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Formation de l'urine: barriere de filtration glomérulaire

Filtration: 180 litres de sang filtrés par jour
1 million de néphrons par rein
Endothélium fenestré (70-100nm)
Membrane basale glomérulaire
Podocytes: diaphragme de fente (30-40nm)
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Formation de l'urine: réabsorption, sécrétion

* Filtration, réabsorption, sécrétion
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La recherche d’informations dans les urines: historique

* Egypte: couleur, odeur, gout, fourmis (glucosurie)

* Hippocrate : premier traité, test de la mousse

* Moyen age: uroscopie
e XVI-XVIII: piss prophets

* XIX: Henry Bence-Jones (précipitation de protéine

comme marqueur de cancer)
e XX-XXI: de l'urinalyse aux biomarqueurs

Uroscopy wheel

« The pisse Prophet »
Thomas Brian

Glucosurie

Protéinurie (syndrome néphrotique): test de la mousse

Time after micturition
A 5 minutes B 15 minutes C 5 minutes

4600 mg/24h 4600 mg/24h 246 mg/24h
Proteinuria

https://www.researchgate.net/publication/275123441 _Foamy_urine_in_nephroti
c_syndrome



Pourquoi chercher dans les urines? Biomarqueurs: au-dela du test d’urine

Biomarqueur (OMS): « toute substance, structure ou processus pouvant étre mesuré dans le corps humain ou
les matrices biologiques susceptible d'influencer ou de prédire l'incidence ou l'apparition d'une maladie »

Diagnostiques
Pronostiques
Prédictifs

Etapes: découverte, validation, implémentation

DISCOVERY

LC-MS/MS analysis of
urine from small,
well-defined patient
populations

Découverte: analyses a haut débit (omiques), signature moléculaire

>

Clinical trial of candidate
urinary protein biomarkers
in sampies from large
patient cohorts

>

Stratification de patients: médecine personnalisée
Information sur physiopathologie

IMPLEMENTATION

Knepper, ] Am Soc Nephrol. 2009 Jun; 20(6): 1175-1178.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=19470673

Recherche de biomarqueurs: plasma vs. urine

Avantages de |'urine .

* Prélevement Simple et Non-Invasif .

* Quantité presque illimitée | 4

* Moins d’inconvénients par les donneurs . ' ‘-

* Facile a stocker, manipuler, transporter =
* Risque d’exposition réduit Blood Urine

* Moins impactée par les mécanismes internes de régulation
* Monitorisation continue facile: suivi longitudinal
* Abondance d’information biologique

Zhang Z, Front. Anal. Sci. 1:812301.



Protéomique des urines

(A Urine Proteomics
1D LC-MS 2D LC-MS SDS-PAGE GELFrEE and Micro-vesicle CPLL Bead
(Includes (Incudes SDS- | LP-IEF and Exosome Enrichment
MDC) PAGE + Lectin | (Followed by Enrichment (including
Enrichment) 2D LC-MS) unbound)
Current Study 2193
Adachi et al., 2006 1543
Li et al., 2010 1310
Marimuthu el al., 2011 1823
Nagaraj et al., 2011 808
Zerefos et al., 2012 588
Santucci et al., 2014 1176 1615 1794
Zhao et al., 2017 808 3162 6085

Urinary Proteomics in Disease

Acute Stable Graft | Chronic BK virus Acute Kidney Injury in | Bladder cancer

Renal allograft nephritis preterm infants
Rejection nephropathy

Sigdel et al., 2016

958 proteins quantified; a panel of 35 peptide
signatures for segregating patient groups.

Chen et al., 2010

638 proteins;
55 candidates

Jung et al., 2020

1,810 proteins;
S validated

a

Swensen et al. Front. Med., 13 April 2021




Protéomique: gamme dynamique plasma vs. urine
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Gamme dynamique: rapport de la plus grande a la plus petite valeur d'une grandeur (abondance des protéines).
Plasma: 12. Urine: 10 ordres de magnitude



Protéomique: gamme dynamique plasma vs. urine

12
j_'/-UMOD
Urine Cells Blood py
SERPING1
CTSD
10 o
GNS
;:‘![ﬁ![:: < :AFM e ANGPTL2
&9 7 KRE-?GA
i g 1 opcmL ) 5
< ] AKR1B1
o g MCAM c9
(2]
E 27 ]
=
| j .E
[ - :
" Uromodulin Uromodulin 5 | :
polymers monomers ]
4+

0 500 1000 1500 2000
Protein rank

Gamme dynamique: rapport de la plus grande a la plus petite valeur d'une grandeur (abondance des protéines).
Plasma: 12. Urine: 10 ordres de magnitude

Uromodulin (UMOD, Tamm-Horsfall protein)



Réduire la gamme dynamique: exemple plasma

* Syndrome néphrotique idiopathique: protéinurie, hypoalbuminémie, dyslipidémie, edema

* Pathogeneése: facteurs circulants (protéine?...)
* Cours: rémission/rechute (15% patients)

* Formes séveres: dialyse et transplantation (50% des patients récidivent)
* Biomarqueurs prédictifs: risque de rechute, risque de récidive post-greffe

Protéomique du plasma: réduction de la gamme dynamique

Ammonium sulfate Cibacron Blue Immunodepletion
precipitation TOP 12 proteins
— Albumin — Albumin 0}'
Antibodies _%
Proteins agai'nst'TOP 12
salbumin Cibacron Blue Proteins in plasma ':I/O

\

Extracellular
vesicle isolation

—_—

Centrifugation
20 000g x 4

Microvésicules
Exosomes

Proteograph

Seer Nanoparticle (NP) NP — Protein Corona

1500 protéines

Chhuon C, et al. Int J Mol Sci. 2023 Jul 28,24(15):12124

Protéomique des urines: en cours

5000 protéines




Réduire la gamme dynamique: exemple plasma

Proteograph ™ (Seer/Necker Proteomics): nanoparticle protein corona

Proteins Nanoparticles
o G -

g %ﬁ» : Protein Corona formation ~ ~ .
}}’%‘ + O * % g
32 o

B

Protein digestion and A
peptide purification ~ Step 3 |

AT, <

‘~--- Mass Spec ------" "~ - -In-plate digestion - - - -

~7 h per batch of samples — automated




Vers la biopsie liquide: vésicules extracellulaires

Présence dans l'urine

e Cellules systeme urogénital

* Transcytosis

e Diaphragme de fente endommagé

30-100nm 100 nm -1 pm 1pgm-5pm 8 -12ym
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Secretory

vesicles

exosome microvesicle apoptotic body cell

Erdbriigger, et al Extracellular Vesicles. J. Extracell. Vesicles, 10, e12093.



Vers la biopsie liquide: vésicules extracellulaires

EVs from other organs
(via the kidney)

Nephron and
blood vessels

Adrenal gland
Kidneys

Ureter

Uterus

Ovary
Bladder

Seminal vesicle

Bacteria Epithelial
Yeast cells
Viruses

Prostate
Vagina
Urethra
Testis

Erdbriigger, et al Extracellular Vesicles. J. Extracell. Vesicles, 10, e12093.



Vésicules extracellulaires: analyse/composition

Analytical

Analytical assays
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Protéomique des exosomes urinaires: exemple Cystinuria

e Cystinuria: maladie génétique (mutation transporteurs de cystine, SLC3A1, SLC7A9)
e Calculs rénaux. Néphrectomie 14% des patients

* Marqueurs pronostiques?

e 14 patients, 10 controles

MS -
ANALYSIS

EXOSOMES

Bourderioux M, et al. J Proteome Res. 2015 Jan 2;14(1):567-77



Protéomique des exosomes urinaires: exemple Cystinuria

Caractérisation des exosomes
Protéomiue: offgel (pl) + nanoLC-MS/MS

cytosol

p plasma membrane
pl fr. / MW fr. | |extracellular region
604 mito

vacuole

cytoskeleton
ER
endosome = pl fractionation
lysosome B MW fractionation

Bourderioux M, et al. J Proteome Res. 2015 Jan 2;14(1):567-77



Protéomique des exosomes urinaires: exemple Cystinuria

OO0 00000000000

e 38 protéines discriminant patients et contréles

e 2 clusters de patients: 2 niveaux de sévérité

 Marqueurs neutrophiles: MPO, MMP9, ELANE,
LCN2

e Possibles marqueurs précoces de sévérité
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SERPINAG

Bourderioux M, et al. J Proteome Res. 2015 Jan 2;14(1):567-77



Autres omiques des VE urinaires: ARN non codants

ncRNA: ARN qui ne code pas de protéine
IncRNA: ARN non codant de plus de 200 nt
circRNA: ARN circulaires

e Cancer de la prostate

e Biomarqueurs prédictifs de résistance aux thérapies?

* 6 patients: tumeurs, urine
e Total RNAseq
e VE: enrichies en circRNA

a

Almeida A et al J Extracell Vesicles. 2022 May;11(5):e12210.
Participation équipe TRePCa, H. Mondor (F. Vacherot, D. Destouches, A. De la Taille, V. Firlej)

uEVs

FFPE Tumor

/O\ &y =
pgtiPe?\ats V “Tumor”
¥

/ Total RNA

sequencing

l uEVs isolation by successive
centrifugations
-

Exosomes
—> Microvesicles

Urine collection

(after prostatic massage) &
l‘Ev51)

c Diff. Genes
o= Tot (up uEVs)
p 17
£s @ Pre-miRNA ‘ 21(0)

2 o
E > f,” snoRNA A 198 (0)
g 4 § 45(1)
= : 3 @ snRNA
£ % o
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S 14 % other RNAs S IncRNA | 2,267 (274)
E | B e /
S ) o
%0 1 2 3 4 5 6 %, Others e 68 (18)
L Tumor 5 )
log10(mean normalized counts+1) S circRNA 317 (311)
E Pseudogene § / 692 (200)
c
a mRNA A 9540 (4,120)
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Autres omiques des VE urinaires: ARN non codants

ncRNA: ARN qui ne code pas de protéine
IncRNA: ARN non codant de plus de 200 nt

circRNA: ARN circulaires a cell CEV- b
circRNA circRNA circRNA name

circRNA circVAMP3
Q Up in uEV circLZIC
v @ ' circRPSBKC
<o
circRMDN3
. . . . Py . — circRN7SL233P,
14 circRNA essentiels in vitro pour la prolifération SNORA73 MIB1

circBMPR2
cellulaire dans la prostate

e Cancer de la prostate

e Biomarqueurs prédictifs de résistance aux thérapies?
* 6 patients: tumeurs, urine

e Total RNAseq Essential
e VE: enrichies en circRNA

circZNF148
circSLC4A4
circGOLPH3
circEMC?2
circOSTCP8,UBAPZ
circPRUNEZ2
circRABGA
circCLNS1A

2016: Développement d’un test diagnostique du CP a partir
d’exosomes urinaires (3 genes) (ExoDX, Exosomed, USA)

Almeida A et al J Extracell Vesicles. 2022 May;11(5):e12210.
Participation équipe TRePCa, H. Mondor (F. Vacherot, D. Destouches, A. De la Taille, V. Firlej)
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Strand Genomic location

chr1:7777160-7778169
chr1:9931891-0934860
chr1:213077696-213117410
chr2:202464800-202467689
chr3:125313308-125331238
chrd:71236576-71255399
chr5:32135572-32143880
chr8:108449823-108455930
chr9:33960826-33989126
chr@:76620192-76636557
chr11:73707420-73720899
chr11:77624963-77625818

chr15:40744047-40745259
chr18:21765772-21819646



Probleme environnemental: Exposition aux pesticides (micro ARNSs)

Data post-récolte
A a

. Occupation
* Pesticides: associé au type d’activité professionnelle ? ) N
(agriculture) 2
* miRNA: ARN non codant, petite taille, endogene, régulateurs § 1 o *e
posttranscriptionnels S o .« e R )
e Stables a température ambiante g . " g
8 . "
* 16 fermiers vs 11 non fermiers (éclaircissage et post-récolte) b .
e 297 miRNA détectés au moins dans un échantillon =
* 6 miRNA associés a post-récolte T e T TR T TR T T
* 5 corrélation dose-réponse avec DPA, métabolite des s i
organophosphates B Ropepe Component L

Loading Value

Weldon BA, et al. Toxicol Appl Pharmacol. 2016 Dec 1;312:19-25.



Urine dans I'espace: syndrome neuro-oculaire

Exposition a microgravité: augmentation pression intracranienne
Diminution d’acuité visuelle

Recherche de biomarqueurs prédictifs d’efficacité du traitement
Etude proof of concept: RNAseq exosomes sang, fluide cérébrospinal, urine

Urine: suivi post-traitement
Post-Treament
] Blood
_> Plasma . -
o
\ Urine »

Chakrabortty SK. NPJ Microgravity. 2022 Sep 14,;8(1):40.

Pre-Treatment

Blood \
Plasma .«

csr Yy




Urine dans I'espace: syndrome neuro-oculaire

Conclusions:

* Chevauchement des ARN exosomiques des 3 fluides

* Urine: présence exosomes (transcrits) du systeme nerveux
central

e Urine: bonne qualité des ARN, alternative au CSF (invasif)

e Validation du tube NASA
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Lipidomique des urines: stéatose hépatique

Stéatose hépatique non alcoholique (20%

population)

Accummulation de graise dans le foie. Deux forms:

* Non alcoholic fatty liver (NAFL): benigne (80%)

* Non alcoholic steato hepatitis (NASH): (20%)
inflammation, fibrose, évolution vers cirrhose
et cancer

 Manque de marqueurs pronostiques

Hepatic artery RBC

b Fatty degeneration

NAFL Displacéd nucleus NAFL-HE

Fibrosis

Lipidomique des VE urinaires

FFA (18:0) : 0.89
LPC (22:6/0:0) : 0.84
FFA (18:1) : 0.81
Pl (16:0_18:1) : 0.67

g 1 |
f g
\ ® 1}“‘ l|Ii ( f ‘ 1l
f |
NAFL NASH L,
(43)  (40) ! TR )
&L | iy s
el LC-MS analysis Biomarker discovery

Urinary EV

Zhu Q, et al. J Nanobiotechnology. 2022 Jul 27;20(1):349



Lipidomique des urines: stéatose hépatique

Stéatose hépatique non alcoholique (20%
population)

Accummulation de graise dans le foie. Deux forms:

* Non alcoholic fatty liver (NAFL): benigne (80%)

* Non alcoholic steato hepatitis (NASH): (20%)
inflammation, fibrose, évolution vers cirrhose
et cancer

* Mangue de marqueurs pronostiques
Lipidomique des VE urinaires

Lipides membranaires: glycérophospholipides
Lipides intracellulaires: acides gras libres,

glycerides

LPC(22:6), FFA(18:1): augmenté dans NASH
LPI(18:0): diminué dans NASH

Marqueurs pronostiques?

a

NAFL
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Zhu Q, et al. ] Nanobiotechnology. 2022 Jul 27;20(1):349
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Fourmis et urine: biodétecteurs
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Piqueret B, et al. Proc Biol Sci. 2023 Jan 25;290(1991):20221962



Information du vide: urolites de dinosaure

Exposed sedimentary layer

Excavation crater

Gravitational
/ stream lines
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Dinosaur
PARASAUROLOPHU!

Adobe Stock | #519979602

Fernandes, M., Revista Brasileira de Paleontologia. 7, 2:263-268

The morphostructural
aspect of these urolites
is very similar to the
deformation caused in
the soil by elimination
of liquid wastes of
modern ratite birds, like
Struthio camelus
(ostrich).




Les défis/limites de la recherche de biomarqueurs urinaires

e Variabilité intra et inter individuelle

e Basse concentration des molécules

* Présence de sels: probleme en protéomique
* Gamme dynamique protéines (UMOD)
 Meéthodes d’analyse onéreuses

Mais
e Source presque ilimitée d’information biologique

* |ntérét des vésicules extracellulaires
* |ntérét des RNA non codants

N’oubliez pas les urines!
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Human Kidney and Urine Proteome Project
https://www.hupo.org/Human-Kidney-and-Urine-Proteome-Project

The urine metabolome database
https://urinemetabolome.ca/

NIH biomarker working group
https://toolkit.ncats.nih.gov/module/discovery/developing-translational-research-tools/biomarkers/



https://www.hupo.org/Human-Kidney-and-Urine-Proteome-Project
https://urinemetabolome.ca/
https://toolkit.ncats.nih.gov/module/discovery/developing-translational-research-tools/biomarkers/
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