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Реналаза - недавно обнаруженный белок, который, как полагают, играет важную
(хотя и не очень понятную в настоящее время) роль в регуляции кровяного давления. Ранее он был
выделен из мочи здоровых добровольцев при помощи фракционирования сульфатом аммония
и иммуноаффинной хроматографии (Xu et al. (2005) J. Clin. Invest., 115, 1275). В очищенном
таким образом препарате были обнаружены 2 белка с молекулярной массой 35 и 67-75 кДа.
Последний, по мнению авторов, представляет продукт димеризации (или агрегации) белка 35 кДа.
В настоящей работе реналазу удалось обнаружить в моче 2 из 6 добровольцев только после
иммуноаффинного обогащения проб, предварительно фракционированных сульфатом аммония.
Электрофорез очищенного препарата также выявил 2 белка с молекулярной массой 35 и 66 кДа,
которые были идентифицированы в ходе масс-спектрометрического анализа как реналаза
и сывороточный альбумин. Полученные результаты не согласуются с предположением
о формировании димеров реналазы и свидетельствуют о том, что экскреция этого белка в мочу
подвержена значительным вариациям у людей. 
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ВВЕДЕНИЕ.� Реналаза - недавно открытый секреторный белок, который,
как полагают, участвует в регуляции артериального давления у человека и
животных [1-3]. И хотя на сегодняшний день механизмы, посредством которых
этот белок способствует нормализации артериального давления, остаются
невыясненными, а первоначальные данные [1, 2] об участии реналазы
в деградации циркулирующих катехоламинов не были подтверждены в других
лабораториях [4, 5], есть веские основания рассматривать реналазу в качестве
нового важного белкового регулятора артериального давления: 

1. Крысы линии Dahl с наследственной предрасположенностью
к солечувствительной артериальной гипертензии характеризуются дефицитом
реналазы [6]. 

2. Субтотальная нефрэктомия, способствующая развитию хронической
почечной недостаточности у крыс, приводила к снижению циркулирующей
в крови реналазы [7]. Снижение экспрессии реналазы (мРНК и белка)
было обнаружено и в сердце крыс, подвергнутых в новорождённом возрасте
(24-48 ч) аналогичной процедуре [8].  

3. Торможение реналазы введением антисенс-РНК приводило как
к повышению базального артериального давления, так и гиперергическому ответу
на адренергический стресс [6]. 

599

* - адресат для переписки



4. У нокаутированных по реналазе мышей отмечен повышенный уровень
артериального давления и чувствительность к ишемии миокарда [7]. Введение
рекомбинантной реналазы человека крысам приводило к снижению частоты
сердечных сокращений и артериального давления [4]. 

5. Выявлена ассоциация между геном реналазы и развитием эссенциальной
гипертонии в северокитайской популяции (Han Chinese) [9]. 

6. Снижение секреции почечной реналазы обнаружено у больных нейрогенной
формой гипертонии (т.е. гипертонии, обусловленной патологией ЦНС) [10]. 

На сегодняшний день несколько исследовательских групп подтвердили
присутствие реналазы в плазме [1, 11-13]. При этом исследование корреляции
между уровнем реналазы, значениями артериального давления и функцией почек,
проведённое на 130 пациентах после операции трансплантации сердца,
выявило зависимость между уровнем сывороточной реналазы и функцией почек,
но не артериального давления [12, 13].  

Противоречивые данные существуют по детекции реналазы в моче человека.
С одной стороны, каталитически активный фермент был выделен из мочи
здоровых добровольцев при помощи фракционирования сульфатом аммония
и последующей аффинной хроматографии на агарозе с иммобилизованными
антителами против реналазы [1]. В очищенном таким образом препарате
реналазы были обнаружены 2 белка с молекулярными массами 35 и 67-75 кДа.
Последний, как полагают авторы, представляет продукт димеризации
(или агрегации) белка 35 кДа. 

С другой стороны, по данным протеомного анализа белков мочи [14, 15],
проведенных уже после первой публикации по реналазе, в моче здоровых людей
было идентифицировано более 1500 индивидуальных белков [15]. Однако реналазы
среди них не оказалось, что ставит под сомнение саму возможность экскреции
этого белка с мочой. 

В настоящей работе мы предприняли попытку детекции реналазы в образцах
мочи добровольцев при помощи масс-спектрометрических подходов в сочетании
с фракционированием сульфатом аммония и иммуноаффинным обогащением
проб, с использованием поликлональных антиреналазных антител.  

МЕТОДИКА.� Выделение реналазы из мочи взрослых добровольцев
обоего пола, давших информированное согласие (6 человек, средний возраст
54±3 года, артериальное давление (145±10)/(90±5) мм рт. ст.), осуществляли
следующим образом. Образцы 400 мл мочи от каждого участника центрифугировали
15 мин при 4000 об/мин и 4°С (центрифуга Beckman TJ 6, бакет-ротор)
для освобождения от клеток; из супернатанта высаливали белки сульфатом
аммония (75% насыщения, 4°С). После центрифугирования при 9000 об/мин
(30 мин, 4°С), осадок разводили в 60 мл 50 мM Трис-ацетатного буфера, pH 7,5.
Белок концентрировали и освобождали от сульфата аммония, используя 2-3-х
кратное центрифугирование при 6000 об/мин, 4°С (с последующим разведением
Трис-ацетатным буфером) в пробирках с мембранными фильтрами Amicon Ultra
(Ultracel - 10 K, "Millipore", США). Полученный препарат с концентрацией белка
3 мг/мл (по Бредфорд) использовали для иммунопреципитации с поликлональными
антителами ("Покард", Москва), полученными при иммунизации барана
рекомбинантной реналазой (Федченко и др., готовится к публикации).  

Антитела иммобилизовали на протеин А-сефарозе, инкубируя 2 часа при 4°С
и перемешивании в PBS. Ковалентную пришивку антител к протеин А-сефарозе
осуществляли в течение 4 ч при 4°С и перемешивании, используя в качестве
сшивающего агента диметилпимелимидат (50 мM раствор в 0,2 М боратном
буфере, pH 8,6). Реакцию останавливали 0,1 М Трис-HCl, pH 7,4 (1 ч, комнатная
температура). Об эффективности сшивки судили при помощи электрофореза
в присутствии додецилсульфата натрия (по исчезновению из раствора лёгких
(25 кДа) и тяжелых (55 кДа) цепей иммуноглобулинов).

Иммунопреципитацию проводили согласно P.J. Hansen [16] в 50 мM
Трис-ацетатном буфере, рН 7,5, содержащем 1 мM PMSF, 2% Igepal (по объёму),
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1 мM ЭДТА, 0,3 М NaCl, 1 мг/мл БСА, 0,02% NaN3, в суспензии 1:1 в течение
ночи при 4°С и постоянном перемешивании. Суспензию промывали 10 мМ
натрий-фосфатным буфером, содержащим 0,3 М NaCl и 5 мМ КCl, рН 7,4,
до исчезновения поглощения при 280 нм, формировали колонку (1´2,5 см)
и элюировали белки, связавшиеся с антителами, 0,1 М глициновым буфером,
рН 2,8, контролируя содержание белка в элюате по поглощению при 280 нм.
Элюат концентрировали на мембранном фильтре Amicon Ultra, осаждали белок
смесью хлороформ-метанол, растворяли в буфере для нанесения образцов на гель
(по Лэммли) и разделяли с помощью SDS-электрофореза в 15% ПААГ. Полосы
белков после окрашивания Кумасси R-250 и определения молекулярной массы
вырезали и подвергали масс-спектрометрическому анализу.

Мелко нарезанные полосы одномерного геля (приблизительно 1 мм3)
дважды отмывали от остаточного количества натрия додецилсульфата в 150 мкл
раствора 40% метанола и 10% уксусной кислоты по 10 минут при постоянном
встряхивании. Затем промывали однократно в бидистиллированной деионизованной
воде (18,2 W´см2) в течение 5 мин, после чего добавляли 150 мкл раствора
30% ацетонитрила в 100 мМ гидрокарбонате аммония (рН=8,2) и инкубировали
в течение 20 минут при 60°С и постоянном перемешивании. Обесцвеченные гели
промывали дважды в 300 мкл бидистиллированной деионизованной воде
и добавляли по 50 мкл водного раствора 70% ацетонитрила. Гели дегидрировали
в течение 5 мин при 4°С и высушивали в вакуумном испарителе 15 минут
при 30°С и 2500 об/мин. К высушенному гелю добавляли 7 мкл раствора
инактивированного трипсина (концентрация 20 нг/мкл) в 30 мМ уксусной
кислоте и регидрировали в течение 5 минут при 4°С. К регидрированному
гелю добавляли 15 мкл раствора 50 мМ гидрокарбоната триэтиламмония
и инкубировали (реакция расщепления) в течение 3 ч при 37°С. Затем
добавляли следующую аликвоту трипсина (7 мкл, 20 нг/мкл) и инкубировали ещё
2 ч при 37°С. По окончании реакции расщепления первичный надгелевый раствор
отбирали в чистую пробирку. Для экстракции пептидов из геля добавляли трижды
по 50 мкл раствора 5% муравьиной кислоты. Кислую экстракцию проводили
в два этапа: 10 мин инкубации в ультразвуковой бане (Bandelin Electronic,
Sonorex TK52, Германия), после чего 10 мин инкубировали при комнатной
температуре и постоянном встряхивании. Надгелевые растворы после каждой
экстракции объединяли с первичным надгелевым раствором и объединённую
фракцию высушивали при 30°С. Сухой остаток ресуспендировали в 7 мкл
раствора 2% муравьиной кислоты для хромато-масс-спектрометрического анализа. 

Масс-спектрометрический анализ проводили на квадрупольном
времяпролетном масс-спектрометре Q-TOF (Agilent 6520), сопряжённом
с нанопотоковой системой высокоэффективной жидкостной хроматографии
(Agilent 1200). Пробу в объёме 1 мкл наносили на обогащающую колонку
с обращенной фазой Zorbax SB-300C18 (40 нл, размер частиц 5 мкм) при скорости
потока 2 мкл/мин в течение 3,5 минут в растворе с изократическим
градиентом (5% ацетонитрил, 0,1% муравьиная кислота, 0,003% трифторуксусная
кислота, 0,002% гептафтормасляная кислота). Хроматографическое разделение
пептидов с аналитической колонки SB-C18 (150 мм ´ 75 мкм, размер частиц 5 мкм)
осуществляли в линейном градиенте подвижной фазы А (0,1% муравьиной кислоты)
и В (80% ацетонитрил, 0,1% муравьиной кислоты, 0,003% трифторуксусной
кислоты) в течение 50 минут при постоянной скорости потока 0,3 мкл/мин.
Элюированные пептиды регистрировали в режиме тандемной масс-спектрометрии
при следующих условиях: напряжение на капилляре 1970 В, потенциал
на скиммере 172 В, температура осушающего газа (азот) 260°С, скорость
осушающего газа 5 л/мин, давление в ячейке соударения 1,17´10-6 мБар.
Регистрацию сигнала проводили при скорости сканирования 3,14 спектров/с
на уровне МС и 4,6 спектров/сек на уровне МС/МС. За один цикл сканирования
отбирали не более 3 родительских ионов с активным режимом исключения
в течение 0,7 минут. Энергию соударения рассчитывали как линейную



зависимость с тангенсом угла наклона 5,68 и компенсацией в +3,62 эВ.
Полученные данные анализировали в системе Spectrum Mill MS Proteomics
Workbench Rev A.03.03.078 (“Agilent Technologies”, США) по базе данных
SwissProt и субпротеому Homo sapiens. Белок считался идентифицированным
в случае идентификации как минимум двух протеотипических пептидов,
принадлежащих одному белку с индексом достоверности для каждого пептида,
превышающим значение 7,0, а для всего белка ³13. В качестве фиксированных
модификаций выбирали пропионамидирование, в качестве лабильных
модификаций - окисление метионинов и С-концевая конвертация пироглутамата.
Толерантность на уровне МС ±0,5 Да, толерантность на уровне МС/МС ±0,1 Да. 

РЕЗУЛЬТАТЫ�И�ОБСУЖДЕНИЕ. Прямое введение суммарного препарата
белков мочи, выделенного с помощью высокой концентрации сульфата аммония
(75% насыщения), обычно используемой для этих целей [17], позволило
идентифицировать более 60 отдельных белков (таблица), среди которых реналаза
не было обнаружена. Такое небольшое количество идентифицированных в моче
белков может быть связано с переходом белковых молекул в раствор при высоких
концентрациях сульфата аммония (более 2,7 М) [18, 19]. Этот эффект обусловлен
ростом концентрации свободного более гидрофобного сульфат аниона в среде
с высокой ионной силой [20, 21]. 

Очистка фракции белков мочи на иммуноаффинном сорбенте
с иммобилизованными на бромциан-активированной сефарозе поликлональными
антителами против рекомбинантной реналазы человека и последующий
электрофоретический анализ белков, связавшиихся с иммуноаффинным сорбентом,
выявил ряд белковых полос (рис. 1), молекулярная масса которых соответствовала
мономерной реналазе и её димеру, о возможности формирования которого
сообщали Xu и соавторы [1]. Однако, прямой масс-спектрометрический анализ
этих полос выявил присутствие реналазы только в полосе, соответствующей
38 кДа (рис. 2). Полоса с молекулярной массой ок. 66 кДа была представлена
сывороточным альбумином, который, как известно, часто связывается
с иммуноглобулинами [22]. 
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Рисунок�1.�
Электрофоретический анализ белков мочи человека, связавшихся с поликлональными антителами

против рекомбинантной реналазы человека, иммобилизованными на бромциан-активированной
сефарозе. Дорожки: 1- элюат с колонки протеин А-сефарозы с поликлональными антителами

к реналазе 1; 2 - 3  рекомбинантная реналаза 1; 4 - маркеры молекулярной массы
Prestained Standards Broad Range.
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Рисунок�2.�
Хроматограмма разделения пептидов (А) сывороточного альбумина (шриховая линия) и реналазы
(сплошная линия). По оси ординат масс-спектрометрическая интенсивность пиков представлена
в нормированных процентных единицах. Масс-спектр наиболее представленных родительских

ионов и их фрагментов для сывороточного альбумина (Б) и реналазы (В).
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Таблица. Белки, идентифицированные в препарате мочи человека, подвергнутой
фракционированию сульфатом аммония.
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Таблица. Продолжение.



Таким образом, результаты нашей работы формально подтверждают данные
Xu и соавторов о присутствии реналазы в моче [1], которая, по нашим данным,
димеры в этой биологической жидкости не образует. В то же время необходимо
отметить, что приведенные выше результаты получены и воспроизведены всего
на 2 из 6 проанализированных образцов мочи. В других 4 образцах реналаза
не была обнаружена. Последнее позволяет предположить, что экскреция этого
белка в мочу подвержена значительным вариациям у людей, которые требуют
отдельного изучения. 

Данная работа поддержана грантом РФФИ № 11-04-01181-a.
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Renalase is a recently discovered secretory protein, which is suggested to play a role (which still
remains elusive) in regulation of blood pressure. Earlier it was purified from urine of healthy volunteers
by means of ammonium sulfate fractionation and subsequent affinity chromatography (Xu et al. (2005)
J. Clin. Invest., 115, 1275). The resultant purified preparation of renalase contained 2 proteins with
molecular masses of 35 and 67-75 kDa. The authors believed that the latter represents a dimerization
(aggregation) product of the 35 kDa protein. In this study we have detected relanase in urinary samples
of 2 of 6 volunteers only after immunoaffinity enrichment of urinary samples subjected to ammonium
sulfate precipitation. Electrophoresis of the purified preparation also demonstrated the presence of
2 proteins with molecular masses of 35 and 66 kDa, respectively. Mass spectrometry analysis of these
proteins identified 35 and 66 kDa proteins as renalase and serum albumin, respectively. Thus, our results
do not support suggestion on formation of renalase dimers and they indicate that urinary renalase
excretion significantly varies in humans. 

Key�words:�renalase, urine, fractionation, immunoaffinity enrichment, mass spectrometry analysis. 
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