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L a proteomica nella ricerca far macologica

L. Carboni, E. Domenici
Molecular Medicine Psychiatry CEDD GlaxoSmithKline Sp.A.

Viene denominata proteomica l’analisi su larga sca-
la delle proteine codificate da un genoma (1).
L’analisi viene frequentemente effettuata mediante
separazione elettroforetica su gel bidimensionali,
seguita da identificazione delle proteine rivelate da
un colorante, per mezzo della spettrometria di mas-
sa. Al contrario del genoma, il proteoma di un orga-
nismo o di un tessuto € dinamico e dipendente dalle
condizioni in cui s sceglie di analizzarlo. La proteo-
mica s impiegain farmacologia per indagare le mo-
difiche a proteoma di cellule o tessuti indotte dal
trattamento con agenti farmacol ogicamente attivi.
Da questo tipo di analisi si ricavano informazioni
globali sull’ azione del composto stesso sui livelli di
un grande numero di proteine contemporaneamente.
Si possono percio ottenere dati che consentono di
ipotizzare un meccanismo di azione farmacologica
di farmaci nuovi o ancora non ben caratterizzati.
Oltre a questo, si possono scoprire i meccanismi di
azione con cui sostanze attive provocano effetti tos-
sici. L’analisi proteomica consente anche di chiarire
quali siano le vieintracellulari di trasduzione del se-
gnale che vengono modificate dal composto, che
possono a loro volta costituire nuovi bersagli per
farmaci attivi nello stesso tipo di patologia. Inoltre,
si possono descrivere degli schemi di modifica del
proteoma caratteristici di una classe di composti at-
tivi o tossici allo scopo di confrontare nuovi appar-
tenenti alla stessa classe. La ricerca proteomica po-
trebbe anche consentire I’identificazione di marca-
tori di dipendenza da sostanze psicotrope (2-5) .

Uno del principali vantaggi dell’analisi proteomica
rispetto ai metodi globali che studiano la trascrizio-
ne e larilevanzabiologica, dato che le proteine sono
i veri effettori cellulari, al contrario degli RNA mes-
saggeri. Un altro beneficio di questo tipo di infor-
mazione é la possibilita di rilevare la presenza di
modifiche post-traduzionali indotte dal trattamento.
Inoltre, eseguendo opportuni pre-frazionamenti, si

possono ottenere informazioni sulla localizzazione
sub-cellulare ed eventuali traslocazioni sub-cellulari
indotte dal farmaco possono essere evidenziate e ca-
ratterizzate. E anche possibile analizzare i livelli di
proteine presenti in fluidi biologici. Per contro, I'a
nalisi del proteoma non si presta ancora ad essere
facilmente automatizzata, non riesce ad evidenziare
variazioni nelle proteine espresse a basse concentra-
zioni e la struttura della proteina, in particolare la
sua idrofilia, influenza la probabilita di riuscire ad
individuarla su gel bidimensionali.

Di seguito riporterd alcuni esempi, tratti dalla nostra
esperienza e da dati di letteratura, sulle possibili ap-
plicazioni di analisi proteomicain farmacologia.

Un obiettivo che pud essere perseguito con la pro-
teomica riguarda la possibilita di eseguire un tratta-
mento farmacologico e di analizzare il proteoma di
un tessuto bersaglio dell’ azione del farmaco in mo-
do da ottenere maggiori informazioni sul meccani-
smo di azione del farmaco stesso e sulle via di tra-
sduzione del segnale che attiva. In questo mo-
do s possono ottenere suggerimenti per 1o sviluppo
di nuovi farmaci che abbiano come bersagli proteine
diverse da quelle gia note. Per ottenere questo tipo
di informazioni, abbiamo eseguito una somministra-
Zione passivain ratti con antidepressivi appartenenti
adiverse classi. Gli animali sono stati trattati con un
antidepressivo impiegato in clinica appartenente ala
classe degli inibitori selettivi della ricaptazione del-
la serotonina; con un appartenente ad una nuova
classe di antagonisti del recettore 1 del neuropeptide
CREF, che agisce sulla regolazione dell’ asse ipotala-
mo-ipofisi-surrene; con un antagonista del recettore
NK1 della sostanza P, una classe di farmaci in speri-
mentazione clinica come antidepressivi. |l tratta-
mento é stato eseguito per via orale siain acuto sia
cronicamente per 21 giorni su gruppi costituiti da
otto animali ciascuno. Un gruppo paralelo di ani-
mali che ricevevano il trattamento & stato impiegato
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per uno studio farmacocinetico che valutasse che le
concentrazioni ematiche del farmaco s mantenesse-
ro su livelli sufficienti a garantire dosaggi attivi. I
giorno seguente I’ ultimo trattamento gli animali so-
no stati sacrificati e sono state eseguite una prepara-
zione di siero e una dissezione di alcune aree cere-
brali: I'ippocampo, la corteccia frontale, il cervellet-
to eil corpo striato. Sulle regioni cerebrali e stato ef-
fettuato uno studio di analisi trascrizionale. Su alcu-
ne regioni del cervello e sul siero stiamo conducen-
do un’analisi del proteoma mediante elettroforesi su
gel bidimensionali, analisi di immagine e identifica:
zione delle proteine regolate dal trattamento. Cio
che ci proponiamo di ricavare da questi studi € una
serie di informazioni sull’ esistenza di proteine e vie
di trasduzione che vengano attivate da tutti gli anti-
depressivi da noi studiati. Inoltre, samo anche inte-
ressati a conoscere quali siano le vie specificamente
coinvolte nellarisposta ad ognuna di queste classi di
antidepressivi. Da questi dati speriamo di ricavare
suggerimenti per bersagli per nuovi farmaci o per
marcatori di risposta terapeutica.

Un altro obiettivo della ricerca farmacologica che
puod essere perseguito con la proteomica € laricerca
di marcatori per la dipendenza da sostanze farmaco-
logicamente attive. Abbiamo eseguito acuni esperi-
menti per ottenere queste informazioni nel caso del-
la dipendenza da nicotina. Lo studio é diviso in due
paradigmi sperimentali. Nella prima parte abbiamo
impiegato un modello di somministrazione passiva
di nicotinaa 0.4 mg/kg oppure veicolo per 14 giorni
per via sottocutanea. Ogni gruppo sperimentale
comprendeva cinque ratti. Dopo I’ ultimo trattamen-
to il sangue é stato prelevato per eseguire prepara-
zioni di siero e di leucociti, separando i mononu-
cleati dai polimorfonucleati. Le preparazioni sono
state analizzate con elettroforesi ed analisi di imma:
gine e la spettrometria di massa ci ha permesso di
identificare una serie di proteine presenti a diversi
livelli dopo trattamento cronico con nicotina (36 nel
siero, cinque nei mononuclesati e sette nei polimorfo-
nucleati). Nel secondo paradigma sperimentale ab-
biamo impiegato un modello in cui i ratti vengono
addestrati ad autosomministrarsi la nicotina, un
comportamento che acquisiscono dato che la so-
stanza € in grado di indurre dipendenza. Il siero é
stato prelevato sui ratti (n = 6) prima che I’ autosom-
ministrazione iniziasse; in due tempi diversi durante
I" autosomministrazione; in due divers: momenti do-
po I'estinzione di questo comportamento, per ripro-
durre lo stato di astinenza; e dopo una nuova som-
ministrazione, per modellare la ricaduta nella dipen-
denza. L'analisi con elettroforesi bidimensionale dei
72 gel ha prodotto I’identificazione di una serie di
proteine i cui livelli si sono modificati durante gli
stadi di autosomministrazione, di astinenza o di rica-
duta. Queste proteine verranno ulteriormente studia-
te per verificare la possibilita che costituiscano mar-
catori di dipendenza.
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Un altro obiettivo che si puo perseguire con I'impie-
go della proteomica e I'identificazione di uno sche-
ma di modulazione dei livelli proteici che e caratte-
ristico dell’ efficacia di un farmaco o della sua tossi-
citd. Questainformazione si puod ottenere studiando i
pattern di modulazione dei livelli di proteine che
siano indotti da una serie di composti appartenenti
alla stessa classe. Dal confronto di questi schemi si
possono ricavare informazioni sull’ efficacia di ulte-
riori farmaci appartenenti alla medesima classe
(6,7).

Un altro tipo di informazione reperibile con studi
proteomici € laricerca di meccanismi di tossicita. In
guesto caso, il trattamento di un tessuto o di una li-
nea cellulare con un composto tossico produce una
modifica nei livelli di proteine che sono coinvolte
nell’azione tossica del composto stesso.
L’identificazione di queste proteine pud permettere
di identificare quale sia il meccanismo con cui la
tossicitasi esercita (8-11).

Un altro obiettivo dell’analisi delle modifiche al
proteoma dopo trattamento con sostanze attive € lo
studio della selettivita del farmaco. Infatti, oltre ad
analizzare |’azione di un farmaco sul suo bersaglio
specifico, con I’ approccio proteomico se ne possono
misurare gli effetti sui suoi bersagli secondari
(12,13).

Inoltre, I’ utilizzo di un’analisi proteomica pud esse-
re impiegato per laricercadi nuovi lead compounds.
Infatti, dal confronto delle vie biochimiche che ven-
gono attivate da composti noti con quelle che ven-
gono modulate da nuovi composti Si possono ricavar
re informazioni su nuovi composti di cui s sta stu-
diando I’ attivita (14).

In conclusione, I'analisi delle modifiche a proteoma
indotte dal trattamento con composti attivi permette
al farmacologo di ricavare una serie di utili informa-
zioni sul meccanismo di azione del farmaco stesso.
E’ percio probabile che I’uso di questa tecnologia
siadestinato ad ulteriormente ampliarsi in futuro.
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