii nu este necesa-
ră pentru electroforeza capilară şi spectrometria
de masă20, dar este crucială pentru electroforeza
bidimensională în poliacrilamidă16.

ModalităŃile de concentrare a urinii im-
plică:

• precipitare  (etanol,  metanol,  acetonă,
acetonitril,  acid  acetic,  acid  tricloracetic)5,14,16

sau îmbogăŃire cu paturi sau coloane de afinita-
te3,14, pentru separare chimică; 

• liofilizare4, 9,13, ultracentrifugare15, filtra-
re centrifugală 9,11,16, pentru separare fizică.

Teoretic, o proteină dintr-o soluŃie tinde
să precipite, când pH-ul soluŃiei este identic sau
se apropie de punctul  izoelectric  al  proteinei.
Folosind diverse procedee de precipitare, pentru
o urină cu aceeaşi  cantitate de proteine totale,
pe electroforeză se vizualizează un număr dife-
rit de spoturi.

Chiar în cazul aceluiaşi precipitant, di-
feritele sale concentraŃii  dau rezultate diferite.
De exemplu, în cazul precipitării cu etanol, cea
mai potrivită concentraŃie este de 66%.

Este de preferat precipitarea cu etanol,
metanol sau acetonă,  acetonitrilul folosindu-se
doar în cazurile unei proteinurii crescute. Ace-
tona se poate combina pentru precipitare cu di-
verşi acizi, dar cu alŃi solvenŃi organici are pro-
bleme de solubilitate.

Numărul spoturilor de pe electroforeza
bidimensională diferă, de asemenea, în cazul di-
verselor variante de concentrare cu metode fizi-
ce.

Ultrafiltrarea cu pretratament de Triton
X 100 este superioară  precipitării  cu acetonă5

deoarece:
• prin ultrafiltrare se solubilizează protei-

nele hidrofobice ce includ receptorii şi proteine-
le canal, care sunt proteine de membrană tipice,
a căror extracŃie este importantă pentru studiul
fiziologiei renale6;

• nu se precipită sărurile urinare şi deşeu-
rile metabolice ce pot interfera cu redizolvarea
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proteinelor urinare, iar benzile cu aglomerări de
proteine mai mari de 200 kDa şi complexele in-
solubile de proteine se pot vizualiza pe gel;

• se recuperează proteinele cu masă mo-
leculară scăzută.

Pentru îndepărtarea sărurilor  şi  a sub-
stanŃelor ce interferă, se recomandă dializa după
precipitare. RezoluŃia spoturilor este superioară
la o urină dializată faŃă de o urină nedializată.

Protocoalele de precipitare se pot com-
bina, iar dacă acestea se combină şi cu filtrarea
centrifugală,  liofilizarea  şi  ultrafiltrarea,  se
ajunge să se obŃină aproape 700 spoturi pe elec-
troforeza bidimensională20.

Totuşi, concluzia în urma celor arătate
la  prepararea  probei  este:  “cu  cât  sunt  mai
multe trepte de preparare, pierderea de proteine
este mai mare”.

Electroforeza în gel

Electroforeză  bidimensională  a  protei-
nelor urinare implică focalizarea izoelectrică în
prima  direcŃie  (ar  permite  separarea  pe  baza
punctelor  izoelectrice)  şi  în  a  doua direcŃie  -
electroforeza în poliacrilamidă, când separarea
are loc pe baza maselor moleculare. Spoturile
obŃinute se colorează,  se  taie  de pe gel  şi  se
identifică. Metoda are limite şi anume6,7:

• Este incompatibilă  datorită detergentu-
lui ionic (sodiu dodecil sulfat), care cere solubi-
lizarea completă a proteinelor şi desface com-
plexele proteice;  proteinele hidrofobe (în spe-
cial proteinele de membrană integrale) deseori
nu intră în gel.

• Rezolvarea  separării  pe  baza  maselor
moleculare este limitată: se elimină  proteinele
foarte mari şi foarte mici. De asemenea, se pot
pierde şi proteinele foarte acide şi foarte bazice.
Există  tendinŃa proteinelor  de mare abundenŃă
de a le acoperi pe cele de joasă abundenŃă, care
pot juca roluri regulatorii critice într-un Ńesut.

• Reproductibilitatea este limitată.
Colorarea  proteinelor  separate  prin

electroforeză  se  face  cu  Coomasie  Brilliant
Blue R250 sau cu coloranŃi mai sensibili ca ar-

gintul, SPYRO Ruby, Deep Purple.  Proteinele
prezintă  diferite  afinităŃi  pentru  diverşi  colo-
ranŃi. 

În  afară  de  electroforeza  bidimensio-
nală, separarea proteinelor se mai poate realiza
cu  ajutorul   electroforezei  capilare18   sau  a
cromatografiei lichide, după ce are loc digestia
enzimatică  şi  fomarea de fragmente peptidice.
Cromatografia lichidă, în afara faptului că este
mai rapidă, elimină limitele electroforezei bidi-
mensionale  şi  realizează  rezoluŃii  neatinse  de
gel. Una din abordările descrise este identifica-
rea multidimensională a proteinelor (Mud PIT),
care foloseşte un schimbător  puternic de cati-
oni, urmată de cromatografie în fază reversă22.

Detectare, identificare

Spoturile  de  pe  electroforeză,  supuse
digestiei cu tripsină sunt identificate prin spec-
trometrie de masă. Uzual, identificarea se reali-
zează  prin  fingerprintingul,  masei  peptidice
(PMF) prin care proteinele se digeră enzimatic
şi spectrul de masă al fragmentelor de peptide
rezultat permite identificarea lor18.  Spectrome-
tria de masă tandem permite proteinelor specifi-
ce dintr-un spectru iniŃial să fie selectate, izola-
te şi fragmentate, să li se deducă secvenŃa ami-
noacidică şi să se identifice proteina mamă 2. 

O altă variantă de tehnologie modernă a
proteomului constă în prefracŃionarea probei pe
chipsuri proteice special destinate2,12,18 care cap-
turează proteinele şi peptidele specifice, care se
vizualizează  apoi  prin  spectrometrie  de  masă.
Această variantă uşurează screeningul unui nu-
măr mare de probe de urină pentru biomarkeri
potenŃiali,  spre  deosebire  de  spectrometria  de
masă  tandem ce nu  permite  identificarea nici
unui biomarker potenŃial. Spectrele obŃinute în
final după  spectrometria de masă  diferă  de la
normal la patologic. 

Ca un corolar al complexităŃii tehnolo-
giei proteomului, Vidal şi col.18 au făcut o ana-
logie între strategiile analitice pentru realizarea
proteinelor  urinare  şi  identificarea  bagajului
unui pasager care călătoreşte cu avionul.

9



Revista Română de Medicină de Laborator Vol. 10, Nr. 1, Martie 2008

In prima variantă metodologică, un spot
individual observat pe electroforeza bidimensi-
onală  şi  care reprezintă  o singură  proteină,  se
digeră enzimatic în peptide. Urmează apoi etapa
spectrometriei  de  masă  (fingerprintingul  de
masă peptidică) care identifică proteina respec-
tivă, respectiv bagajul propriu. În cea de a doua
variantă, amestecul de proteine se digeră enzi-
matic pentru a genera fragmentele peptidice a
proteinelor  din  probă,  analog  stării  bagajelor
din cargoul avionului. Prin etapa cromatografi-
că  ce  urmează,  peptidele  sunt  sortate  după  o
proprietate specifică, eluându-se la diverşi tim-
pi, ca şi bagajele de pe un carusel. Acestea sunt
culese individual  pentru determinarea secven-
Ńială  care  se  realizează  prin  spectroscopia  de
masă  tandem. Proteinele sunt apoi identificate
din amestecul complex, în acelaşi fel cum fieca-
re  pasager  aşteaptă  identificarea  şi  colectarea
bagajului  din  multitudinea existentă  pe banda
rulantă.

AplicaŃii clinice

Analiza proteomului  urinar  care a ur-
mărit  identificarea  biomarkerilor  s-a  aplicat
deja în1:

• cancerul de prostată;
• carcinomul de celulă renală;
• cancerul de vezică;
• carcinomul urotelial;
• sindromul Fanconi;
• carcinomul celular tranziŃional;
• diabet de tip I;
• rejetul acut de allogrefă renală.

Perspective de viitor

În  viitor  este necesară  definirea  com-
pletă  a  expresiilor  proteomice  ale  diferitelor
compartimente  (Ńesut,  urină)  în  contextele  de
sănătate  şi  de  boală,  urmată  de  posibilitatea
cuantificării de rutină a acestora. Ca urmare s-ar
putea  crea  şi  platformele  diagnostice  pentru

aplicarea lor de către clinicieni18.
Expresia  proteomică  a  urinii  umane

este îndreptată nu numai asupra fiziologiei re-
nale, patofiziologiei sau a descoperirii  de bio-
markeri,  ci de asemenea asupra dezvoltării  de
noi terapii Ńintă. Sigur că nu un singur biomar-
ker urinar are suficientă sensibilitate şi specifi-
citate pentru a fi util clinic, ci orice nou biomar-
ker va fi o parte din “panelul de biomarkeri” 2.
Este necesară existenŃa unui test dianostic, aşa-
numitul  “standard de aur” bine definit faŃă de
care să se compare fiecare biomarker. Totodată,
o treaptă importantă o constitue şi generarea an-
ticorpilor specifici biomarkerilor.

Metodologia de analiză  a proteomului
este cheia marilor promisiuni privind cercetarea
fundamentală renală şi a nefrologiei clinice.
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