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Sazetak. Cilj: Vankomicin je antibiotik koji se koristi za lije¢enje infekcija uzrokovanih Gram-
-pozitivnim bakterijama, no kod nekih pacijenata uzrokuje ozljedu bubrega. Buduci da
standardni biomarkeri ozljede bubrega ne pokazuju dovoljnu osjetljivost i specificnost,
potrebno je pronaci nove biomarkere kako bismo mogli ranije detektirati poremecaje
bubrezne funkcije te pravovremenim prekidom ili promjenom terapije sprijeciti daljnje
ozljede bubrega. Cilj je rada bio usporediti proteomske profile urina dviju pacijentica
oboljelih od upale pluéa koje su primale terapiju vankomicinom sa i bez klinickih znakova
ozljede bubrega uzrokovanih navedenim antibiotikom, kako bismo identificirali nove
potencijalne proteinske biomarkere akutne ozljede bubrega uzrokovanog vankomicinom.
Prikaz slucaja: Uzorci urina prikupljeni su tre¢i i sedmi dan terapije vankomicinom od
pacijentice sa i pacijentice bez klinickih znakova bubrezne disfunkcije te su analizirani
dvodimenzionalnom gel elektroforezom kombiniranom s MALDI-TOF/TOF masenom
spektrometrijom. Vidljive razlike u proteomskim profilima urina izmedu dviju pacijentica
javljaju se treci, a naroCito su izrazene sedmi dan terapije. Dvodimenzionalna gel
elektroforeza kombinirana s masenom spektrometrijom potvrdila je ve¢ ranije dokazanu
ulogu proteina neutrofilnog lipokalina povezanog s gelatinazom (NGAL, engl. neutrophil
gelatinase-associated lipocalin) kao biomarkera akutne ozljede bubrega, te otkrila ekspresiju
citoskeletnog keratina 1 tipa Il i retinol-vezujuceg proteina 4 (RBP4, engl. retinol-binding
protein 4) samo u urinu pacijentice kod koje je terapija vankomicinom uzrokovala poremecaj
bubreZne funkcije. Zakljucci: Citoskeletni keratin 1 tipa Il i retinol-vezujuéi protein 4 mogli bi
predstavljati nove potencijalne biomarkere ozljede bubrega uzrokovane vankomicinom.
Potrebne su daljnje studije na vecem broju pacijenata kako bi se validirali dobiveni rezultati i
utvrdio njihov potencijalni dijagnosticki i klinicki znacaj.
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Abstract. Aim: Vancomycin is an antibiotic used to treat infections caused by Gram-positive
bacteria which can induce renal injury in some patients. Since standard biomarkers of kidney
injury lack sufficient sensitivity and specificity, there is an unmet need for novel biomarkers
that would enable early detection of renal injury and timely cessation or modification of
treatment to prevent more severe kidney injury. The goal of this paper was to compare pro-
teomics profiles of urine samples collected from two vancomycin-treated patients suffering
from pneumonia with and without clinical symptoms of drug-induced renal dysfunction as to
identify novel potential protein biomarkers of vancomycin-induced kidney injury. Case re-
port: Urine samples were collected on the third and seventh day of vancomycin therapy from
patients with and without clinical signs of acute kidney injury. Samples were analysed by
two-dimensional gel electrophoresis and MALDI-TOF/TOF mass spectrometry. Differences in
urinary proteomes between these two patients could be observed on the third and especial-
ly on the seventh day of therapy. Two-dimensional gel electrophoresis combined with mass
spectrometry confirmed previously established role of neutrophil gelatinase-associated lipoc-
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alin (NGAL) as biomarker of renal injury, and revealed the ex-
pression of keratin 1 type Il cytoskeletal and retinol-binding
protein 4 (RBP4) only in urine from the patient with vancomy-
cin-induced renal dysfunction. Conclusions: Keratin 1 type Il
cytoskeletal and retinol-binding protein 4 could be considered
novel potential biomarkers of vancomycin-induced kidney in-
jury. Additional studies with larger patient cohorts are needed
to validate these findings and investigate their potential diag-
nostic and clinical significance.

Key words: acute kidney injury; biomarkers; mass spectrometry;
two-dimensional gel electrophoresis; urine; vancomycin

Biomarkeri akutne ozljede bubrega koji se danas standar-
dno koriste u klinici ne pokazuju dovoljnu osjetljivost i
specificnost, naroCito u ranoj fazi ozljede bubrega, sto
potice istrazivanja usmjerena na identifikaciju novih bi-
liega koji bi omogucili ranu detekciju bubrezne disfunkci-
je, kako bi bilo moguce pravovremenim prekidom ili
promjenom terapije sprijeciti daljnje ozljede bubrega.

uvobD

Bubrezi imaju nekoliko vaznih funkcija, a jedna od
najvaznijih je filtriranje plazme i izlucivanje ot-
padnih tvari proizvedenih metabolizmom te stra-
nih tvari iz organizma. Bududi da primaju veliku
koli¢inu krvi, odnosno 25 % sréanog minutnog
volumena, te je njihova zadacda uklanjanje toksic-
nih tvari iz krvne plazme, bubrezi su u povecanoj
mjeri izloZeni tvarima s toksi¢nim ucinkom medu
koje moZzemo ubrojiti i neke lijekove®. Mehanizmi
toksi¢nih ucinaka lijekova razli¢iti su, a najcesce
dolazi do izravnog Stetnog djelovanja na stanice
kanali¢a. Takoder moze dodi do indukcije upale,
opstrukcije kanalica, ali i neizravnih toksicnih uci-
naka zbog promjene protoka krvi u bubrezimaZ.
Toksi¢nim ucincima posebno su izloZene stanice u
kanali¢cima nefrona buduci da u njima zbog me-
hanizama aktivnog prijenosa tijekom procesa re-
apsorpcije i sekrecije dolazi do poveéane
koncentracije toksi¢nih tvari, medu koje mozemo
ubrojiti i lijekove poput vankomicina.

Vankomicin je antibiotik koji se ve¢ Sezdesetak
godina koristi za lije¢enje infekcija uzrokovanih
Gram-pozitivnim bakterijama, unato¢ tome sto je
akutna ozljeda bubrega jedna od ozbiljnijih nus-
pojava ovog lijeka. Otkriven je 1957. godine, kada

je izoliran iz gljivice Streptomyces orientalis u Su-
mama Bornea, a odobren je ve¢ 1958. godine po
ubrzanom postupku, nakon Sto je uoceno kako
djeluje protiv bakterija otpornih na dotadasnje
antibiotike®. Prema svojoj strukturi vankomicin je
triciklicki glikopeptid koji se veze za monomere
peptidoglikana mureina u stani¢noj stijenci bak-
terija te dovodi do konformacijske promjene koja
onemogucuje daljnju ugradnju mureinskih mo-
nomera u novosintetizirani lanac peptidoglika-
na*>*. Na taj nacin vezanje vankomicina prekida
sintezu stanicne stijenke, Sto naposljetku dovodi
do umiranja bakterijskih stanica zbog osmotskog
Soka*. Gram-pozitivne bakterije imaju deblji sloj
peptidoglikana pa je vankomicin protiv tih bakte-
rija posebno ucinkovit te se koristi za lijeCenje in-
fekcija poput bakteremije, osteomijelitisa i upale
pluéa, koje su uzrokovane tim bakterijama3. Zbog
ozbiljnih nuspojava poput akutne ozljede bubre-
ga, danas se vankomicin uglavnom koristi za lije-
¢enje infekcija uzrokovanih bakterijama koje su
otporne na ostale antibiotike kao $to su, primjeri-
ce, meticilin rezistentni Staphilococcus epidermi-
dis (MRSE) te meticilin rezistentni Staphilococcus
aureus (MRSA)*>.

Akutna ozljeda bubrega predstavljala je velik pro-
blem prilikom koristenja vankomicina jo$ od
njegova otkri¢a, no u pocetku je pripisivana neci-
sto¢ama koje su se pojavljivale zbog tadasnjeg
procesa proizvodnje3®. Kasnije je proces proiz-
vodnje vankomicina poboljsan, te gotovi lijek ne
sadrzi necistoce, no prema provedenim istraZiva-
njima akutna ozljeda bubrega i dalje se pojavljuje
kod 10 — 20 % pacijenata koji primaju konvencio-
nalnu dozu, te kod 30 — 40 % pacijenata koji pri-
maju visu dozu vankomicina>®. Poznato je kako se
80 — 90 % vankomicina u nepromijenjenom obli-
ku izluCuje bubrezima te kako se ozljeda bubrega
uocava izmedu 5. i 7. dana terapije, no mehani-
zam kojim vankomicin dovodi do ozljede bubrega
jos uvijek nije poznat*>¢. Predlozeno je da bi pro-
izvodnja reaktivnih kisikovih vrsta te oksidativni
stres u stanicama proksimalnog kanaliéa koji do-
vodi do ishemije i nekroze stanica mogli biti od-
govorni za akutnu ozljedu bubrega uzrokovanu
vankomicinom®’. Pretpostavlja se kako do nekro-
ze dolazi zbog nakupljanja vankomicina u stanica-
ma proksimalnog kanali¢a te kako vankomicin
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moze izmijeniti funkciju mitohondrija i reapsor-
pcijsku funkciju stanica ovisnu o energiji*”’. Kao
jedan od mogucih mehanizama nastanka akutne
ozljede bubrega uzrokovane vankomicinom pred-
loZen je i akutni intersticijski nefritis kod kojeg do-
lazi do imunoloske reakcije, odnosno nastajanja
edema te nakupljanja mononuklearnih stanica
poput T-limfocita i makrofaga u intersticiju bubre-
ga®. Na temelju istraZivanja provedenih na mise-
vima, kao jedan od moguéih mehanizama
predloZena je i aktivacija komplementa®’.

Bududi da lijekovi poput vankomicina mogu imati
nefrotoksi¢ne ucinke Ccije se posljedice klinicki
manifestiraju tek u kasnoj fazi ozljede bubrega,
vazno je pronaci biomarkere koji omoguéuju ranu
detekciju poremecaja bubrezne funkcije kako bi
se pravovremenim ukidanjem terapije sprijecila
daljnja ozljeda bubrega. Biomarkeri koji se tradi-
cionalno koriste za utvrdivanje akutne ozljede
bubrega su serumski kreatinin te urea u krvié.
lako ti biomarkeri jo$ uvijek predstavljaju zlatni
standard za detekciju akutne ozljede bubrega,
utvrdeno je da imaju nisku osjetljivost i specific-
nost. Primjerice, kreatinin je produkt metaboliz-
ma misica, te njegova razina ovisi o dobi, spolu,
misiénoj masi i teZini, a osim kod ozljede bubrega
razina kreatinina se mijenja i kod Soka, dehidraci-
je, eklampsije i rabdomiolize®. Urea nastaje raz-
gradnjom proteina, a osim kod ozljede bubrega
razina uree se mijenja i kod sr¢anog udara, ga-
strointestinalnog krvarenja, hipovolemije, dehi-
dracije i Soka®. Jedan od novijih biomarkera
akutne ozljede bubrega koji zasad najvise obeca-
va je neutrofilni lipokalin povezan s gelatinazom
(NGAL; engl. neutrophil gelatinase-associated li-
pocalin)®*. Prvotno je otkriven kod aktiviranih
neutrofila, a osim neutrofila, NGAL luce i stanice
bubreznih kanali¢a prilikom ozljede. U normalnim
uvjetima urinom se izlucuje koncentracija NGAL-
a manja od 5 ng/mL°. Prilikom ozljede proksimal-
nog kanalica sinteza NGAL-a se povedava, a
reapsorpcija smanjuje, Sto dovodi do povedanja
njegove koncentracije u urinu. Velika prednost
NGAL-a kao biomarkera je to Sto se njegova razi-
na u urinu poveca unutar 2 sata nakon nastanka
ozljede, Sto znaci da predstavlja rani biljeg akutne
ozljede bubrega®. Druga je velika prednost to Sto
nakon sinteze i izluCivanja ne dolazi do njegove
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razgradnje®®. NGAL kao biomarker akutne ozlje-
de bubrega ima i neke nedostatke, a najvedi je taj
sto ga luci vise razlicitih vrsta stanica, ukljucujuci
neutrofile, stanice pluéa i gastrointestinalnog
trakta, pa povedanje sinteze i izlu€ivanja NGAL-a
u odgovoru na bolesti tih organa ili sepsu mogu
dovesti do njegovog povecanog izlucivanja u uri-
nu i bez ozljede bubrega®.

S obzirom na nedostatke navedenih biomarkera
ozljede bubrega, istrazivanja usmjerena identifi-
kaciji novih biljega toksi¢nih ucinaka lijekova na
bubreznu funkciju imaju vaznu ulogu u razvoju di-
jagnostickih alata u nefrologiji. Pronalazenje no-
vih potencijalnih biomarkera akutne ozljede
bubrega u urinu znatno je olak$ano zahvaljujudi
modernim visokoproto¢nim metodama proteo-
mike koje omogucuju globalno profiliranje protei-
na urina i identifikaciju onih proteina cija se
razina ekspresije mijenja u pacijenata na terapiji
koji se ocituju klini¢kim simptomima akutne oz-
ljede bubrega u odnosu na pacijente na istoj tera-
piji kod kojih nije doslo do poremecaja bubrezne
funkcije. Proteinski biomarkeri akutne ozljede
bubrega bolji su od genomskih ili transkriptom-
skih jer izravno odrazavaju trenutno stanje u bu-
brezima.

Urin je posebno dobar bioloski materijal za iden-
tifikaciju novih proteinskih biomarkera akutne oz-
ljede bubrega, buduci da moZe biti prikupljen na
neinvazivan nacin u velikim koli¢inama, sadrzi
proteine i peptide koji su relativno stabilni i ma-
nje slozeni u odnosu na druge klinicke uzorke po-
put seruma ili plazme, a koli¢ina i sastav
proteoma urina odraZavaju promjene u funkciji
bubrega i urogenitalnog trakta'2. Brojne studije
pokazale su da metode proteomike koje se teme-
lje na masenoj spektrometriji imaju velik potenci-
jal u identifikaciji novih proteinskih biljega
bubrezne disfunkcije, stoga predstavljaju vaznu
komponentu u toksikoloskim ispitivanjima®s,
IstraZivanje proteoma urina oteZavaju brojni iza-
zovi koji se pojavljuju tijekom analize urina poput
varijabilnosti u sastavu i koncentraciji proteina u
urinu razlic¢itih osoba do kojih dolazi zbog razlika
u unosu tekucine i hrane te zbog tjelovjezbe, na-
¢ina Zivota i cirkadijalnog ritma, a istraZivanje je
dodatno otezano i zbog Cinjenice da se proteom
urina ne razlikuje samo medu pojedincima vec i
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kod iste osobe u razli¢ito vrijeme!**¢. Standard u
vezi vremena uzorkovanja urina jo$ uvijek ne po-
stoji, no preporucuje se uzimanje urina nakon
odmaranja te uvijek u isto doba dana, kako bi se
smanijila varijabilnost proteoma®’8,

Osnovni cilj pokusne studije prikazane u ovom
radu bio je identifikacija novih potencijalnih pro-
teinskih biomarkera akutne ozljede bubrega u
urinu pacijentica na terapiji vankomicinom. U tu
svrhu provedena je dvodimenzionalna gel elek-
troforeza uzoraka urina koji su prikupljeni treceg i

Dvodimenzionalna gel elektroforeza u kombinaciji s
MALDI-TOF/TOF masenom spektrometrijom pokazala
se kao adekvatna metoda za analizu urinarnih biomar-
kera Ciji rezultati sugeriraju da bi retinol vezujuci prote-
in 4 i citoskeletni keratin 1 tipa Il mogli biti novi
potencijalni biljezi akutne ozljede bubrega uzrokovane
vankomicinom.

sedmog dana terapije vankomicinom od pacijen-
tice kod koje je tijekom terapije doslo do pojave
klini¢kih znakova akutne ozljede bubrega te paci-
jentice kod koje nije doSlo do poremecaja bu-
brezne funkcije. Usporedbom proteomskih
profila urina pacijentice sa i bez klini¢kih znakova
Stetnog ucinka vankomicina na bubreznu funkciju
detektirali smo specifi¢ne razlike u ekspresiji pro-
teina, Ciji smo identitet potom utvrdili pomocu
MALDI-TOF/TOF (engl. matrix-assisted laser de-
sorption/ionisation — time of flight/time of flight)
masenog spektrometra.

PRIKAZ SLUCAJA

Uzorci prvog jutarnjeg urina pacijenata na terapiji
vankomicinom prikupljeni su u okviru suradnje s
Klinickim bolnickim centrom Zagreb uz odobrenje

Etickog povjerenstva Klinickoga bolnickog centra
Zagreb i informiranog pristanka svakog pacijenta
koji je sudjelovao u istraZivanju. Pacijenti su oda-
brani na temelju klinicko-dijagnostickih parame-
tara medu kojima su najvazniji osnovna dijagnoza
te razina NGAL-a izmjerena 1., 3. i 7. dana terapi-
je vankomicinom (tablica 1). Dodatni kriteriji pri
odabiru bili su da pacijenti nemaju dijabetes ili
proteinuriju, te da su tijekom terapije vankomici-
nom primali $to manji broj ostalih lijekova koji bi
potencijalno mogli biti nefrotoksi¢ni. Na temelju
analize parametara odabrane su dvije pacijentice
s dijagnosticiranom upalom pluca kod kojih osim
respiratorne insuficijencije nije doslo do zatajenja
drugih organa. Kod jedne pacijentice je tijekom
terapije vankomicinom doslo do ocitovanja klinic-
kih znakova akutne ozljede bubrega, bududi da su
vrijednosti NGAL-a bile povisene kod sva tri mje-
renja, dok kod druge pacijentice nije doslo do po-
jave klinickih znakova akutne ozljede bubrega,
vec su razine NGAL-a kod sva tri mjerenja bile u
granicama referentne vrijednosti (ispod 131,7
ng/mL) (tablica 1).

Kvantifikacija proteina u uzorcima urina prikuplje-
nim od dviju odabranih pacijentica na 3.i 7. dan
terapije vankomicinom provedena je koriStenjem
Qubit® fluorometra i pripadajuéeg seta reagensa
za kvantifikaciju Qubit® Protein Assay Kit (Ther-
mo Fisher Scientific, Waltham, SAD) prema upu-
tama proizvodaca.

Ukupna koli¢ina od 600 pg proteina svakog uzor-
ka otopljena je u 330 pL pufera za rehidrataciju
(7M urea, 2M tiourea, 4 % (w/v) CHAPS, miliQ
voda i 1% (w/v) DTT). Aktivna rehidratacija IPG
(engl. immobilized pH gradient) trakica (18 cm,
3-10 NL, Bio-Rad Laboratories, Hercules, SAD)
provedena je pri naponu od 50 V u trajanju od 14
h pri 20 °C. Nakon zavrSene rehidratacije, prove-

Tablica 1. Klini¢ko-dijagnosticki parametri za ispitanike uklju¢ene u studiju

Osnovna Protei- NGAL NGAL NGAL Zatajenje Druga
Dob = Spol diiagnoza Dijabetes nuriia 1. dan 3. dan 7.dan Dru ihjorjana nefrotoks. Ishod
lag ) ng/mL ng/mL ng/mL e g Terapija
53 z upala pluca ne ne 443,9 523,8 2787,6 .resp.lr?torrtcl C|proﬂc.)k.s.acm, smrt
insuficijencija penicilin
respiratorna karbapenemi, remjestaj na
75 7 upala pluéa ne nepoznato 21,5 18,0 9,0 . p. I kaspofungin, o J. J
insuficijencija . . drugi odjel
anidulafungin

“svjetlijom bojom oznacéene su normalne, a tamnijom povisene vrijednosti NGAL-a

120

http://hrcak.srce.hr/medicina

medicina fluminensis 2017, Vol. 53, No. 1, p. 117-128




I. Stanfel, M. Klobucar, S. Kraljevi¢ Paveli¢ et al.: Proteomska analiza potencijalnih biljega akutne ozljede bubrega u urinu...

deno je izoelektri¢no fokusiranje IPG trakica u ko-
racima do maksimalne vrijednosti od 90 000 VHr.
IPG trakice zatim su ekvilibrirane u 2 pufera za
ekvilibraciju istoga pocetnog sastava (50 mM Tris-
HCI pH 8,8 (Sigma-Aldrich, SAD), 6M urea (Sigma-
Aldrich, SAD), 30 % w/v glicerol (Sigma-Aldrich,
SAD), 2 % w/v SDS (Sigma-Aldrich, SAD), bromfe-
nol modrilo), u koje je u svrhu redukcije disulfid-
nih mostova medu cisteinskim ostacima dodan
ditiotreitol (1 % w/v DTT, Sigma-Aldrich, SAD), a u
svrhu njihove alkilacije je dodan jodoacetamid
(25 g dm-3 1AA, Sigma-Aldrich, SAD). Nakon zavr-
Sene ekvilibracije IPG trakica izvrSena je poliakri-
lamidna gel elektroforetska separacija proteina
(12 % SDS PAGE (engl. sodium dodecyl sulphate
polyacrylamide gel electrophoresis); 20 x 20 cm)
pri konstantnom naponu od 25mA po gelu i u tra-
janju od priblizno 5 h. Nakon dovrsetka elektrofo-
reze gelovi su obojani s koloidnom otopinom
Coomasie Brilliant Blue G (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, SAD) i slikani pomoc¢u uredaja Chemi-
Doc (Bio-Rad Laboratories, Hercules, SAD).
Gelovi dobiveni dvodimenzionalnom gel elektro-
forezom analizirani su pomocu programa Image-
Master 2D Platinum 7.0 (GE Healthcare Life
Sciences, Little Chalfont, UK). Kako bi se izbjegle
varijacije do kojih je moglo doéi prilikom nanose-
nja proteina, te bojenja i odbojavanja gelova,
kvantifikacija proteinskih tocaka provedena je uz
normalizaciju temeljenu na racunanju relativnog
volumena za svaku od toc¢aka®.

Gelovi dobiveni dvodimenzionalnom gel elektro-
forezom urina prikupljenog na treci dan terapije
vankomicinom prikazani su na slici 1. Uspored-
bom gelova vidljivo je kako je kod pacijentice kod
koje je tijekom terapije doslo do pojave klinickih
znakova bubreZzne disfunkcije prisutan podjednak
broj proteinskih to¢aka u odnosu na pacijenticu
kod koje nije doslo do ozljede bubrega (31 tocka).
Nadalje, analizom slika gelova pomocu racunal-
nog programa ImageMaster 2D pronadeno je
ukupno 12 zajednickih proteinskih tocaka koje se
pojavljuju kod obje pacijentice, pri cemu je zna-
Cajnija promjena ekspresije opazena kod dvije
proteinske tocke. Takoder je pronadeno ukupno
38 jedinstvenih tocaka, od kojih se 19 pojavljuju
kod pacijentice s akutnom ozljedom bubrega, te
19 kod pacijentice kod koje nije doSlo do akutne
ozljede bubrega.
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Gelovi dobiveni dvodimenzionalnom gel elektro-
forezom proteina iz uzoraka urina prikupljenih od
pacijentica na sedmi dan terapije vankomicinom
prikazani su na slici 2. Na sedmi dan terapije kod
pacijentice kod koje su se razvili klinicki znakovi
akutne ozljede bubrega prisutno je daleko vise
proteinskih tocaka (206 tocaka) u odnosu na pa-
cijenticu bez klinicki vidljive ozljede bubrega (55
tocaka). Rezultati analize pokazali su kako je na
sedmi dan terapije moguce detektirati 30 zajed-
nic¢kih proteinskih tocaka prisutnih kod obje paci-
jentice, s tim da je znacajnija promjena ekspresije
opazena kod ¢ak 22 tocke. Nadalje, pronadena je
sveukupno 201 jedinstvena proteinska tocka; 176
se medu njima pojavljuje kod pacijentice kod koje
je tijekom terapije doSlo do akutne ozljede bu-
brega, a 25 kod pacijentice kod koje se nisu razvili
klinicki znakovi akutne ozljede bubrega.

Za daljnju identifikaciju na masenom spektrome-
tru odabrano je 20 proteinskih tocaka koje su bile
specificno eksprimirane samo u urinu pacijentice
s ozljedom bubrega nakon trec¢eg i sedmog dana
terapije (kvalitativna analiza) (slike 1 i 2). Odabra-
ne proteinske tocke izrezane su iz gelova te je
izvrSena digestija pomocu tripsina prema pret-
hodno opisanom protokolu®. Neposredno prije
analize putem spektrometrije masa provedeno je
odsoljavanje dobivenih peptida uz koristenje
ZipTipC18 tipseva prema uputama proizvodaca
(Millipore Corporation, Billerica, SAD).

Nakon odsoljavanja, u zasebnu epruveticu doda-
no je 1 ulL otopine odsoljenih peptida i 1 pL oto-
pine a-cijano-4-hidroksi-cimetne kiseline (CHCA
(engl. a-cyano-4-hydroxycinnamic acid) matrice),
a zatim je 0,5 uL pripremljene otopine naneseno
na MALDI plocicu (MTP 384 ground steel BC, Bru-
ker, Billerica, SAD). Nakon nanosenja uzoraka
MALDI plocica je stavljena u ukljuceni digestor ti-
jekom ~5 minuta da se smjesa matrice i peptida
kristalizira, a zatim je pricvrséena na drzac i umet-
nuta u MALDI-TOF/TOF maseni spektrometar (ul-
trafleXtreme, Bruker, Billerica, SAD). Spektri masa
snimani su uz intenzitet lasera izmedu 60 — 70 %
te odabrani raspon detektiranih molekulskih
masa peptidnih fragmenata izmedu 700 — 4000
kDa. Za svaki od proteina snimljeno je stotinjak
spektara, a sumirani spektar je analiziran pomodu
programa Mascot (Matrix Science, London, UK).
Analiza spektara u programu Mascot provedena

http://hrcak.srce.hr/medicina




I. Stanfel, M. Klobucar, S. Kraljevi¢ Paveli¢ et al.: Proteomska analiza potencijalnih biljega akutne ozljede bubrega u urinu...

-

o

b |

Slika 1. Slike gelova dobivenih dvodimenzionalnom gel elektroforezom uzoraka urina prikupljenih na trec¢i dan terapije vankomicinom:
a) pacijentica s klini¢kim znakovima akutne ozljede bubrega, b) pacijentica s normalnom bubreznom funkcijom. Crvenim kruzi¢em
oznacene su proteinske tocke zajednicke za oba gela, crnim kruZi¢éem su obiljeZzene tocke detektirane samo kod pacijentice s normalnom
bubreznom funkcijom, dok su plavim kruzicem oznacene proteinske tocke koje se specificno javljaju samo u urinu pacijentice s klinickim
znakovima akutne ozljede bubrega. Strjelice oznacavaju proteinske tocke koje su bile izrezane iz gela i ¢iji je identitet bio utvrdivan
pomocu masene spektrometrije.

Slika 2. Slike gelova dobivenih dvodimenzionalnom gel elektroforezom uzoraka urina prikupljenih na sedmi dan terapije vankomicinom:
a) pacijentica s klinickim znakovima akutne ozljede bubrega, b) pacijentica s normalnom bubreznom funkcijom. Crvenim kruzicem
oznacene su proteinske tocke zajednicke za oba gela, crnim kruZi¢em su obiljeZzene tocke detektirane samo kod pacijentice s normalnom
bubreznom funkcijom, dok su plavim kruziéem oznacene proteinske tocke koje se specifi¢no javljaju samo u urinu pacijentice s klinickim
znakovima akutne ozljede bubrega. Strjelice oznacavaju proteinske tocke koje su bile izrezane iz gela i ¢iji je identitet bio utvrdivan
pomocu masene spektrometrije.
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je nakon kalibracije, uz odabrane parametre:
Baza podataka: SwissProt; enzim: tripsin, uz dvije
dozvoljene pogreske prilikom cijepanja; taksono-
mija: Homo sapiens; fiksirane modifikacije: kar-

bamidometilacija (C); varijabilne modifikacije:
oksidacija (M); tolerancija mase : 50 ppm.

Analizom na masenom spektrometru identificira-
no je 10 proteina (tablice 2 i 3), medu kojima su

Tablica 2. Proteini identificirani samo u urinu pacijentice koja je razvila klinicke znakove akutne ozljede bubrega nakon treceg dana

terapije vankomicinom

Oznaka UniProt/
tocke na Swiss Naziv proteina
gelu Prot ID

Mascot
score

N-terminalna
1 Q96HA8 glutamin 29
amidohidrolaza

Izracunata
Pokrivenost  molekulska lzrac. C
. Bioloska uloga
sekvence masa Pi
(Da)
posreduje deamidaciju glutamina na
14 % 24120 546 N-terminalnim krajevima proteina i

time omogucduje njihovu bikvitinaciju
i razgradnju

Tablica 3. Proteini identificirani samo u urinu pacijentice koja je razvila klinicke znakove akutne ozljede bubrega nakon sedmog dana

terapije vankomicinom

Oznaka UniProt/

tocke na Swiss Naziv proteina
score
gelu Prot ID
MIC19
podjedinica
5 QI9NX63 MICOS 33
kompleksa
keratin tipa Il
P04264
8 0426 citoskeletni 1 e
retinol vezujuci
9 P02753 protein 4(RBP4) 83
UDP-glukoza
12 060701 6-dehidrogenaza 4
keratin tipa Il
= e e citoskeletni 1 &
usmjereni
16 P81133 homolog 1 33
(SIM1)
18 P13645 keratin tipa | 42
citoskeletni 10
neutrofilni
19 P80188 I|pokaI|n_ povezan 113
s gelatinazom
(NGAL)
protein s
20 Q13360 cinkovim prstom 37

177

Izracunata

Mascot  Pokrivenost molekulska | lzrac.

Bioloska uloga
sekvence masa Pi &

(Da)
odrzavanje stabilnosti MICOS
kompleksa i morfologije
22 % 26421 8.48 | mitohondrijskih krista, kao
transkripcijski faktor potice
apoptozu
stvara keratinske lance tijekom
19 % 66 170 8.15 | diferencijacije epitelnih tkiva, moze
regulirati aktivnost PKC i SRC kinaza
dostavlja retinol iz jetre u periferna
tkiva, u kompleksu s retinolom veze
se za transtiretin i sprjecava njegovu
filtraciju u glomerulu
sudjeluje u biosintezi
glikozaminoglikana koji ¢ine
izvanstanicni matriks i sudjeluje u
prijenosu signala te rastu stanica
stvara keratinske lance tijekom
19 % 66 170 8.15 | diferencijacije epitelnih tkiva, moze
regulirati aktivnost PKC i SRC kinaza
transkripcijski faktor koji sudjeluje u
diferencijaciji stanica, razvoju

50 % 23 337 5.76

11% 55674 6.73

5% 86 373 7.03 .. . . .
Ziv€anog sustava i mokrac¢ovodnog
pupoljka
sudjeluje u diferencijaciji eratinocita
8% 59 020 5.13 |te je jedan od sastavnih dijelova

citoskeleta epitelnih stanica

protein koji veZe zeljezo, ukljucen u
46 % 22 745 9.02 | proces prirodene imunosti, razvoja
bubrega te proces apoptoze

moZze biti ukljuc¢en u regulaciju

9% 56 343 8.53 L
transkripcije
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tri proteina imala najvec¢i Mascot score (vjerojat-
nost da je poklapanje izmedu eksperimentalnih
podataka i sekvence u bazi podataka nasumicni
dogadaj) ukljucujuci citoskeletni keratin 1 tipa I,
neutrofilni lipokalin povezan s gelatinazom
(NGAL; engl. neutrophil gelatinase-associated li-
pocalin) i retinol-vezujuéi protein 4 (RBP4; engl.
retinol-binding protein 4), sto ukazuje na ulogu
navedenih proteina u mehanizmima renalne tok-
si¢nosti vankomicina.

RASPRAVA

Cilj pokusne studije opisane po prvi put u ovome
radu bio je usporediti proteomske profile urina
pacijentica s narusenom i normalnom bubrez-
nom funkcijom koje su bile na terapiji vankomici-
nom, kako bismo identificirali nove potencijalne
biomarkere akutne ozljede bubrega uzrokovane
navedenim antibiotikom.

Jedan od proteina koji je u ovom istraZivanju
identificiran s najve¢om pokrivenosti sekvence je
neutrofilni lipokalin povezan s gelatinazom
(NGAL). NGAL je glikoprotein veli¢ine 25 kDa koji
pripada superobitelji lipokalina, proteina koji pre-
nose male hidrofobne molekule kao $to su lipidi,
steroidni hormoni i retinoidi®?!. Poput ostalih li-
pokalina, sastavljen je od B ploce gradene od
osam B lanaca koja je smotana u oblik bacve?®.
Bududi da je unutrasnjost B bacve kod NGAL-a
nesto pliéa i Sira nego kod ostalih lipokalina te
ima mali dio s pozitivnim nabojem, najcesce veze
siderofore, male molekule koje vezu Zeljezo**.
Kako NGAL moze vezati razliCite vrste siderofora,
do danas je otkriveno da u organizmu moZe imati
vise razlicitih bioloskih uloga.

Bududi da najve¢im afinitetom veZe siderofore
bakterija, NGAL ima vaznu ulogu u prirodenom
imunoloskom sustavu: otpusta se iz neutrofilana
mjestu infekcije, veZe bakterijske siderofore te na
taj nacin djeluje bakteriostatski’’. Vezanjem eu-
kariotskih siderofora NGAL je takoder ukljucen i u
razli¢ite procese poput apoptoze stanica te razvo-
ja bubrega??. Bududi da je za rast i razvoj stanica
neophodno potrebna dostava Zeljeza, tijekom ra-
zvoja bubrega NGAL potice nastajanje glomerula,
proksimalnih kanali¢a, Heinleove petlje i distalnih
kanali¢a iz mezenhimalnih progenitorskih stanica,
dok tijekom pojave ozljede bubrega odrasle oso-
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be doprinosi ocCuvanju funkcije bubrega, kodi
apoptozu i potice proliferaciju stanica® .

NGAL se pojacano luci tijekom ozljede bubrega,
pa se kao biomarker akutne ozljede bubrega spo-
minje jo$ od 2003. godine kada su provedena
prva pretklinicka istraZivanja u kojima je pomocu
mikroCipova otkriveno kako kod modela akutne
ozljede bubrega dolazi do pojacanog prepisivanja
gena za NGAL?*. U jednom od prvih istraZivanja u
kojem je NGAL identificiran kao potencijalni bio-
Stakorski model akutne ozljede bubrega uzroko-
vane ishemijom, misji model akutne ozljede bu-
brega uzrokovane cisplatinom, te ljudske stanice
proksimalnog kanalica kod kojih je deplecijom
ATP izazvana ishemija?®. Analizom transkriptoma
uz pomo¢ Cipova utvrdeno je kako se ubrzo na-
kon izazvane ozljede bubrega razina ekspresije
nekolicine gena, medu kojima i gena za NGAL,
povecala vise od 10 puta, te je na temelju dobive-
nih rezultata NGAL-a predloZen kao potencijalni
biomarker ozljede bubrega. U brojnim istraziva-
njima koja su uslijedila analiziran je proteom kod
Zivotinjskih modela akutne ozljede bubrega, te je
potvrdeno kako je razina NGAL-a poviSena nakon
ozljede bubrega izazvane ishemijom ili nefrotok-
sicnim ucinkom lijekova®. Jedno od tih istraZiva-
nja proveli su 2004. godine Mishra i suradnici koji
su koristili misji model akutne ozljede bubrega
izazvane cisplatinom kako bi proudili ekspresiju
NGAL-a u bubrezima i urinu?. Provodenjem we-
stern blot analize i koristenjem imunofluorescen-
cije utvrdili su kako se razina NGAL-a u bubrezima
i urinu povecala unutar 3 sata od izazivanja ozlje-
de bubrega, te su zakljucili kako NGAL predstavlja
rani biomarker nefrotoksi¢nosti cisplatine koji se
mozZe mijeriti u urinu.

Nakon $to je na Zivotinjskim modelima ustanov-
lieno kako se NGAL moZe koristiti kao potencijalni
biomarker ozljede bubrega te kako je moguca
njegova neinvazivna detekcija u urinu, zapocela
su brojna istraZivanja u kojima je bio cilj procijeni-
ti prikladnost njegovog koristenja za otkrivanje
ozljede bubrega u ljudi®*. U metaanalizi provede-
noj 2009. godine Haase i suradnici analizirali su
podatke prikupljene tijekom 19 takvih istraziva-
nja provedenih u 8 zemalja diljem svijeta na vise
od 2 500 pacijenata te su zakljucili kako se NGAL
moze koristiti za dijagnosticiranje ozljede bubre-
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ga i u ljudi?®. U novijoj metaanalizi provedenoj
2014. godine, Haase-Fielitz i suradnici analizirali
su podatke iz 58 istrazivanja provedenih na 16
500 pacijenata te su takoder potvrdili kako je
NGAL dobar biomarker za dijagnosticiranje ozlje-
de bubrega kod ljudi®®. NGAL je jedan od biomar-
kera ozljede bubrega koji zasad najvise obecavaju
te je jedan od najcesce istraZivanih biomarkera, a
tijekom posljednjih godina razvijeno je i nekoliko
razli¢itih dijagnostickih laboratorijskih uredaja za
mjerenje njegove razine u urinu ili krvi pomocu
kojih se rezultat dobiva unutar 10 do 35 minuta®.
Nasa studija u kojoj smo takoder identificirali
NGAL kao jedan od proteina koji se mogu speci-
ficno detektirati samo u urinu pacijentice na tera-
piji vankomicinom kod koje je doslo do ozljede
bubrega izazvane navedenim antibiotikom, Sto je
bilo evidentno iz klinicko-dijagnostickih nalaza,
dodatno potvrduje da je dvodimenzionalna gel
elektroforeza u kombinaciji s MALDI-TOF/TOF
masenom spektrometrijom adekvatan metodo-
loski pristup za identifikaciju urinarnih biomarke-
ra renalne toksi¢nosti lijekova vezano za veliku
osjetljivost i mo¢ separacije.

Pored NGAL-a, u istrazivanju smo kao potencijal-
ni biomarker akutne ozljede bubrega uzrokovane
vankomicinom takoder identificirali i retinol-ve-
zujudi protein 4 (RBP4). RBP4 je mali protein veli-
¢ine 21 kDa koji takoder pripada superobitelji
lipokalina?*?*%°, RBP4 se sintetizira u jetri, a nje-
gova specificna bioloska uloga je prijenos retino-
la, odnosno alkohola vitamina A, putem krvi iz
jetre u periferna tkiva. Tijekom cirkulacije u krvi,
RBP4 dolazi do bubrega gdje se zbog male mole-
kulske mase lako filtrira u glomerulu, te se u
proksimalnim kanali¢ima ponovno reapsorbira u
krv3!. Gubitak RBP4 putem glomerularne filtraci-
jedodatno je smanjen i time Sto se u krvnoj plaz-
mi kompleks RBP4 i retinola veZe za transtiretin
te se na taj nacin onemogucava njegova filtracija
u glomerulu?*?*3°, |z tog razloga se u normalnim
okolnostima u urinu izlucuje vrlo mala koli¢ina
RBP4. Ako dode do ozljede proksimalnih kanalica,
dolazi do smanjene reapsorpcije, Sto znaci da se
u takvim uvjetima RBP4 u vec¢im koli¢inama izlu-
Cuje u urinu®. Jedno od prvih istraZivanja Ciji re-
zultati podupiru tu Cinjenicu proveli su Peterson i
Berggard 1971. godine. Svoje istraZivanje proveli
su s ciljem izolacije i ispitivanja svojstava RBP4, a
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tijekom istrazivanja su, izmedu ostaloga, utvrdili i
kako je RBP4 u urinu zdravih osoba zastupljen u
jako maloj koli¢ini, dok je u urinu osoba s ozlje-
dom bubreznih kanalica medu najzastupljenijim
proteinima®. Kao potencijalni biomarker ozljede
bubrega, RBP4 se istrazuje joS od 1987. godine
kada su Bernard i suradnici proveli istrazivanje s
ciljem utvrdivanja prikladnosti RBP4 kao biomar-
kera ozljede proksimalnih kanali¢a®. Tijekom
istrazivanja pratili su razinu RBP4 u urinima paci-
jenata s ozljedom bubreznih kanali¢a nastalim
zbog razlicitih uzroka, ukljucujué¢i rabdomiolizu,
primjenu antibiotika ili trovanje razli¢itim kemika-
lijama, te su zakljucili kako je RBP4 adekvatan bio-
marker za rano otkrivanje ozljede bubreznih
kanalica.

Jedno od novijih istrazivanja vezanih za RBP4 pro-
vedeno je 2015. godine kada su Gonzales-Calero i
suradnici proucavali biomarkere ozljede bubrega
te su istrazili njihov potencijal u predvidanju opo-
ravka®!. U istraZivanju su analizirali uzorke urina
osoba s dijagnosticiranom akutnom ozljedom bu-
brega te uzorke urina zdravih osoba koji su priku-
pljani tijekom odredenog vremenskog razdoblja:
unutar prvih 48 sati od postavljanja dijagnoze, za-
tim sedmi dan nakon postavljanja dijagnoze, te
prilikom otpustanja iz bolnice. Rezultati istraZiva-
nja potvrdili su kako se razina RBP4 u urinu moze
koristiti kao biomarker akutne ozljede bubrega, a
takoder je utvrdeno i kako se moZe koristiti za
predvidanje i pracenje tijeka oporavka. Na teme-
lju svih dosadasnjih istrazivanja danas se pretpo-
stavlja kako je RBP4 vjerojatno najosjetljiviji
medu dosad ispitivanim potencijalnim biomarke-
rima ozljede proksimalnih kanali¢a®. Nase istrazi-
vanje po prvi put sugerira vezu izmedu RBP4 i
toksi¢nih ucinaka vankomicina na bubreznu funk-
ciju te predlaze kako bi RBP4 mogao biti novi po-
tencijalni biljeg za detekciju ozljede bubrega
uzrokovane vankomicinom.

Nadalje, nasi su rezultati ukazali na mogucu ulo-
gu citoskeletnog keratina 1 tipa Il u ozljedi bubre-
ga uzrokovanoj vankomicinom. Keratin 1 je
protein veli¢ine 67 kDa koji pripada velikoj skupi-
ni razli¢itih keratina koji dijele slicnu struktu-
ru?*34, Svim keratinima, ukljucujuéi i keratinu 1,
zajednicka je osnovna sredisnja domena gradena
od ~310 aminokiselina koja ima oblik a uzvojni-
ce?. Prema razlikama u izoelektri¢noj tocki, kera-
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tini se mogu podijeliti na dvije osnovne skupine:
keratine tipa | (kisele keratine) te keratine tipa Il
(bazi¢ne i neutralne keratine)33¢. Jedinstvena ka-
rakteristika keratina je stvaranje heterodimera
koji uvijek nastaju vezanjem jednog od keratina
tipa | s jednim od keratina tipa 11347,

Keratin 1 koji pripada skupini keratina tipa Il naj-
Cesce se veze s keratinom 10 iz skupine keratina
tipa |, uglavnhom putem hidrofobnih interakcija iz-
medu a uzvojnice3*3®, Zanimljivo je uociti da smo,
osim keratina 1 tipa Il takoder identificirali i
keratin 10 tipa | u urinu pacijentice s klinickim
znakovima ozljede bubrega uslijed terapije van-
komicinom, $to sugerira mogucu vezu izmedu tih
dvaju proteina u mehanizmima renalne toksi¢no-
sti vankomicina. Heterodimeri keratina izgraduju
intermedijarne filamente koji ¢ine citoskelet kod
epitelnih stanica, pa je njihova najvaznija uloga
odrzavanje mehanicke stabilnosti epitelnih stani-
ca koje oblazu tjelesne Supljine i povrsine razlici-
tih organa, ukljuCujuéi kozu, probavni sustav i
bubrege3*3>373° Osim odrzavanja mehanicke sta-
bilnosti epitelnih stanica, takoder je dokazano
kako keratini mogu regulirati prepisivanje gena,
sintezu proteina, unutarstani¢no signaliziranje,
proces apoptoze te proces oporavka epitelnih
stanica od ozljede3**. Razli¢iti keratini nisu jed-
nako eksprimirani u svim epitelnim stanicama,
vec su u razli¢itim vrstama epitelnih stanica i u ra-
zlicitim fazama njihove diferencijacije prisutni
to¢no odredeni keratini®*3>.

Keratini koji su prisutni u epitelnim stanicama bu-
breznih kanalica do danas su slabo istrazeni, a
prema trenutno dostupnim podacima najzastu-
pljeniji su keratin 7, keratin 8, keratin 18 i keratin
19%°. Bududi da je keratin 1 kao sastavni dio hete-
rodimera keratina 1 i keratina 10 karakteristian
za stanice koze, odnosno suprabazalne epider-
malne keratinocite u posljednjoj fazi diferencija-
cije, u dvodimenzionalnoj gel elektroforezi ¢esto
se smatra kontaminacijom3. Zanimljivo je ista-
knuti da je prisutnost keratina 1 u bubrezima, od-
nosno stani¢nim linijama bubreZnih stanica
takoder detektirana u nekoliko razlicitih istraZiva-
nja. U jednoj od tih studija koju su 2015. godine
proveli Li i suradnici na HK-2 stanicama (ljudskim
epitelnim stanicama proksimalnih kanali¢a) kera-
tin 1 pronaden je i identificiran kao jedan od pro-
teina Cija se ekspresija mijenja nakon izloZzenosti
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stanica vankomicinu®. Proucavane HK-2 stanice
bile su tretirane vankomicinom tijekom 24 sata,
sto je dovelo do smanjenja razine keratina 1 u
tretiranim u odnosu na netretirane stanice. Kako
je otprije poznato da stanice HK-2 imaju neke
funkcije primarnih epitelnih stanica proksimalnih
kanalic¢a iz organizma, no one funkcionalno i mor-
foloski ipak nisu potpuno jednake*, za identifika-
ciju potencijalnih novih biomarkera akutne
ozljede bubrega uzrokovane lijekovima analiza
urina smatra se pouzdanijim pristupom.

U najnovijem istraZivanju iz 2016. godine Djudjaj
i suradnici proucavali su uzorke tkiva misjih i ljud-
skih bubrega te uzorke ljudskog urina kako bi
istrazili promjene u ekspresiji keratina kod akutne
ozljede bubrega®. U pocetnoj fazi istraZivanja ko-
ristili su vise razli¢itih misjih modela ozljede bu-
brega s razlicitim mehanizmima nastanka ozljede,
poput ishemije, tubulointersticijske fibroze uzro-
kovane opstrukcijom, nefropatije uzrokovane
adeninom, nefropatije uzrokovane folnom kiseli-
nom te progresivnog glomerulonefritisa s protei-
nurijom i intersticijskom fibrozom. Bududi da su
prema trenutno dostupnim literaturnim podaci-
ma u bubrezima najzastupljeniji keratin 7, keratin
8, keratin 18 i keratin 19, znanstvenici su prouca-
vali promjenu ekspresije upravo tih keratina. Re-
zultati svih provedenih analiza pokazali su kako se
razina proucavanih keratina u stanicama bubrez-
nih kanali¢a povecala 20 — 40 puta kod razlicitih
misjih modela akutne ozljede bubrega, te kako je
do povedanja ekspresije doslo ubrzo nakon na-
stanka ozljede bubrega. Dobiveni rezultati potvr-
deni su i na uzorcima tkiva zdravih i ozlijedenih
ljudskih bubrega. Takoder je kao vaino otkrice
istaknuta ekspresija proucavanih keratina nakon
nastanka ozljede bubrega i u stanicama distalnih
kanalica u kojima prije ozljede ovi keratini nisu
bili detektirani, Sto potvrduje prijasnja opazanja
kako epitelne stanice ljudskih bubrega tijekom
nastanka ozljede mogu izrazavati nove, odnosno
drugadije vrste keratina3**>.

Stoga bi keratin 1 tipa Il mogao biti potencijalni bi-
omarker ozljede bubrega izazvane vankomicinom
s obzirom,na to da je nasa studija pokazala njego-
vu ekspresiju samo u urinu pacijentice kod koje je
tijekom terapije doslo do pojave klinickih znakova
akutne ozljede bubrega. Takoder je zanimljivo to
Sto smo keratin 1 identificirali kao 2 razli¢ite tocke
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na gelu dobivenom dvodimenzionalnom gel elek-
troforezom. Razlog tome bi moglo biti njegovo
proteoliticko cijepanje na dvije manje podjedinice
kao posljedica aktivnosti urinarnih proteaza. Sli¢no
tome, prilikom proucavanja keratina 18 iz urina
kao potencijalnog biomarkera akutne ozljede bu-
brega, Djudjaj i suradnici®® takoder su uodili kako
su na membrani dobivenoj western blot analizom
uzoraka urina vidljiva dva signala koji predstavljaju
keratin 18, odnosno dva razli¢ita fragmenta kerati-
na 18. Osim toga, signal koji je predstavljao fra-
gment manje mase bio je jade izraZen od signala
koji je predstavljao fragment vece mase, Sto je ta-
koder slucaj i u nasoj studiji.

Razlika u izoelektri¢noj tocki koju smo uocili iz-
medu dva fragmenta keratina 1 moZe nastati
zbog razlic¢itih posttranslacijskih modifikacija, a
prema smjeru pomaka mogli bismo zakljuciti
kako je kod keratina 1 na fragmentu manje mase
doslo do fosforilacije*?. Fosforilacija je dokazana
posttranslacijska promjena kod keratina, ukljucu-
jucii keratin 1, a u istrazivanju koje su proveli Dju-
djaj i suradnici takoder je opazeno kako prilikom
akutne ozljede bubrega dolazi do znacajno povi-
Sene fosforilacije svih proudavanih keratina3>“3,
Na temelju toga mozemo zakljuciti kako je nasa
pretpostavka o fosforilaciji keratina 1 opravdana.
Kako se detekcija keratina 1 u proteomskim anali-
zama najcesée veze uz kontaminaciju uzorka, izu-
zetno je vazno provesti daljnja istraZivanja u
kojima ¢e njegova ekspresija biti izmjerena u uri-
nu veéeg broja pacijenata na terapiji vankomici-
nom, kod kojih je doslo do ozljede bubrega.

ZAKLJUCAK

Rezultati pilot studije prikazane u ovom radu po-
kazali su da je dvodimenzionalna gel elektrofore-
za u kombinaciji s masenom spektrometrijom
adekvatan metodoloski pristup za detekciju novih
urinarnih biomarkera akutne ozljede bubrega s
obzirom na postignutu osjetljivost i rezoluciju.

Usporedba proteomskih profila pacijentica na te-
rapiji vankomicinom sa i bez klinickih znakova
akutne ozljede bubrega otkriva kako su razlike u
koli¢ini i sastavu urinarnih proteina vidljive tredi,
a narocito izrazene sedmi dan terapije. Dobiveni
rezultati potvrduju vec ranije dokazanu ulogu
proteina NGAL kao biomarkera akutne ozljede
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bubrega te sugeriraju da bi proteini RBP4 i
citoskeletni keratin 1 tipa Il mogli biti novi poten-
cijalni biljezi ozljede bubrega zbog terapije vanko-
micinom. Potrebna su daljnja istrazivanja na
vecem broju pacijenata na terapiji vankomicinom
kod kojih bi se kontinuirano pratila bubrezna
funkcija i ishod lijeCenja kako bi se mogao utvrditi
dijagnosticki potencijal rezultata dobivenih u ovoj
studiji.
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