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Resum

La Glomeruloesclerosis Segmentaria i Focal (GESF) és una malaltia renal
associada a sindrome nefrotica corticoresistent, el resultat final de la qual és
una lesié glomerular que produeix elevada proteindria’. Segons les causes de
la malaltia existeixen varies formes de GESF: les secundaries, d’origen
conegut, tals com les mutacions en els gens de proteines podocitaries o per
hiperfiltracié glomerular i la primaria o idiopatica, d’origen desconegut, en la
qual es centra aquesta tesis. Tot i la causa desconeguda d’aquesta tipus de
GESF varis estudis han arribant a la conclusié que esta causada per un o

diversos factors plasmatics encara desconeguts que s’originen fora del rony6*

4

Un dels principals problemes de GESF és la manca de resposta al
tractament amb esteroides, amb progressio frequent cap a insuficiencia renal,
didlisis i finalment el trasplantament renal, que entre el 30-50% dels casos
recidiva fins i tot hores després de rebre el trasplantament®. Aixd sumat a la
dificultat del diagnostic basat en les caracteristiques cliniques, es a dir,
augment de proteindria, el qual pot venir per altres causes i deteccio de la
glomeruloesclerosi segmentaria a la biopsia renal, les quals no solen apareixer
fins al cap d’un mes de I'aparicié de proteinuria®, fa que sigui necessari buscar
proteines Utils coma biomarcador que permetin un rapid diagnostic aixi com un

pronostic de la recidiva de GESF

Per tot aixo es va dissenyar un estudi en el qual mitjancant técniques
protedmiques es pretenia detectar els potencials inductors de la malaltia a més
de molécules que poguessin servir com a marcadors pronostics de recidiva.
Hem trobat especificament associades a GESF idiopatic unes formes
d’apolipoproteines de HDL: una d'apolipoproteina A-Il monomerica (ApoA-lim)
en el plasma dels pacients idiopatics’ i una d'apolipoproteina A-l (ApoA-lb) a

l'orina dels pacients trasplantats amb recaiguda de GESF®.
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Resum

De l'estudi d’un total de 119 pacients utilitzats en la validacio d’ApoA-Ib
hem pogut demostrar que ApoA-Ib és un bon biomarcador de recidiva post-
trasplantament de GESF amb una sensibilitat i una especificitat del 92.8% i el
98.1% respectivament, un segon estudi va permetre confirmar la utilitat de
ApoA-Ib com a biomarcador amb sensibilitat del 93.3%, especificitat del 89.1% |,
a més de poder ser utilitzat com a biomarcador negatiu (valor predictiu negatiu
del 99% en el primer grup i del 97.6% en el segon grup) es a dir 'abséncia
d’ApoA-lIb permet excloure el diagnostic de recidiva amb una elevada
confianga, fins i tot en presencia de proteindria severa, complementant el
diagnostic classic basat en evidencies histologiques en la biopsia renal,
sobretot en els casos primerencs on les lesions encara no s’han desenvolupat i
gue per tant el diagnostic no es clar, a més, té com avantatge que és un
biomarcador no invasiu que permet fer mesures facils i repetides amb un
resultat qualitatiu. També sembla que ApoA-lb podria ser de gran utilitat en la

prediccié de la recidiva post-trasplantament de GESF.

Hem pogut determinar que ApoA-lb és en realitat una forma
d’apolipoproteina A-I amb una maduracié incompleta i que presenta una part
del pro-péptid unit a ella, donant-li aixi més pes molecular i un punt isoeléctric
més basic del que s’esperaria per a I'ApoA-lI estandard. Aquesta forma

andomala d’ApoA-I| altera la proporcio de les subfraccions de HDL.

El paper d’aquesta forma anormal d’Apolipoproteina A-l en la patogénia
del GESF no ha pogut ser evidenciada, encara que s’ha demostrat la seva

associacio gairebé exclusiva amb les recidives de GESF.
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Introduccié

1. El Ronyo i la nefrona

El ronyé és un organ indispensable per mantenir I'homeostasi corporal

mitjangant la filtracié de la sang i la formacié d’'orina.

Entre les seves funcions trobem que és I'encarregat de regular el volum
extracel-lular controlant I'excrecié de sodi i aigua. Mitjancant la produccié
d’orina controla 'osmolaritat del medi extracel-lular, regula la concentracio
plasmatica de varis ions com potassi, calci, sodi, clorur i fosfat, i s’encarrega del
manteniment del pH, mitjancant I'excrecié de ions d’hidrogen cap a la orina i
conservant els ions bicarbonat. També esta implicat en la produccio
d’hormones com la eritropoetina que estimula la produccié de globuls vermells,
la renina que intervé en la regulacié de la pressio arterial i el calcitrol que és la
forma activa de la vitamina D i ajuda a regular la homeostasis del calci. Pero la
funcié amb que més es relaciona el rony6 és I'excrecio de productes de rebuig
derivats del metabolisme (creatinina, urea i acid Uric) i substancies nocives

(farmacs i compostos toxics per I'organisme)®.

La Nefrona és la unitat estructural i funcional encarregada de realitzar les
funcions del rony0d i es localitza en el cortex renal. Una persona adulta té de 1.5

a 2 milions de nefrones'®*(Figural).
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Introduccié

Nefrona

Figura 1. Anatomia del ronyé. En la imatge s’hi pot observar I’estructura
aixi com la unitat funciona principal, la nefrona. (© 2006 Encyclopaedia
Britannica, Inc)

1.2. Composicio i Estructura de la Nefrona

Cada nefrona esta composta d’'un glomeérul i un sistema tubular. El
glomérul és un cabdell de capil-lars que es troba embolcallat per la capsula de
Bowman, la qual esta composta per un epiteli extern o parietal i un epiteli intern
o visceral, quedant entre ambdues capes una cavitat estreta denominada espai
urinari o de Bowman que esta en continuitat amb la llum del tubul proximal. El
conjunt compost per la capsula i els capil-lars és el que s’anomena corpuscle
glomerular. Aquest té un pol vascular, on les arterioles aferents i eferents
continuen amb els capil-lars glomerulars, i un pol urinari on es continua amb la

llum del tubul contornejat proximal.

Les cél-lules de la capa visceral s’anomenen podocits i tenen una
estructura amb nombroses prolongacions primaries radials que es ramifiquen
donant lloc a les prolongacions podocitaries secundaries conegudes com
pedicels. Aquests s’integren amb els podocits adjacents mantenint una

separacio entre ells mitjancant espais intracel-lulars estrets que permetran la
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Introduccié

sortida del filtrat plasmatic dels capil-lars glomerulars i la seva entrada en el
espai capsular, les quals s’anomenen fenedures de filtracié (figura 2'?). Entre
els podocits i els capil-lars es troba la membrana glomerular basal, la qual és
essencial pel correcte funcionament del filtrat glomerular. Els podocits
juntament amb els capil-lars i la membrana glomerular basal constitueixen la
barrera de filtraci6 glomerular. Els espais que queden entre els capil-lars
glomerulars estan ocupats per un teixit connectiu denominat mesangi, les
funcions principals del qual son mantenir I'estructura i funcié de la barrera de
filtracido glomerular i eliminar residus de filtracié. EI mesangi esta compost per
les cel-lules mesangials i la matriu extracel-lular. Les cél-lules mesangials
emeten nombrosos pseudopodes, a l'interior dels quals es localitzen filaments
d’actina i miosina units a la membrana, fet que els dona la capacitat contractil.
Aquestes ceél-lules son les encarregades de produir els compostos de la matriu

mesangial (col-lagen, proteoglicans, fibronectina) (Figura 3).

ESPAI URINARI

Figura 2. Estructura de la membrana de filtracié.
S’observa l'endoteli fenestrat (F), la membrana
glomerular basal (MGB) i I'epiteli visceral, format per
podacits (P) que deixen veure el diafragma (D) entre
els pedicels.
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Capsula de
Bowman
Arteriola
aferent
Cel-lules
Cel-lules mesangials

juxtaglomerulars
Espai

capsular
Medul-la densa

Nansa de Henle .
Tabul

contornejat
proximal

Arteriola
eferent

Endoteli
del
glomérul

Figura 3. Estructura glomerular (© John Wiley & Sons, Inc)

El sistema tubular renal es I'encarregat de reabsorbir totes les substancies
utils que s’han filtrat a nivell glomerular, com soén els ions de sodi i potassi,
glucosa, aminoacids i aigua, aixi com d’excretar algunes altres de nocives com
I'acid aric (Figura 4).

Capsulade

Bowman \\ Glomerul Tubul proximal
/

Arteriola
des de
I'arteriarenal

Arteriola des
del glomerul Tubul

distal

" Desde
un altre
nefrona

Brancadela
venarenal r

Tubul
col-lector
Nansade
Henle amb
la xarxa de 9
capil-lars

Figura 4. Representacié de la nefrona, on s’observa el
glomeérul, i el sistema tubular. (© Addison Wesley Longman, Inc)
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El glomerul renal continua amb el tabul proximal mitjancant el seu pol
urinari. Aquest sistema esta constituit per cinc regions; el tabul contornejat
proximal, la nansa de Henle, que esta dividida en tres segments diferents, la
branca descendent, la branca ascendent prima i la branca ascendent gruixuda,
aguesta ultima es continua amb el tubul distal que en lloc de contactar amb
I'arteriola aferent provoca que les cel-lules de la seva paret es transformin
donant lloc a la macula densa, que va a formar part del aparell juxtaglomerular,
el qual es I'encarregat de regular el funcionament de la nefrona ja que es el
responsable de la sintesis de la renina. A partir d’aquesta regio el tubul distal es
fa més tortuds formant el tabul contornejat distal, que s’uneix a un conducte
col-lector per mitja del tabul col-lector. Els espais que queden entre els tubuls
renals estan ocupats per vasos sanguinis i limfatics, a més de teixit connectiu

laxa.

1.3. Funcions: Filtracid, Reabsorcio | Secreci6

La formaci6 de la orina esta determinada per la coordinacié de tres
processos diferents, la filtracio , la reabsorcio i la secrecid, que tenen lloc al
llarg de la nefrona. En el glomérul es porta a terme el primer pas de la filtracio
del plasma sanguini en direccié a la capsula de Bowman generant ['ultrafiltrat.
La reabsorcioé cap a la sang de determinats components que s’han filtrat atils
per 'organisme té lloc des del lumen dels tubuls, i la secrecié d’aquelles
substancies que no han sigut filtrades pero que han de ser excretades succeeix

des de la sang al interior del tabul.
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Introduccio
1.3.1. Filtracio Glomerular
En condicions normals el volum de fluid filtrat pels capil-lars glomerulars a
la capsula de Bowman per unitat de temps, es a dir, el filtrat glomerular és

d’'uns 120 ml/min. Aquest pas de filtracié es duu a terme gracies a la barrera de

filtracid glomerular, la qual esta constituida per tres capes que interaccionen

entre si: I'endoteli capil-lar, la membrana glomerular basal i els podocits.
Aquesta barrera practicament no permet el pas de molécules majors de 70KDa,
impedint aixi que aquestes arribin a la capsula de Bowman i a la llum tubular.
En canvi, les proteines de baix pes molecular si passen sense restriccié a
traves de la barrera de filtracié glomerular, perd d’aquestes només una petita
part arriben a la orina final, ja que son reabsorbides el tubul renal proximal. Aixi
doncs un primer simptoma d’alteracions a nivell de filtracié glomerular és la

presencia de proteines de pes molecular intermig-alt a la orina™.

1.3.1.1. Endoteli capil-lar

Esta compost per cél-lules planes que presenten obertures o
fenestracions en la seva paret, les quals estan plenes de glicocalix, una malla
hidratada composta principalment de proteoglicans. El glicocalix i els
constituents del plasma adsorbits conformen la capa endotel-lial superficial.
Encara que tradicionalment es considera que es totalment permeable, noves
dades apunten a que l'epiteli fenestrat pot tenir un paper mes important en la

retencié d’albumina i altres macromolécules del que es creia fins ara™®,

1.3.1.2. Podocits

Son cél-lules epitelials polaritzades altament diferenciades. Consten d’un

voluminds cos cel-lular amb unes llargues prolongacions podocitaries que es
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Introduccié

ramifiguen donant lloc als processos podocitaris secundaris o pedicels. Les
prolongacions de podocits adjacents s’intercalen entre si donant lloc a la

formacio dels pors de filtracio.

L’estructura podocitaria esta formada per un citoesquelet molt
desenvolupat responsable de la forma cel-lular i el manteniment dels processos
podocitaris. ElI cos cel-lular del podocit esta compost principalment per
microtubuls i filaments intermedis, mentre que els pedicels es caracteritzen per
la presencia de filaments d’actina que s’estenen al llarg del seu eix longitudinal.
Aixi doncs, el citoesquelet que forma part del podocits és el responsable de les
unions entre ells i de la interaccié d’aquests podocits amb la membrana

|15

glomerular basal™. El despreniment dels podocits de la membrana glomerular

basal te com a consequéncia la glomeruloesclerosis.

1.3.1.3. Membrana glomerular basal

Situada entre la capa de podocits i la de les cel-lules endotel-lials, té un
paper fonamental en la filtracié glomerular. Es tracta d'una membrana formada
per tres capes sense porus. La central anomenada lamina densa és la més
gruixuda i es troba entre dos capes mes fines anomenades lamina rara interna,
la més proxima al lumen (adjacent a I'endoteli), i la lamina rara externa, més
propera al espai urinari (adjacent als podocits). La lamina densa esta composta
per una malla de fibres de col-lagen de tipus IV i V a més de glicoproteines com
laminina, que filtren selectivament molécules entre les fibres basant-se en la
mida. Les capes de lamina rara contenen fibronectina i sulfat de heparan, una
molecula polianidnica que pot actuar com una barrera de carrega contra grans

molécules carregades negativament tals com algunes proteines™®.
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1.3.2. Reabsorcid i secrecio tubular

El sistema de tubuls renals s’encarreguen de processos fonamentals per a
la formacié de l'orina, com son la reabsorcié de substancies necessaries per
l'organisme, entre elles les proteines filtrades de baix pes molecular, i la

secrecid de substancies que han de ser eliminades.

A les cél-lules del tubul proximal és on es capten, el 67% de l'aigua, el
clorur i el sodi, aixi com practicament el 100% del bicarbonat, els sucres,
aminoacids i péptids que es troben en el ultrafiltrat. La porcié descendent de la
nansa de Henle és practicament impermeable al clorur de sodi (NaCl) i molt
permeable a l'aigua, augmentant la osmolaritat del fluid tubular. La branca
ascendent és més permeable al NaCl i és completament impermeable a 'aigua,
el qual determina que el liquid que flueix per la nansa ascendent es faci
progressivament menys hipertonic. La part gruixuda de la branca ascendent de
la nansa de Henle és impermeable a l'aigua i conté un transportador de Na+,
K+ i Cl- en el seu interior. La reabsorcio de soluts sense aigua fa que el liquid
gue surt de la nansa ascendent gruixuda sigui hipotonic respecte el plasma. El
tubul contornejat distal és impermeable a l'aigua; 'osmolaritat del fluid tubular
disminueix encara més, fent-se hipoosmotica respecte el plasma. El sistema de
tubuls col-lectors és la part més important de la nefrona a la hora d’ajustar
l'excrecié d'aigua, Na+, K+ i H+. La permeabilitat de l'aigua dels tubuls
col-lectors esta regulada per la hormona antiditiretica (ADH). En els tubuls
col-lectors corticals es produeix quantitativament la major sortida d’aigua,
mentre que en els tabuls medul-lars i papil-lars, la osmolaritat del interstici es
va fent progressivament major, el que determina una reabsorcio addicional
d’aigua fins a arribar a una osmolaritat maxima®’.
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Pel que fa a les proteines filtrades, aquestes son recuperades al lumen
del tubul proximal per procés d’endocitosis mitjancat receptors especifics.
Concretament el complex format per la megalina i la cubulina que s’expressa
en la regi6 luminal de les cél-lules epitel-lials del tubul. L’endocitosi es produeix
guan hi ha una unié del lligand al complex, el qual provoca la internalitzacié de
ambdés en forma de vesicules. La megalina es capag¢ d’unir multitud de
ligands, com venen a ser vitamines, enzims i inhibidors d’enzims, hormones,
toxines, lipoproteines, albumina, hemoglobina, etc. En el cas de la cubilina,
aquesta comparteix alguns lligands amb la megalina, pero també presenta

ligands especifics com son la transferrina o I'apolipoproteina A-1 4.

2. Sindrome nefrotica (SN)

La sindrome nefrotica és la consequéncia clinica d’'una pérdua massiva
de proteines en la orina (proteindria), que té el seu origen en un augment de la
permeabilitat de la paret del capil-lar glomerular. Freqiientment es causada per

una lesio6 funcional o estructural en els podocits™®.

Una amplia gamma de malalties glomerulars primaries i malalties
secundaries poden causar la sindrome nefrotica, pero la majoria dels casos de
sindrome nefrotica semblen ser causats per malalties renals primaries, entre
les quals, la nefropatia membranosa i la glomeruloesclerosi segmentaria i focal
(GESF) representen aproximadament un ter¢ dels casos de sindrome nefrotica
primaria; La malaltia de canvis minims i la nefropatia per IgA (amb menys
frequéncia) son causants d’aproximadament un 25% dels casos de sindrome
nefrotica primaria. Com a causes secundaries s’han identificat nombrosos

factors, entre els quals trobem la hepatitis B o C, amiloidosis, lupus i VIH, pero
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la causa més comu de la sindrome nefrotica secundaria és la diabetis mellitus o

el que es coneix com nefropatia diabética’®?°.

La SN en nens es caracteritza per una proteinaria de més de 40mg de
proteina en l'orina per metre quadrat de superficie corporal i per hora,
hipoalbuminémia (<2,5g d’albumina per decilitre), hipercolesterolémia (>200mg
de colesterol total per decilitre) i edema, mentre que en adults es defineix per
un nivell de proteines en orina superior a 3,5g/dia i un nivell d’albumina sérica

inferior a 3,5g/dI*.

Aixi doncs, la principal manifestacio clinica de la SN és la proteinuria, la
gual acaba produint la resta de manifestacions cliniques. Les proteines que es
perden a la orina son sobretot de pes molecular intermedi (entre 40 i 150 KDa),
entre les quals s’inclouen: albamina (representa entre un 70-80% de les
proteines en la orina en la SN), 1gG, transferrina, ceruloplasmina i glicoproteina
a;-acida. També es perden petites quantitats de proteines de mida superior,
com son les subfraccions més petites de HDL. Aquestes proteines en arribar al
tubul competeixen entre elles i contra les de petit pes molecular (que de forma
normal passen a la llum tubular perd6 son recaptades pel complex
cubilina/megalina) per a la reabsorcié mitjancant les cel-lules epitelials del tabul

proximal*.

Altres manifestacions cliniques de la SN son com ja hem comentat la
hipoalbuminemia, la causa de la qual és la pérdua urinaria d’albumina, de tal
manera que sobrepassa la compensacié hepatica (la sintesis per part del fetge
és insuficient per compensar el baix nivell de proteines en sang), reduint els

nivells plasmatics d’aquesta proteina per sota dels 2.5g/dl. També s’observa
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edema, que apareix com a resultat de la disminucio de la pressié oncotica del
plasma produida per la hipoalbuminémia. Aquesta disminucié de pressio
oncotica produeix la sortida de liquid cap al interstici cel-lular i la disminucié del
volum circulant?. Finalment també s’observa la dislipémia, que en la SN es
caracteritza per un augment del colesterol total, hipertrigliceridémia amb

augment de les VLDL i una reduccio6 dels nivells de HDL??,

3. Glomeruloesclerosis Segmentaria i Focal (GESF)

3.1. Breu historia; GESF i malaltia de canvis minims

La Glomeruloesclerosis Segmentaria i Focal (GESF) és una malaltia renal
definida per un conjunt de lesions glomerulars associades a una considerable
perdua de proteines en l'orina i resisténcia al tractament amb esteroides
(sindrome nefrotica corticoresistent). Es considerada com un grup d'entitats
clinigues que produeix el mateix resultat final, una lesio glomerular que dona
lloc a una elevada proteindria’. Entre les diverses formes de GESF, la més
freqUent és la forma primaria o idiopatica, causada per un o diversos factors
circulants desconeguts que s'originen fora del rony6®*™”. GESF idiopatica
generalment es caracteritza per la manca de resposta al tractament i la
progressio frequient cap a la insuficiencia renal terminal, que requereix dialisi 0
trasplantament renal. Una de les caracteristigues més frustrants de GESF
idiopatica és l'alta taxa de recidives després del trasplantament renal, explicada
per la produccié persistent del factor(s) circulant(s) que causa la malaltia fora

del ronyo.
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La glomeruloesclerosis focal i segmentaria va ser descrita per primera
vegada en biopsies de rony6 d’adults amb sindrome nefrotica (SN) per Fahr
'any 1925%%, Es descrivia com una cicatritzacié del glomérul, perd que afectava
Unicament a alguns glomeruls, i només es trobava esclerosada una part
d’aquests glomeruls. L'any 1957 en una série d'autopsies realitzades pel
patoleg Arnold Rich en pacients amb sindrome nefrotica, va observar que no en
tots els casos catalogats com a lesié de canvis minims, una altre SN sense
esclerosis glomerular i en general responent a esteroides, es presentava el
mateix patrd histologic, siné que en alguns casos es produia un engruiximent
de la membrana glomerular basal i s’observaven diposits hialins. Aquestes
lesions al llarg del temps provocaven una destruccié de I'arquitectura normal

del glomérul®

. A aquest estudi en van seguir d’altres on també s’observava
aquesta lesié glomerular i es plantejaven la hipotesis de que GESF podria
tractar-se d’'una malaltia independent més que una variacié o un estat tarda de

la lesié de canvis minims®> 2.

Avui en dia encara existeix certa controversia en si GESF i la lesié de
canvis minims s6n malalties diferents o la mateixa en diferents estadis. Mentre
que en algunes publicacions es citen aquestes malalties com a entitats
separades®®?®, defensant que la malaltia de canvis minims s'associa
classicament a un aspecte normal dels glomeruls i a la capacitat de resposta
als corticosteroides, i que malgrat solapar-se a altres variants histologiques
com seria la GESF, aquesta ultima es menys corticosensible i que per tant
desenvolupa lesions esclerosants secundaries al llarg del temps. Existeix

també un altre punt de vista al respecte, que defensa que GESF idiopatica i la

malaltia de canvis minims s6n dues manifestacions de la mateixa malaltia,
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doncs en ambdos casos s’observa I'esborrament dels pedicels dels podocits.
Es proposa que la malaltia de canvis minims correspondria a una etapa
primerenca, on no s’observa lesio, i GESF seria una fase més tardana on si

s’observen les tipiques lesions esclerotiques i segmentaries en els glomeéruls.

3.2. Definicid i clinica de GESF

El terme GESF s'utilitza per descriure tant la lesié que succeeix de forma
secundaria en la malaltia renal cronica, com per la malaltia glomerular clinica
associada a la SN i al dany podocitari**. Com el propi nom indica,
histologicament es caracteritza per una esclerosis glomerular focal, només en
alguns glomeruls, i per una distribuci6 segmentaria, que només afecta una
porcié del glomérul (en cas contrari es tractaria d’'una lesio difusa global), la
lesié renal es caracteritza per la obstruccié dels capil-lars, la presencia de
diposits amorfes (hialinosis) i per un engruiximent de la matriu mesangial;
ocasionalment es poden observar per immunofluorescencia diposits
d'immunoglobulines (Ig) M, i en observar la biopsia per microscopia electronica

es pot observar 'esborrament de podocits?>.

En la majoria de casos la GESF es presenta com una SN resistent a
corticosteroides que freqientment acaba en insuficiencia renal terminal. Aixi
doncs, la caracteristica clinica més clara en malalts de GESF és la proteindria,
la qual acaba donant lloc a la SN. Un 75-90% dels infants i un 50-60% del
adults presenten aquesta proteindria en rang nefrotic (>3g/24h)%?3*. Com ja
s’ha comentat en [l'apartat anterior corresponent a la SN, aquesta es
caracteritza per proteindria, hipoalbuminémia, hepercolesterolémia i edema, i

en adults per proteindria i hipoalbuminemia. Aquesta albumina sérica es un
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dels millor marcadors per diferenciar entre GESF primaries i GESF
secundaries, doncs pacients amb GESF secundaria normalment presenten
nivells d’albumina sérica normals o lleugerament baixos, mentre que els

pacients amb GESF primaria solen presentar una elevada hipoalbuminémia®°.

Un altre caracteristica important de la proteindria pel que fa a la malaltia
de GESF és la seva capacitat pronostica de I'evolucié de la malaltia, aixi doncs
pacients que en el moment de presentacio tenen uns rangs de proteinudria de
entre 3 i 3.5g/dia, la seva progressié a insuficiencia renal terminal sol ser de
entre 6 i 8 anys®, mentre que la proteindria massiva (>14g/dia) en el moment
de presentacio te un pitjor pronostic, arribant a la insuficiencia renal terminal
abans dels 6 anys. D’altra banda, aquells que presenten proteinuria en rang no

nefrotic, solen tenir una supervivéncia renal als 10 anys del 80%°%%",

La incidencia de GESF ha anat en augment durant varies décades. Avui
en dia és la causa subjacent de la sindrome nefrotica en el 40% dels adults i en
el 20% dels infants, i és la lesi6 glomerular primaria més frequent que
desemboca a un estat renal terminal en els Estats Units*®**°. Gairebé entre un 7
i un 15% de tots els nens afectats per sindrome nefrotica idiopatica son
diagnosticats de GESF després de la biopsia renal. Sense tractament, aquests
pacients podrien desenvolupar proteinuria progressiva i una taxa de filtracio
glomerular reduida, i al voltant del 30% d’ells podrien desenvolupar la malaltia
renal en etapa terminal en vint anys*. En el cas d’Espanya, GESF es
responsable de la sindrome nefrotica en el nen amb un frequencia inferior al
10%, perd que augmenta a mesura que augmenta I'edat i arriba a ser d’'un 20%

en adolescents i adults. No s’observen diferencies entre sexe*'.
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Hi ha diferents formes de classificar els pacients de GESF, una primera es
basa en les lesions observades en la biopsia, i es poden diferenciar cinc

variants morfologiques®344:

GESF classica, forma col-lapsant, lesio tip,
forma cel-lular i forma perihil-liar; un altre classificaciéo es basa en els factors
etiologics causants de GESF, el qual permet classificar els pacients en dos

grans grups: GESF idiopatica o GESF secundaria®®.

3.3. Diagnostic

El diagnostic de GESF es basa en un diagnostic d'exclusio, doncs el
terme glomeruloesclerosis focal i segmentaria fa referéncia a un patro histologic
caracteristic de fins a sis etiologies subjacents diferents que comparteixen la
mateixa lesié podocitaria, aixi doncs, la lesio histologica observada en pacients
GESF només representa un patré de lesio i no proporciona una visio real de la

patogénia®’“®,

Davant un possible cas de GESF s’ha de realitzar una historia clinica
acurada (historia familiar, pes al naixement, index de massa corporal i
medicacid) i un examen clinic (albumina serica, proteinuria, serologies viriques,
entre d’altres), a més de la histologia renal. La manera com s’ha presentat la
malaltia (aparicio sobtada de la sindrome nefrotica o canvis graduals meés
subtils) i les condicions mediques associades (infeccions, obesitat, hipertensio,
VIH, etc.) ajudaran a distingir entre una GESF primaria o idiopatica i una GESF
secundaria. En els casos en que GESF es presenta de manera primerenca en
la vida, es sol realitzar una avaluacié genética, ja que en aquests casos hi ha
moltes probabilitats de presentar alguna mutacié causant de la malaltia en els
gens del podocit. Quan es tracta de pacients adolescents/adults tot i que la

realitzacié d’'una avaluacié genetica pot descartar la presencia de mutacions en
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alguns gens podocitaris, el fet d’obtenir resultats negatius no és garantia de no
patir una GESF familiar ja que pot ser que siguin pacients amb mutacions en
regions no codificants dels gens candidats o mutacions en gens encara no

descrits com a possibles causants de GESF*°.

La biopsia renal amb el posterior examen histologic és imprescindible en
el diagnostic, I'avaluacié pronostica i I'orientacié terapéutica de la malaltia renal,
sobretot quan les dades cliniques no sén prou clares per establir tal diagnostic,
tot i que no sempre els resultats obtinguts en realitzar una biopsia son
concloents, doncs no totes les mostres de biopsia presenten suficients
gloméruls per realitzar el diagnostic de GESF, o a causa de la naturalesa focal
de la malaltia, els gloméruls trobats no estan afectats, i per tant, tot i que una
biopsia positiva permetria diagnosticar la GESF, una biopsia negativa de GESF
no permet descartar totalment la malaltia; A aixo se li ha de sumar el cert risc

que comporta pel pacient la realitzacid d’'una biopsia®®>*

, Ja que malgrat que
actualment la biopsia es sol realitzar per puncié percutania amb I'ajut de
l'ecograf en temps real, permetent aixi reduir la llista de casos on esta
contraindicada, al ser una técnica invasiva, sempre existeix un cert risc pel
pacient, per aquest motiu la seva indicacid ha de ser estudiada en cada cas.
Aixi doncs pacients amb problemes de coagulacié, amb un sol ronyd, amb
obesitat morbida, infeccié urinaria, entre altres, no serien bons candidats per a
la biopsia®’. A més també es sol evitar la seva realitzacid en infants a no ser
gue presentin un diagnostic clinic de corticorresistencia. Les principals

complicacions amb que ens trobem en realitzar una bidpsia son 'hemorragia i

les infeccions®®.

31



Introduccié

A partir de la observacié de diferents histologies en les biopsies de
pacients GESF va sorgir, la Classificacié de Columbia, la qual és una proposta
de classificaci6 de variants morfologiques de GESF segons la histologia
observada en la biopsia, ideada per un grup de patolegs renals basant-se en la

. . . . . . . 1,31,42-45
seva experiencia col-lectiva i evidencies observades en la literatura. . Tot
i que és un classificacié bastant utilitzada, hi ha certes discrepancies sobre la
gravetat/clinica de la malaltia i la seva associacid a la classificacio de

Columbia®. Les formes o variants morfoldgiques de GESF determinades

segons la biopsia en la classificacio de Columbia sén 5:

FORMA COL-LAPSANT: La variant col-lapsant de GESF és una lesio

renal normalment associada a pacients de GESF idiopatica (sense causa
coneguda) i diferents factors secundaris (als anys 80 s’associava sobretot a
VIH)>*. Es la més agressiva de les variants de GESF, amb elevada prevalenca
en afroamericans. Clinicament es la que te un pitjor pronostic, amb baixa taxa
de resposta a glucocorticoides, marcada proteinuria, insuficiencia renal
progressiva i rapida evolucié a l'etapa terminal de la malaltia renal™>*.
Histologicament es caracteritza per un col-lapse capil-lar del glomérul amb

hipertrofia i hiperplasia dels podocits. Les parets del capil-lar presenten

retraccié i col-lapse, i les lesions poden ser segmentaries o globals (Figura 5).

LESIO TIP: Variant que sol trobar-se en GESF primaria, en general es
presenta amb una aguda sindrome nefrotica inicial. Es la forma amb millor
pronostic, amb una elevada taxa de resposta als glucocorticoides i menor risc
de progressi6®*>’. Lesié6 segmentaria que implica la part del glomérul més
proxima al tdbul proximal, ja sigui amb adhesi6 a la sortida tubular o

confluéncia de podocits i cél-lules epitelials a la part més proxima del tabul. En
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comparacié amb altres variants, presenta una menor atrofia tubular i fibrosi

intersticial. En general, elevada retraccié dels podocits® (Figura 6).

FORMA CEL:-LULAR: Variant menys comi de GESF. Es creu que és

l'estat més primerenc en una lesié esclerdtica. Clinicament s’observa en el
pacient amb sindrome nefrotica. Histologicament s’observa hipercel-lularitat
endocapil-lar, incloent cél-lules endotel-lials, macrofags i cel-lules escumoses, i
una severa retraccié podocitaria. També es pot observar hiperplasia de les

cél-lules epitelials glomerulars® (Figura 7).

FORMA PERIHIL-LIAR: Forma molt frequent de les GESF secundaries,

es creu que esta provocada per una resposta adaptativa a 'augment de la
pressié capil-lar en el glomérul®’. Aquesta variant perihil-liar amb presencia de
glomerulomegalia s’ha trobat en biopsies de GESF secundaria relacionades
amb la obesitat®®, culturisme®, oligomeganefronia (hipoplasia renal
congénita)®, presencia d’'un sol ronyé®, baixa quantitat de nefrones degut a
naixement prematur®, hipertensié sistémica®® i anémia falciforme®. En la
biopsia s’observa hialindsis perihil-liar que afecta la major part del glomerul i
lesions segmentaries, en alguns casos els glomeruls es troben engrandits i la
retraccié del podocit és focal i poc marcada . Aquest tipus de lesié es troba al
pol vascular del glomérul. | la majoria de vegades s’observa hipertrofia

glomerular. (Figura 8).

FORMA CLASSICA: Present en GESF primaria i secundaria (incloent

formes genétiques). Es el subtipus més comd, i es presenta tant amb sindrome
nefrotica com amb proteinudria subnefrotica. En aquest variant observem lesions

esclerotiques segmentaries que poden afectar a qualsevol part del glomerul
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(préviament s’han de descartar les anteriors variants). Podem trobar lesions
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hialines, hipercel-lularitat mesangial, hipertrofia i hiperplasia de podocits o

glomerulomegalia. Les altres variants poden evolucionar a aquesta forma de

GESF* (Figura 9).

Figura 5. GESF col-lapsant. Col-lapse
global dels capil-lars glomerulars

(8

Figura 6. GESF “tip lesion”. Acumulaci6
segmentaria  endocapil-lar de  ceél-lules

acompanyada d’hiperplasia i inflamacié de
les ceél-lules epitelials, moltes de les quals
contenen gotes de proteina citoplasmatica i
vacuoles. La proliferacié epitelial glomerular
ocupa tot I'espai urinari. (Tincié de Jones,
metenamina- plata- acid periodic Schiff;
400x)*°

GESF

Figura 7. cel-lular.  Esclerosi
segmentaria i oclusié de la llum dels capil-lars
glomerulars per cél-lules escumoses,

hipercel-lularitat. Petita adhesi6 a la capsula
de Bowman. (Tincié6 de Jones, metenamina-

plata- acid periodic Schiff; 400x)®

escumoses a l'origen del tbul proximal. La
resta del glomeérul es mante normal (Tinci6 de
Jones, metenamina- plata- acid periodic
Schiff; 400x)*°

S’observa

perihiliar.
acumulacié de matriu i hialinosis al pol
vascular del glomeérul (regi6 perihiliar).(Tincié
tricromic de Masson,; 400x)56

Figura 8.
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Figura \9. ‘GS classica. Esclerosis
segmentaria a la llum dels capil-lars per
acumulacié de diposits hialins (Tincié de acid
periodic Schiff; 400x)®
Pel que fa al diagnostic de GESF despres del trasplantament, hi ha dos
presentacions cliniques: una recidiva primerenca, la qual es la més frequent i
es caracteritza per proteindria massiva entre unes hores i uns dies despres del
trasplantament, o la recidiva tardana, que pot trigar en apareixer de mesos a
anys despres del trasplantament, i que sol ser menys freqiient, a més de estar
associada a altres factors com per exemple el canvi de terapia o la toxicitat dels
anticalcineurinics®® . En pacients amb recurréncia primerenca, la proteindria
precedeix al desenvolupament de lesions histologiques®, aixi la biopsia
primerenca pot mostrar gloméruls normals mitjangcant I'observacié amb
microscopia Optica, i un procés d’esborrament podocitaris difus en analitzar-la
per microscopia electronica, dificultant el rapid diagnostic de la recidiva de
GESF, doncs les lesions glomerulars es desenvolupen en una mitjana entre 10
i 18 dies després del trasplantament®. Pel que fa a la recidiva tardana, la lesi6

histologica és encara més lenta, i en la majoria de casos es dificil distingir entre

toxicitat per anticalcineurinics o la recidiva de GESF, ja que ambdues
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complicacions produeixen esclerosi glomerular segmentaria associada amb

fibrosi intersticial i atrofia tubular®®.

3.4. Patogenesis de GESF

Malgrat que el patro histologic trobat en biopsies renals de pacients GESF
pot ser de gran utilitat en el diagnostic i el pronostic de GESF, classicament
GESF ha estat classificada pels clinics en dos grans grups segons els factors
etiologics, els qual presenten mecanismes fisiopatologics comuns en el

desenvolupament de I'esclerosi glomerular®®.
e GESF primaria o idiopatica: Causes desconegudes
e GESF secundaria:

o Causada per hiperfiltracié glomerular; infeccions viriques,

drogues o medicaments

o Causada per mutacions en proteines dels podocits (rep el

nom de GESF familiar, genética o hereditaria).

El desenvolupament de GESF segueix un patré molt uniforme basat en
una lesid inicial dels podocits (segons cada tipus etiologic de GESF esta
explicat en els apartats 3.4.1 i 3.4.2), aixi com la destruccié de l'arquitectura
glomerular, que comporta a una disminucié de la funcié renal, que a la llarga

donara lloc a la insuficiéncia renal®®.

El dany inicial dels podocits produeix una reorganitzacié del seu
citoesquelet caracteritzada per l'atenuacidé del cos cel-lular i I'esborrament
podocitari, les quals sén I'evidencia més primerenca de GESF’, i que es

possible observar amb el microscopi electronic setmanes o mesos abans del
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desenvolupament de les lesions visibles mitjangant el microscopi optic. Si els
podocits no es recuperen d'aquesta lesio inicial, la mort cel-lular resultant
condueix a una reduccié en el nombre de podocits, que es desprenen de la
membrana glomerular basal, quedant exposades arees sense recobrir
d’aquesta membrana. Possiblement a causa de la pérdua de suport estructural,
els capil-lars s’expandeixen acostant-se a la capsula de Bowman, on
s’estableix una adhesié entre les cél-lules que recobreixen la capsula de
Bowman (cél-lules epitelials parietals) i les zones descobertes de la membrana
glomerular basal (figura 10B). Les cél-lules epitelials parietals dipositen matriu
en l'adhesié formada amb la membrana glomerular basal donant lloc a una
zona fibrosa. Algunes cel-lules epitelials parietals migren a traves d’aquesta
adhesié fibrosa fins a la membrana basal del glomérul on el diposit de fibres de
col-lagen permet I'expansié mesangial reduint el lumen capil-lar. Els capil-lars
afectats per aquesta adhesid lliuren el seu filtrat a d’interstici en lloc de lliurar-lo
a l'espai de Bowman. Aquesta filtracid incorrecta a través de capil-lars que no
tenen podocits condueix a la progressié de la lesié segmentaria, degeneracio

tubular i fibrosi intersticial *(figura 10C).

El fet que el podocit sigui una cél-lula terminalment diferenciada amb
capacitat proliferativa limitada en resposta a la lesio, fa que I'Unica manera de
compensar la perdua inicial de podocits sigui mitjancant la hipertrofia dels
podocits laterals, fent aixi que augmenti la vulnerabilitat d’aquests davant noves
agressions, d’aquesta manera s’inicia un cercle vicids que explica el caracter

progressiu de la degeneracié del glomeérul i finalment la insuficiéncia renal®
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Figura 10. Evoluci6 de la lesi6é glomerular de GESF*. A) Capil-lar normal on
s’observa la membrana glomerular basal amb I'epitel-li endotelial fenestrat
(GEN) i recobert pel podocit (P) i la capsula de Bowman (BCBM) esta recoberta
per ceél-lules epitelials parietals (PEC).Cél-lules mesangials (MC). B)
Esborrament dels podocits. Adhesié cel-lular entre les cél-lules epitelials
parietals i la capsula de Bowman desproveida de podocits (TA). C) Les cél-lules
epitelials parietals dipositen matriu produint un adhesié fibrosa (TA). Algunes
cel-lules epitelials parietals migren cap a la base del capil-lar glomerular on la
deposicié de col-lagen fibril-lar condueix a I'expansié mesangial reduint lumen
capil-lar. La hialinosis (proteines plasmatiques atrapades) i les cél-lules
escumoses (F) destrueixen la llum capil-lar. D) Capil-lar completament
esclerosat.

3.4.1. Causa inicial del dany podocitari en GESF primaria o
idiopatica

Actualment la millor manera de definir la GESF idiopatica és sabent que
no és, és a dir, descartant les mutacions en gens del podocit i altres causes de

GESF com hiperfiltracié glomerular, infeccié virica, drogues, etc,. La GESF

primaria compren aproximadament el 40% de les sindromes nefrotiques

idiopatiques, i un 80% dels casos de GESF'*%"2,
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Tot i desconéixer la causa inicial del dany podocitari en la GESF primaria
o idiopatica, hi ha molts indicis de I'existéncia d’'un o varis factors circulants
permeabillitzadors que es creu podrien ser els responsables d’aquesta lesio

inicial.

Moltes sén les evidencies de I'existéncia d’aquest factor circulant, les qual

s’enumeren a continuacio:

e En més dun 30% dels pacients GESF idiopatics reapareix la
proteindria després de ser trasplantats, la qual pot arribar a recorrer
hores després del trasplantament”®.

e El tractament amb plasmaféresis disminueix la proteinaria™"®, i
també, en alguns casos la immunoabsorcié de proteines plasmatiques
és efectiva’’.

e El plasma de pacients GESF provoca un augment de la permeabilitat
a lalbumina en glomeéruls aillats de rata®, aixi com indueix
'esborrament podocitari i provoca proteindria en ser injectat a
rates>’® ",

e Les dones amb GESF primaria embarassades donen a llum nadons
amb proteindria transitoria®.

e S’ha publicat el cas d’'un pacient amb GESF idiopatica que en ser
trasplantat i malgrat els tractaments amb plasmaferesis va fer una
recidiva de la malaltia. Es va decidir retrasplantar 'empelt a un altre
receptor amb nefropatia diabética, i com s’observa a la figura 11, en

aquest segon receptor 'empelt recuperava la seva taxa de filtracio

glomerular normal i disminuia la proteindria®.
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Figura 11. Taxa de filtracié glomerular (GFR) i proteindria en el
receptor incial del trasplantament i en el segon receptor de I'’empelt
retrasplantat.

Al llargs dels anys s’han proposat varis candidats a factors
permeabilitzadors, no només amb l'objectiu de buscar un tractament per a
GESF, si no també per trobar un biomarcador util pel diagnostic tant de GESF
idiopatica com de la seva recidiva, doncs no hi ha manera de preveure si un
pacient amb GESF idiopatica fara o no una recidiva després del
trasplantament, aixi com tampoc es possible distingir facilment una recidiva
postTx d’'una proteinuria no relacionada amb la recidiva, aixd sumat a que el
diagnostic de GESF per biopsia no es senzill, doncs com ja s’ha comentat
anteriorment no sempre s’obté una mostra histologica amb suficients gloméruls
per realitzar el diagnostic de GESF, o a causa de la naturalesa focal de la
malaltia, els glomeéruls trobats no estan afectats, a més de que comporta cert
risc pel pacient®®>! fan que sigui dificil la determinacié d’una recidiva, aixi com
la decisi6 daplicar de manera general a tots els pacients mesures

terapéutiques agressives i d’eficacia poc contrastada per evitar la recidiva.
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Sharma et al.®? van realitzar un seguit d’experiments a partir del plasma
descartat en les plasmaferesis de pacients GESF recidivants per tal de
determinar les caracteristigues del factor permeabiltzador. Per a aquesta
comprovacié observaven quina fraccid d’aquests plasmes produia un augment
de la permeabilitat a I'albumina (Palb) en gloméruls de rata in vitro, extraient

les seguents conclusions:

1. Elfactor permeabilitzador és una proteina o esta lligat a una proteina.

a. El tractament per calor era capag¢ dinactivar I'accio del factor
permeabilitzador.

b. La seva acci6 s’eliminava amb presencia de proteases.

c. El component actiu podria ser fraccionat per precipitaci6 amb
sulfat d'amoni, que és una técnica comuna per a la purificacié
de proteines

2. El factor esta present en el sobrenedant obtingut després de la
precipitacié de la fraccié de quilomicrons, i també en el sobrenedant

obtingut de la precipitacié de lipids total.

Pel que fa a la mida, hi ha més controversia. En un primer moment,
mitjangant cromatografia d’exclusid per pes, es va trobar que el factor
permeabilitzador estava present en la fraccié de 50-100KDa?®. De la mateixa
manera, els resultats obtinguts en estudis posteriors pel mateix grup mostraven
gue la substancia activa no passa a través d’'una membrana de 14 kDa, pero no
es retinguda per una de 50 kDa, el que indicaria que la seva massa molecular
esta entre 14 | 50 kDa®. Aquesta aparent discrepancia pot ser deguda a la
degradacio de la substancia activa durant la purificacid o l'agregacio de les

molecules en el plasma total. L'assaig in vivo injectant la fraccié6 <50KDa de
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plasma de pacients GESF recidivants a rata sembla que dona proves
convincents de que és aquesta fraccio la que conté el factor permeabilitzador,
doncs van observar que aquesta fraccié era capag¢ de produir proteinuria a les

79,82

rates’™°“, confirmant que la seva massa molecular esta entre 14 i 50 kDa.

Al llarg del temps s’han proposat molts possibles factors tant causants

4883 com son

com biomarcadors de GESF idiopatica i les seves recidives
anticossos del receptor tipus O de la proteina tirosina fosfatasa (PTPro)®,
Cardiotrophin-Like Cytokine Factor 1 (CLCF-1)%, proteases actives®,

87
I

anticossos anti-CD40°%®, receptor tipus 1 de I'angiotensina 11®’, receptor soluble

8.89 | Apolipoproteina A-1, entre d’altres.

de la plasminogen uroquinasa (SUPAR)
A continuacié és troben més detallats els que sembla podrien tenir més
rellevancia, i dels quals s’ha discutit més recentment, aixi com el factor estudiat

en aquesta tesi doctoral (ApoA-I):

- CLCF-1: Cardiotrophin-Like Cytokine Factor 1
- Anticossos anti-CD40
- SUPAR: soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
- ApoA-Ib: Apolipoproteina A-lb
- ZAG: Zinc alpha 2-glycoprotein
CLCE-1
Degut al fet que es creu que el factor permeabilitzador podria interactuar
amb els sucres del incocaIixgo, es va utilitzar una columna d’afinitat de
galactosa per a l'estudi dels sérums de pacients GESF respecte controls, i es
va observar que hi havia una proteina membre de la familia de la interleucina-6
(CLCF-1) la concentracié de la qual era 100 vegades superior en serum de

pacients GESF respecte la observada en controls. En estudiar el seu paper in
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vitro (cultius podocitaris) van observar que el CLCF-1 imitava els efectes del
plasma GESF pel que fa a la permeabilitat a 'albumina, a més de disminuir
I'expressio de nefrina (proteina expressada exclusivament en els podocits i que
té un paper important en la filtracié glomerular)®. Recentment s’ha vist que la
incubacio de podocits murins amb CLCF-1 altera el citoesquelet d'actina d'una
manera depenent del temps i la concentracié, alterant aixi la seva funcié®. A
més, s’ha comprovat que la forma monomeérica recombinant de CLCF-1
humana produeix un augment de la permeabilitat a I'albumina en glomeruls
aillats de rata®?, aixi com albumindria en ratolins després de la infusié aguda i

cronica®.

Sumat a tot el descrit anteriorment, McCarthy et al.>, va observar que
I'aplicacié de galactosa bloquejava 'augment de la permeabilitat a I'albumina
que induia el plasma de pacients GESF. Encara que hi ha publicacions de
casos que descriuen que pacients GEFS que rebien galactosa oral mostraven
una reduccio en la permeabilitat de I'albamina, a més de una estabilitzacié de la
funcié renal®®*, el seu efecte terapéutic segueix sent controvertit, doncs en un
estudi pilot amb nens afectats per GESF, en ser tractats amb galactosa
demostrava una disminucié de la permeabilitat glomerular in vitro, perd no hi
havia diferencies significatives en la proteindria abans i despres del

tractament®,

En conjunt, la identificaci6 de CLCF-1 com un potencial factor de
permeabilitzacié és molt prometedor, aixi com la utilitat de la galactosa com a
tractament. No obstant aix0, el seu paper fisiopatologic necessita ser validat per
diferents grups de recerca i en cohorts de pacients ben caracteritzats, on a més

d’incloure pacients GESF i controls sans, s’incloguin com a controls altres tipus
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de malalties glomerulars podent demostrar aixi que l'elevada concentracio

trobada en pacients GESF és especific només d’aquest tipus de pacients.

ANTICOSSOS ANTI-CD40

La proteina co-estimuladora CD40 és un membre de la superfamilia de
receptors de TNF (factor de necrosis tumoral). CD40 és una molécula important
en la immunitat i la inflamacid. S'expressa en diversos teixits, especialment en
la superficie de cél-lules presentadores d'antigen (APC), macrofags / monaocits,
I cel-lules dendritiques. CD40 també s'expressa en cel-lules endotel-lials i

epitelials®®.

El seu descobriment va ser mitjangant un panell d’autoanticossos on es
van avaluar anticossos patdogens en la recurrencia de la GEFS després del
trasplantament renal. Per a tal efecte van utilitzar plasma de 20 pacients GESF,
dels quals 10 van recidivar durant el primer any i 10 no van donar signes de
recidiva. Els perfils d'lgG dels plasmes de GEFS recurrents i no recurrents van
variar significativament i mitjancant una posterior validacié van observar que els
autoanticossos contra CD40 eren els anticossos que mostraven més correlacio

amb la recidiva’®®®.

El CD40 va ser detectat en glomeéruls de pacients GESF recidivants, pero
aguests anticossos anti-CD40 no eren capagos de detectar la CD40 humana, a
més les regions reactives d’aquests anti-CD40 eren diferents entre GESF
recidivants i GESF no recidivants. | malgrat que els anticossos del plasma de
GESF recidivants no reconeguessin la CD40 humana, els autoanticossos CD40
purificats a partir de plasma de pacients GEFS recidivants si que alteraven el
citoesquelet d’actina dels poddcits humans in vitro.
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En aquesta publicacié, també es suggereix que el suPAR també podria
estar implicat en la recidiva. Van demostrar que la injeccié d’anticossos anti-
CD40 en ratolins no era suficient per produir albumindria, perdo que si
s’administraven  juntament amb suPAR recombinant els ratolins
desenvolupaven albuminuria. A més de que un anticos contra SUPAR era capag

d’inhibir I'efecte produit per la coadministracié de CD40 i SUPAR®®.

La mida dels anticossos IgG és aproximadament d’uns 150KDa, per tant
el fet que 'anticds anti-CD40 tingui un elevat pes molecular contradiu el fet que

el factor permabilitzador hauria de tenir un pes molecular inferior a 50KDa®.
SUPAR

El suPAR és un dels factors més estudiats en els ultims anys, va ser

descrit com a factor permeabilitzador en GESF primaria per Wei et al.?®%°,

La seva forma no soluble (UPAR) esta present en diferents tipus de
superficies cel-lulars, incloses les cél-lules endotel-lials, mesangials i els
podocits. Aquest receptor esta unit a les superficies cel-lulars mitjancant un
anclatge glicosilfosfatidilinositol. Varis enzims son capagos de trencar aquesta
unié a la membrana de tal manera que uPAR passi a la circulacié en forma
soluble (suPAR)?". El suPAR és una proteina circulant amb un pes molecular
gue varia entre 35 i 60 KDa depenent del grau de glicosilacié i escissio
proteolitica®™. Es troba en baixes concentracions en la sang humana en
condicions fisiologiques i €s conegut per participar en el trafic de neutrofils i la

mobilitzacio de cél-lules mare®”*°,

Hi ha evidencies de que suPAR podria tenir un paper important en la

GESF idiopatica, doncs en l'estudi dut a terme per Wei et al.®®
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GESF idiopatics presenten alts nivells de suPAR en plasma, mentre que
controls i pacients amb altres malalties glomerulars no presenten el suPAR
elevat. A més van observar que nivells alts de suPAR abans del trasplantament
correlacionaven amb un major risc de recidiva de GESF després del
trasplantament. Mitjangant experiments in vivo amb ratolins van demostrar que
'augment de la concentracié de suPAR donava lloc al diposit d’aquest en el
glomérul, a lactivaci6 de la B3 integrina, l'albumindria i I'esborrament
podocitari®®, es a dir trobaven signes de GESF. Posteriorment, el mateix autor
va fer un analisi retrospectiu de dos cohorts independents de pacients amb
biopsia confirmada de GESF (una de nord-americans provinent d’assajos
clinics i una altre d’europeus provinent del consorci Europeu PodoNet). En
ambdues cohorts es va mesurar els nivells de suPAR en el moment del
diagnostic i després del tractament, concloent que els nivells de suPAR eren
significativament elevats en pacients GESF en un 84.3% (cohort d’assajos
clinics) i un 55.3% (cohort PodoNet), en comparacié al 6% dels controls*®. Tots
aquest estudis duts a terme per Wei et al. evidencien que suPAR podria ser el
factor permeabilitzador circulant causant de GESF i la seva recidiva, a més de

ser (til com a biomarcador diagnostic de GESF.

Perd existeix una gran controvérsia pel que fa al sUPAR com a factor
causant de GESF i com a possible biomarcador de la malaltia. Primer de tot
perqué suPAR no es especific de GESF, si no que s’ha demostrat que nivells
elevats de suPAR també es relacionen amb altres malalties, com sén cancer,

malalties hepatiques i arteriosclerosis, a més de la infeccié per VIH?*7,

a
més s’utilitza com a marcador inespecific de gravetat i pronostic en els pacients

de cures intensives'®™*°. per tant, els nivells de suPAR no poden ser utilitzats
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com un marcador d'una malaltia especifica, doncs un augment de la
concentracié suPAR en plasma prediu un resultat advers en moltes malalties

diferents.

En segon lloc s’han realitzat altres estudis on aquesta relacio entre suPAR
i GESF no esta tant clara. Com és en I'estudi realitzat per Maas et al.****2 on
trobava una correlacio inversa entre suPAR i la taxa de filtracié glomerular en
un petit grup de pacients amb GESF primaria i secundaria, i pacients amb
malaltia de canvis minims, a més, la concentracio de suPAR en serum no
permetia diferenciar entre els respectius grups de pacients. En comparar
pacients amb GESF primaria i controls amb taxes de filtracié glomerular

113 | en estudis realitzats amb

equivalents el suPAR tampoc es veu augmentat
cohorts de pacients del Japé i I'india, la correlacié entre nivells elevats de
SuPAR en pacients GEFS en comparacié amb altres malalties glomerulars
també va fracassar, a més de re-confirmar la correlacié negativa entre la taxa
de filtraci6 glomerular i suPAR"*'>  Altres estudis també han arribat a les
mateixes conclusions, descartant que suPAR sigui un bon biomarcador de

GESF idiopatica, o que per si sol pugui ser el factor permeabilitzador****®

Pel que fa a la detecci6 de la recidiva descrita per Wei et al., també han
sorgit estudis que contradiuen el esmentat anteriorment, com és el cas de

Palacios et al.**®

gue va observar que en tots els candidats a trasplantament es
trobaven els nivells elevats de suPAR respecte els controls i que no hi havia
diferencies pel que fa als nivells de suPAR en plasma entre els pacients GESF

gue recidivaven i els que no recidivaven.
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Tots aquests estudis fan pensar que es possible que suPAR estigui
involucrat en la GESF primaria, perd molt probablement no sigui I'Unic, si no
que formi part d’'un conjunt de multiples factors que acaben convergint en una

mateixa via, i al final provoquin el desenvolupament de GESF idiopatica.

APOA-IB | ZAG

L’ApoA-Ib i ZAG van sorgir de la necessitat de trobar un biomarcador en
sang i/o orina, pronostic o diagnostic de la recidiva de GESF, el qual es
important per dur a terme les mesures terapeutiqgues necessaries que permetin

disminuir el risc o I'agressivitat de la recidiva®.

Per tal de trobar aquests biomarcadors de recidiva es va procedir
mitjancant electroforesis bidimensional a la comparacioé proteomica de pacients
GESF idiopatics que havien fet una recidiva post-Tx (GESF-R) i de pacients
GESF idiopatics que no havien fet recidiva post-Tx (GESF-NR), de tal manera
gue les proteines diferencials trobades entre aquests dos grups serien

possibles biomarcadors de recidiva.

Per a la identificaci6 diferencial de proteines es van utilitzar un pool
dorines i un de plasmes de dos grups de pacients diagnosticats
histologicament de GESF idiopatica (excloent els casos amb base genética o
historia familiar de GESF), els quals havien rebut un trasplantament de ronyo.
Un dels grups estava format per pacients GESF-R (8 pacients) i I'altre per
GESF-NR (27 pacients). La recidiva era diagnosticada mitjangant valors de
proteindria >3g/dia o valors <3g/dia pero amb histologia de GESF durant el

primer any després del trasplantament (taula 1).
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Parametre GESF-R GESF-NR Se'ggg'l,cs ?ir::ia
Edat (anys) 41.9 +4.14 4551 +2.13 NS
Homes/Dones 5/3 13/14 NS
Hematocrit (%) 33.0 £ 3.65 41.15 +0.86 p<0.005
Albtmina (g/dl) 3.21+0.18 4.29 +0.07 p<0.0001
E{:Stagzzues @iy | 51041 7.34+0.09 p<0.0001
Colesterol (mg/dl) 196.1+20.73 | 172.7 +6.47 NS
HDL (mg/dl) 43.0 +4.51 52.17 + 3.77 NS
Triglicérids (mg/dl) | 214.4 +38.18 124 +9.9 p<0.005
Creatinina (mg/dl) 1.87 £0.35 1.27 £0.08 p<0.05
Proteindria (g/24h) 11.49+£5.22 0.12+0.01 p<0.005

Taula 1. Estadistica clinica del grup de pacients test, utilitzats per a la identificacié de
proteines diferencials Utils com a biomarcadors de recidiva de GESF post-Tx. Dades
expressades com Mitjana + Error estandard; Analisis estadistica: t-Student

Les diferencies observades en els parametres clinics eren les esperades
en comparar aquests dos tipus de pacients, donat que en el cas del pacients
recidivants la malaltia de GESF segueix activa, mentre que en els pacients no
recidivants existeix un remissio de la malaltia, i per tant el ronyd trasplantat
funciona amb normalitat. Els mapes proteomics dels pools de plasma i orina
GESF-R i GESF-NR es poden observar a la figura 12. Per tal de detectar les
proteines diferencials entre els diferents mapes proteomics es va utilitzar el

software PD-Quest (Bio-Rad Laboratories).

En la primera comparacido dels pools de plasma no s’observaven
proteines diferencials entre els grups GESF-NR i GESF-R. Pel contrari si que
es van observar grans diferencies en comparar els mapes protedmics d’orina

(figura 12i 13).
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Per tal de detectar proteines provinents del ronyd o del plasma

modificades en el ronyd es va eliminar del mapa protedmic d’orina, mitjangant

el software anteriorment esmentat, les taques que també estaven presents en

el mapa protedomic de plasma. D’aquesta manera descartavem les proteines
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Figura 12. Electroforesis bidimensional del pool de mostres de plasma i orina de
pacients GESF trasplantats no recidivants (GESF-NR) i recidivants (GESF-R). En el primer
mapa proteomic pacients GESF-NR (plasma, NR) i I'Gltim GESF-R (orina, R) es mostren
diferents taques de referéncia amb el nom de la proteina corresponent, la massa (KDa) i el punt
isoeléctric.

gue venien filtrades directament de la sang a través de la barrera de filtracié

glomerular danyada.
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Després d’excloure les proteines filtrades de sang, mitjancant el software
PD-Quest es van analitzar quines eren les taques diferencials entre els mapes
protedmics dels pools d’orina GESF-R i GESF-NR. En aquest analisis es van
detectar 41 taques diferencials, les quals es poden observar en la figura 13A,
corresponent al mapa protedmic obtingut a partir del pool d’orines de pacients
GESF-R. D’aquestes taques, per espectrometria de masses es van poder
identificar 7 proteines, les quals corresponien a 33 daquetes taques
diferencials: la proteina d’'unié a retinol (RET4), la a-1-antitripsina (A1AT), el
precursor a-1-microglobulina/bikunina (AMBP), la hemopexina (HEMO), la
transtiretina (TTHY), la zinc-a-2-glicoproteina (ZAG) i I'Apolipoproteina A-I
(ApoA-1) (Taula 2). De les 7 proteines identificades, cinc (RET4, A1AT, AMBP,
HEMO i TTHY) ja havien estat préeviament associades a proteinuria inespecifica

|120—122

o dany rena , quedant com a candidats a biomarcadors especifics de

recidiva de GESF la ZAG i 'ApoA-I.

Com es pot observar a la figura 13A només es va trobar una taca
diferencial corresponent a ZAG, mentre que en el cas d’ApoA-I es van trobar 6
taques diferencials. En la figura 13B i C podem observar més detalladament les
taques diferencials entre GESF-NR i GESF-R corresponents a ApoA-I, a més
també trobem marcat com a referéncia la taca SSP3217, la qual no és una taca
diferencial entre GESF-R i GESF-NR, si no que correspon a I’ApoA-| estandard
provinent de plasma. Entre totes les taques identificades com a ApoA-I per
espectrometria de masses, una presentava una elevada intensitat respecte les
altres, la SSP3304, tal com es pot observar en la figura 13 B, la qual té un pes

molecular més alt que la ApoA-l estandard (SSP3217).
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Tant la ZAG com I'ApoA-l van ser les proteines escollides per a una

posterior verificacio mitjiangant un metode alternatiu al 2D-PAGE.

La verificacio de ZAG va consistir en la seva deteccio de forma
individualitzada de cada un dels pacients inclosos en el pool d’orina de pacients
GESF-R i de pacients GESF-NR. La detecci6 es va realitzar mitjancant western
blot (carregant 20ug de proteina per pou). Es van detectar bandes
corresponents a ZAG en ambdoés grups, GESF-R i GESF-NR. Una posterior
guantificacié de la intensitat de les bandes observades amb el software
Quantity One (Bio-Rad Laboratories), va mostrar que els pacients GESF-R

tenien significativament (p<0.0001) més ZAG gue els pacients GESF-NR.

En la verificacio d’ApoA-I per western blot de forma individualitzada es va
observar que tots els pacients GESF-R presentaven la banda corresponent a
ApoA-I amb un pes molecular aparentment superior a la observada a la trobada
a plasma, i aquesta banda estava absent en els pacients GESF-NR. (Figura
14). Aquests resultats coincidien amb els observats en I'analisi protedmic per
2D-PAGE, on es va visualitzar una taca corresponent a ApoA-I (SSP3304) amb
un pes molecular més elevat que I'ApoA-l1 estandard. La nomenclatura
designada per aquesta ApoA-I trobada en orina d’'un pes molecular més elevat

va ser ApoA-Ib.
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Figura 13. Electroforesis bidimensional del pool d’orines dels diferents grups d’estudi.
A. Electroforesis bidimensional del pool de mostres d’orina de pacients GESF
trasplantats i amb recidiva (GESF-R). Es mostren les diferents taques identificades, amb els
nameros de referencia generats pel software d'analisis protedmic: A1AT, AMBP, HEMO,
TTHY, RET4, ZAG, ApoA-I. El quadre fa referencia a la zona magnificada de la imatge B i C,
on es mostren les formes diferencials d’ApoA-I trobades (SSP 2207, 3201, 3301, 3304, 2201 i
2202). B. Orina de pacients GESF no recidivants (GESF-NR) C. Orina de pacients GESF
recidivants (GESF-R). La taca SSP3304, anomenada ApoA-lb (encerclada) és la més intensa
de les ApoA-I diferencials trobades, amb un pes molecular aparentment més elevat que la
ApoA-l estandard trobada en plasma (SSP3217). Estan etiquetades també les taques no
diferencials per tal de facilitar la comparacio entre les dues imatges.
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Massa

Id. pl Tedrica Nomenclatura PUNtuACiG Peptide | % de | % LC-
UniProt | Teoric (KDa) taca (SSP) match cobertura | intensitat | MS/MS
0321 86 12 31 28
1305 80 10 27 35
1410 82 13 33 52
1414 92 27 50
1416 64 22 27
2417 143 20 33 81
2428 207 30 53 60
3317 183 18 39 83
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Taula 2. Identificacié per espectrometria de masses de les taques diferencials trobades
en pacients GESF R, respecte pacients GESF NR.
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Aixi doncs tant ZAG com ApoA-lb sembla que podrien ser almenys uns
bons biomarcadors de la recidiva, perd son necessari més estudis de validacio
tant per determinar la validesa d’aquests biomarcadors com per saber si
podrien tenir alguna implicacié en el desenvolupament de la malaltia de GESF

primaria.

. A

plasma
orina
plasma
orina
plasma

R 51 NR 04 R 30 NR 03

Figura 14. Western blot de verificacidé de 2 pacients inclosos
en el pool de GESF R (R 24 i R30) i 2 pacients inclosos al pool
de GESF NR (NR 04, NR 03), on podem observar la ApoA-Ib
en les orines dels pacients R , amb un pes molecular superior al
observat en les mostres de plasma.

Relacionada amb I'ApoA-I, també es va trobar la proteina ApoA-Il en un
estudi previ del grup, on l'objectiu principal era buscar el factor plasmatic
causant de la glomeruloesclerosis focal i segmentaria*?®. En aquesta ocasio la
proteina trobada no tenia un pes molecular diferent, si no que en comparar el
contingut proteic del plasma mitjancant 2D-PAGE, dels grups GESF familiar i
GESF idiopatica, es va observar que la proteina ApoA-Il apareixia en la seva
forma dimerica en ambdds grups estudiats, pero a més, el grup de GESF

idiopatics apareixia també la forma monomeérica d’aquesta proteina. El qual era
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curiés, doncs en ambdos casos el 2D-PAGE s’havia fet en condicions de
reduccié. D’aquest proteina i de la seva troballa se’n parlara més

detingudament a la secci6 de resultats, apartat 3.

3.4.2. Causa inicial del dany podocitari en GESF secundaria

En el cas de la GESF secundaria el dany inicial al podocit pot ser degut a

varies causes:

1. GESF genética/familiar/hereditaria: Causada per mutacions en
proteines dels podocits

2. GESF adaptativa: Causada per hiperfiltracié glomerular.

3. GESF induida per drogues/medicaments.

4. GESF associada a virus .

GESE FAMILIAR

Les formes familiars de GESF afecten tant a I'estructura com a la funcio
del podocit glomerular. Aquestes formes familiars es poden classificar en dos
grups: formes recessives les quals solen apareixer de manera primerenca i
formes autosomiques dominants que apareixen més tardanament. En general,
les formes recessives de GESF son causades per mutacions de pérdua de
funcié i es solen presentar durant la infantesa i solen ser més agressives,
mentre que la majoria de les formes dominants de GESF son causades per
mutacions de guany de funci6é i es caracteritzen per ser més tardanes i de

124

progressio lenta™". A la taula 3, trobem llistats alguns d’aquests gens causants

de GESF, pero cada dia el nombre de gens va augmentant.
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ZONA N .
AFECTADA GEN HERENCIA PROTEINA FENOTIP

NPHS1'%® AR Nefrina Sindrome nefrotica congénit
© NPHS2'28 AR Podocina SN corticorresistent, GESF
S congenits, infantil
= . Esclerosis mesangial difusa
= PLCE1" AR Fosfol -€1 A ’
© osfolipasa C -¢ GESF d'inici primerenc
2 proteina associada GEFS, model de ratoli deficient
g CD2AP'?® AD en CD2AP desenvolupa
g a CD2 (CD2AP) - desenvolup
2 proteindria severa
g TRPC6™ AD TRPC6 GESF en adults

ACTN4™° AD a-actina 4 GESF en adults
(1]
£ INF213L AD Formina invertida 2 GESF en adults
($) = T

L. f

S MYO1E™ AR Miosina 1E Sindrome nefrotica
- corticoresistent en l'infant
Q
© 133 Arhgap24

ARHGAP24 AD GESF en adolescent
= (RhoGAP) scents
() - —
8 ARHGDIA AR Arhgdia Sindrome nefrotica
o corticoressistent en l'infant

Sindrome de Frasier o Denys-
= w1 AD Tumor de Wilms Drash o Sindrome nefrotica
= aillat
4
Elevat risc de GESF o

@ APOL 1627 AR Apolipoproteina L1 d |nsuf|0|§n0|a renal en ,estat
@ terminal en poblaci6
i Afroamericana

Taula 3. Algunes de les causes genetiques de GESF i Sindrome nefrotica
corticorresistent; AR: Heréncia autosomica recessiva; AD: Heréncia autosomica dominant .

De tots els gens implicats en GESF, n’hi ha un que no afecta directament
el podocit, si no que es tracta d’'un parell de variants genétiques denominades
Gl i G2, presents en el gen APOL1. Aquests 2 al-lels son comuns en les
persones d'ascendéncia africana, i es caracteritzen per augmentar el risc de
desenvolupar GESF, hipertensié associada a malaltia renal i la nefropatia per
VIH®®137 | a variant G1 consisteix en una parell de mutacions de canvi de
sentit que afecten als aminoacids p.S342G i p.I384M i que gairebé sempre
s’hereten de forma conjunta; G2 en canvi consisteix en la delecié de 6 parells

de bases que afecta a dos aminoacids proxims a la regid6 C-terminal de la
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proteina (p.N388/Y389). Els individus homozigots o heterozigots per aquests
al-lels tenen entre 7 i 10 vegades més risc de desenvolupar GEFS o hipertensié
associada a la insuficiencia renal. | aquells individus que presenten les dos
variants genetiques de APOL1 tenen 30 vegades més risc de desenvolupar la

GESF associada a VIH6:138.139,

La forma no modificada de la proteina ApoL-1, confereix una immunitat
innata contra el trypanosoma brucei brucei el parasit causant de la malaltia de
la son, perdo hi ha dos subespécies, el T.brucei rhodensis i el T.brucei
gambiense que sbn resistents a la lisis per ApoL-1. Les variants G1 i G2 de
APOL1 mostren una major activitat litica contra la malaltia de la son provocada
per T.b.rhodensis, el qual molt possiblement dona pressid selectiva cap
aquests al‘lels, el que explicaria l'alta prevalenca d’aquestes variants en la
poblacié d’ascendéncia africana®®. EI mecanisme pel qual les variants G1 i G2
de APOL1 actuen sobre els podocits per causar la glomeruloesclerosis focal i

segmentaria encara no s’ha pogut determinar®1244°.

GESF ADAPTATIVA

Es creu que és el resultat a adaptacions estructurals i funcionals causades
per vasodilatacié intrarenal, augment de la pressio als capil-lars glomerulars i
increment de la filtracié plasmatica’*!. Aquesta resposta adaptativa pot ser
iniciada per la reduccio en el nombre de nefrones funcionals o per mecanismes
gue produeixen un estrés hemodinamic sobre una poblacié normal de nefrones
I com a consequencia un augment de la taxa de filtracio glomerular. En el
primer cas doncs les causes poden ser I'agenésia renal unilateral, la nefropatia

de reflux o simplement una baixa dotacié de nefrones a causa un baix pes al
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63,142

naixement , en el segon cas I'augment de taxa de filtracio glomerular esta

associada a cardiopaties congénites ciandtiques'*®, anémia falciforme*,

145 146 -

obesitat™™, abus d’andrc‘)genSGO, apnea del son'* i la dieta rica en proteines'*’.

La GESF adaptativa normalment s’associa a nivells normals d’albumina
en plasma, malgrat la proteindria en rang nefrotic. Les biopsies mostren

gloméruls engrandits, esclerosis perihil-liar i esborrament podocitari parcial***3.

GESF INDUIDA PER DROGUES/MEDICAMENTS

Una de les primeres drogues associades a GESF va ser I'heroina, pero
amb el pas dels anys i degut a 'augment de la puresa d’aquesta droga, la
nefropatia produida per I'heroina ha disminuit considerablement, el que
demostrava que el causant de la malaltia no era directament I'heroina en si,

sind els adulterants amb que es preparava®**®,

Tot i aixi, al llarg del temps, molts medicaments s’han relacionat amb
I'aparicio de GESF. Un és el pamidronat i altres bifosfonats, utilitzats per reduir
la reabsorcié Ossia en pacients amb mieloma i cancers metastasics*. Alguns
pacients que rebien aquest medicament desenvolupaven sindrome nefrotica i
lesions del tipus GESF, les quals remetien quan es deixava de donar el
medicament. Altres terapies com I'is d’interferd, també s’han relacionat amb
GESF™. L’efecte del interferd sobre els podocits en aquest cas es creu que és
un efecte directe degut a que els podaocits presenten receptors per el interferé a

i B, a més d’expressar antigens en resposta al interfero vy.

Pel que fa als ronyons trasplantats, els inhibidors de calcineurina tenen un
efecte directe sobre el citosquelet d’actina dels podocits'*>*. En alguns estudis,

s’ha pogut associar I'aparicio de GESF de novo a l'us de la ciclosporina'®, i es
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creu que aquestes lesions per I'Us dels anticalcineurinics sén degudes a la
isquémia aguda produida per la vasoconstriccié several®>7**°. A més de totes
les drogues mencionades fins ara, també trobem el sirolimus (o rapamicina) el
gual és un inhibidor de mTOR (diana de rapamicina en cél-lules de mamifer),
que també pot induir la formacié de GESF mitjangant la reduccio de I'expressio
de proteines podocitaries, inclosa la nefrina, aixi com modificar el citoesquelet

del podocit™* %8,

Altres medicaments de la familia de les antraciclines com soén
I'adriamicina i la daunomicina també s’han associat a GESF®, i fins i tot en el
cas de l'adriamicina és molt utilitzada en la creacid de models murins de

glomeruloesclerosis*®10%-162,

GESF ASSOCIADA A VIRUS

Els virus poden actuar sobre el podocits ja sigui per infeccié directa o per
l'alliberament de citoquines inflamatories que interactuen amb els receptors
dels podocits. El virus més estudiat és el VIH-1, el qual esta fortament associat
al desenvolupament de GESF, sobretot de la variant col-lapsant’®*™*®. S’ha
observat que el virus infecta directament podocits i cél-lules epitelials tubulars,

166-168  Nef és un factor de

gracies a les proteines estructurals Nef i Vpr
viruléncia que promou la desdiferenciacio i proliferacié de podocits, a més de la
desregulacié del citoesquelet d'actina*®®. Mentre que la proteina Vpr, la qual és
necessaria per I'entrada nuclear del complex de preintegracio del VIH-1, causa

la parada del cicle cel-lular de les cél-lules epitelials tubulars i 'apoptosis®’®*".

S’ha observat que de tots els pacients infectats per VIH, els

Afroamericans son meés susceptibles a desenvolupar la GESF col-lapsant,
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mentre que els Caucasics solen desenvolupar la glomeruloesclerosis

mesangioproliferativa o la malaltia de canvis minims®®%4,

Aquestes
diferencies venen donades per la presencia de dos al-lels de risc, G1 i G2 del
gen APOL1, els quals, com s’ha comentat anteriorment, solen estar més

freqiientment expressats en la poblacié Afroamericana’>1".

Un altre virus capacg d’infectar els podocits i les cél-lules tubulars, donant
lloc a la GESF col-lapsant és el Parvovirus B19*"*. També s’han trobat pacients
que presentaven GESF en ser infectats pel virus Epstein-Barr, el

citomegalovirus o pel virus del simi 40 (sv40)**">17

3.5. Tractament

El principal objectiu del tractament és promoure la remissié completa o
almenys parcial de la proteindria, el qual permetra conservar la funcié renal
durant un periode de temps més llarg. D’aqui la raé de que el tractament
depengui del grau de proteindria, de tal manera que en pacients GESF amb
proteinuria subnefrotica s’opta per un tractament més conservador sense I'Us
de immunosupressors, mentre que el tractament amb immunosupressors és el

tractament per excel-léncia en els casos de pacients amb sindrome nefrotica®””.

En cas de les GESF secundaries, al saber-ne el causant, el tractament es
basa en resoldre la causa subjacent de la lesié. A més de la reduccié de la
pressid sistémica i intraglomerular mitjangant inhibidors del sistema renina-
angiotensina (IECAS i ARAII). Malgrat que el seu benefici en quant a la
proteinuria i a I'evolucié renal son molt variables, son molt emprats degut al

baix risc que comporta la seva administraci¢®*"8,
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El tractament en la GESF primaria es basa en I'is de immunosupressors,
que a meés de les propietats immunosupressives sistémiques, s’ha observat que
en alguns casos exerceixen efectes directes sobre els podocits. Sén per
exemple el cas dels inhibidors de la calcineurina, els quals s’ha observat que
estabilitzen el citoesquelet d’actina™ o el rituximab que te un efecte

antiproteinuric directe prevenint la disrupcio del citoesquelet d’actina™™®.

Les guies KDIGO recomanen iniciar el tractament amb dosis elevades
(Img/Kg/dia) de prednisona, la resposta a aquest glucocorticoide en adults pot
trigar fins a 16 setmanes, i és en el moment en que s’observa la remissié quan
es va reduint paulatinament I'administracié de la prednisona fins a la completa
supressio del tractament®. S’entén com a remissié completa la disminucié de
la proteindria a valors inferiors de 300 mg/g i com a remissio parcial una
disminucié del 50% de la proteindria, amb valors d’aquesta entre 300 i 3500

mg/g, a més d’una funcié renal preservada o millorada en ambdés casos™®.

El tractament amb prednisona presenta certs inconvenients, com son els
efectes adversos, doncs a llarg termini la majoria del malalts acaba recidivant i
desenvolupant corticodependencia, definida com 2 recidives durant la reduccio
del tractament o en un termini maxim de 2 setmanes després de completar la
terapia esteroide, o corticoresistencia, es a dir persistencia de la proteindria de
rang nefrotic malgrat la prednisona durant almenys 4 mesos. Per aquest motiu
s’aconsella I'is de inhibidors de la calcineurina, ja sigui ciclosporina o

tacrolimus, malgrat el potencial risc de nefrotoxicitat.

La ciclosporina (CsA) no nomeés exerceix una accié immunosupressora,

sind6 també té un efecte antiproteinuric propi. S’ha demostrat que I'efecte
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antiproteinuric de la CsA ve donat pel bloqueig de la desfosforilacié produida
per la calcineurina de la sinaptopodina, el qual permet la organitzacié de
l'actina, conferint aixi certa estabilitzacio del citoesquelet d'actina dels
podocits™'. A més s’ha observat que la CsA, tot i poder ser un dels causants
de GESF de novo®?, juntament amb esteroides tenen més bons resultats en
guant a la preservaci6 de la funcié renal respecte la prednisona per si

SO|3181'182.

Pel que fa al tacrolimus (FK-506), I'accié com anticalcineurinic és similar a
la de la CsA, pel que es pot fer servir com inhibidor alternatiu a la CsA. En un
estudi de Segarra et al.'®® un 68% dels pacients adults GESF corticorresistents
tractats amb una terapia combinada de tacrolimus i esteroides van registrar una
disminucié de la proteinuria, i d’aquests un 58% van fer una remissié completa.

Altres estudis amb resultats similars van ser els de Duncan et al*®* i Westhoff et

a|185.

En un estudi realitzat per Choudhry S et al*®

on es comparava I'us de
tacrolimus respecte CsA, en ambdds casos amb combinacié amb esteroides
amb dosis baixes, es va observar que tant tacrolimus com CsA tenien una
eficacia similar en induir la remissié en pacients amb GESF corticoresistents.
Determinant per60 que la terapia amb tacrolimus era una alternativa

prometedora a CsA, a la vista del menor risc de recaigudes i d'efectes

secundaris.

En resum, els inhibidors de la calcineurina (tant la ciclosporina com el
tacrolimus) sén medicaments importants i eficacos en el tractament de GESF i

de les seves recidives. La necessitat de tractament a llarg termini amb aquests
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inhibidors perd és un desavantatge important a causa dels possibles efectes
secundaris. Per tant, la vigilancia de les biopsies renals és important, durant

aguets tipus de terapies.

L’us de glucocorticoides i inhibidors de la calcineurina tenen éxit en
aproximadament el 50% dels pacients. Perd0 no son les Uniques terapies
existents, tant per disminuir la proteindria com per pervenir les recidives de

GESF s'han provat altres tractaments, com per exemple:

e Plasmaferesis: la plasmaferesi s'ha utilitzat com a tractament de
primera linia per la GESF i la recidiva de GESF després del

trasplantament durant gairebé 20 anys’*’®:181.187-189

Quan es
revisen els resultats de la literatura més recent, és evident que la
plasmaféresis és una terapia util ja que és segura amb efectes
secundaris minims i no es registren esdeveniments adversos
greus. Segons informes publicats, la plasmaféeresi sembla ser
moderadament efectiva com a profilaxis contra la recurréncia de
GESF abans del trasplantament renal i com a tractament de la
recurréncia després del trasplantament, amb una taxa de resposta
aproximadament del 60%*°%*°*, En general, els pacients més joves
poden ser més sensibles a la terapia amb plasmaféresi. A més, es
pot utilitzar com a Unica modalitat terapeutica amb bons
resultats™®'. Tanmateix, és important reconéixer que, en la majoria
de casos, es necessita lI'administracié de modalitats de tractament

addicionals per aconseguir la remissié o una reduccio significativa

de la proteindria, ja que aproximadament un 40% de les persones
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afectades no responen a la terapia amb plasmaferesis com a Unica
intervencié terapéutica®.

Hi ha un tipus especific de terapia d’aféresis, I'aferesis de LDL amb
una columna d'absorcié especifica per a aquestes particules
lipidiques, que s'ha utilitzat per tractar la hipercolesterolémia
familiar, i que ha estat efectiva en una petita série de pacients amb
GESF192_194.

Agents alquilants: Les dades disponibles actuals no so6n
compatibles amb I'is general d'agents alquilants en el tractament
de GESF en adults®. En estudis realitzats amb pacients
glucoresistents que utilitzaven el micofenolat mofetil (MMF), es van
obtenir una resposta baixa al tractament en un 15-20% dels casos.
En un altre estudi més recent on es comparava I'is del MMF +
dexametasona respecte la CsA, es va observar que després d'un
any de tractament no hi havia diferencies significatives de remissio
entre ambdés tractaments®?,

Anticds monoclonal contra les cél-lules B (rituximab): L'Us del
rituximab avui en dia encara és forga controvertit doncs aixi com hi
ha informes de casos on sembla que el seu Us podria ser Gtil per a
la recidiva de GESF'*'% també es troben dades que demostren
el contrari, on el rituximab a semblat ser ineficag per aquesta
recidiva 19771%.

Sirolimus o rapamicina: no es un inhibidor de la calcineurina, pero
té un efecte immunosupresor semblant. S’ha descrit en casos

anecdotics per ser efectius en el tractament de GESF; Tanmateix,


https://es.wikipedia.org/wiki/Calcineurina
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aguest farmac pot afectar la integritat del podocit i predisposa als
pacients a lesions glomerulars, per aix0 actualment no es
recomana®®.

e Galactosa: La galactosa te una gran afinitat pels factors
permeabilitzadors i tedricament podria  abolir I'activitat
permeabilitzadora del plasma®. El 2009 es va publicar un primer
cas d’'un pacient que en rebre galactosa oral com a tractament
d'altim recurs, va experimentar una remissio de la sindrome
nefrotica®®, a partir d’aqui diversos estudis han sorgit donant en

9495201 'Un punt important d’aquest

alguns casos bons resultats
tractament amb galactosa és l'abséncia d’efectes secundaris,
malgrat tot son necessaris estudis amb cohorts de pacients més
grans.

e Una aproximacié terapéutica molt emprada es la de Canaud®®?, que

consisteix en I'ds concomitant d’altes dosis d’esteroides,

ciclosporina i plasmaferesi.

Malgrat els tractaments aproximadament un 55% dels pacients amb
GESF primaria amb insuficiencia renal en estadi final que son sotmesos a un
trasplantament, pateixen un recidiva de la malaltia en 'empelt. Els factors de

risc d’aquesta recidiva son***:

e Edat i sexe: S’ha observat en diferents estudis que existeix una
relacio inversa entre l'edat del pacient i la probabilitat de
recurréncia, determinant aixi que com meés jove és l'acceptor de

'empelt més probabilitats te de patir una recidiva de la
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malaltia®®?%*2%: pel que fa al sexe hi ha dades que demostren una

major incidéncia en les dones?*>%°,

e FEtnia: Diversos estudis demostren que els afroamericans presenten
una menor incidencia de la recidiva respecte altres races/etnies,
com els caucasics, els hispans i els asiatics?°2°72%8,

e La rapida evolucio a la insuficiencia renal (menys de 3 anys) del
rony0 natiu, elevada proteindria abans del trasplantament, i la

pérdua anterior d’empelts per recidiva sén també factors que

augmenten el risc de recidiva®.

En aquests casos el tractament post-trasplantament es basa en
intensificar la immunosupressié. Com ja s’ha dit anteriorment s’ha observat
que la plasmaferesis i la immunoadsorcié de proteines poden reduir
notablement I'excrecio urinaria de proteines i induir una remissié completa en
alguns casos, perdo generalment no aconsegueixen una remissié sostinguda,

d’aqui el seu s combinat amb les altres terapies existents ja comentades.

4. Lipoproteines d’alta densitat (HDL)

Aquesta tesi es troba centrada en I'estudi de les Apolipoproteines A-I i A-
Il, i la seva relaci6 amb la malaltia de GESF. Tenint en compte que ambdues
proteines soén, entre d’altres, components principals de les HDL, és necessari
entendre que son, de que estan compostes i quina és la biosintesi d’aquestes

lipoproteines.

Les HDL son les lipoproteines més petites i denses de tot el grup de

lipoproteines (la seva mida oscil-la entre 7 i 13nm), aixo ve donat pel fet que
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contenen una gran proporcié de proteines (aproximadament el 50%)°°. Segons
la seva densitat es poden classificar en dos subpoblacions majoritaries®*,
HDL, amb una densitat de entre 1.063 i 1.125 g/ml i les HDL3 la densitat de la
qual esta entre 1.125 i 1.210 g/ml. A més també es possible una
subclassificacié d’aquestes dos gran poblacions mitjangant I'is d’electroforesis
nativa, es a dir, mitjancant métodes no desnaturalitzants, el qual ens permetra
obtenir les segients subfraccions segons el diametre: HDL3. (7.6nm), HDL3;, (8
nm), HDLsza (8.4nm), HDLa (9.2nm) i HDL,, (10.6nm)?*. Un altre meétode de
classificacio es basa en la presencia o abséncia de les ApoA-l i ApoA-I1l, doncs
son les dues proteines meés abundants de les HDL, sent ApoA-I majoritaria, aixi
doncs trobarem els seguents grups, LpA-I, HDL que només conten ApoA-I,

LpA-II Gnicament ApoA-II i LpAl:All, conté ambdés tipus de proteines®?.

Les principals proteines que formen les HDL sén ApoA-l, ApoA-Il,
Apolipoproteina E, Apolipoproteina C, Apolipoproteina A-IV, sent les
majoritaries la ApoA-l i la apoA-ll, a més també trobem enzims associats al
metabolisme de les HDL com sén la proteina transferidora de esters de
colesterol (CETP), proteina transferidora de fosfolipids (PLTP) i Ila
lecitina:colesterol acil-transferasa (LCAT). En aquesta tesi ens centrarem en
'ApoA-I i 'ApoA-Il, les quals son les proteines trobades en realitzar I'estudi
proteomic del plasma i la orina de pacients GESF respecte diferents tipus de
controls, i es postulen com a possibles biomarcadors de la malaltia de GESF i

la seva recidiva.

La biosintesi de les HDL és un procés on es suma la sintesi i secreci6 de

les proteines que conformen les HDL, I'adquisici6 del component lipidic

(fosfolipids i colesterol) i per Gltim la maduracié de la particula de HDL?*.
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Les HDL es produeixen al fetge i a I'intesti en forma de petites particules
discoidals riques en proteina (pobres en lipids) i es van organitzant en el
plasma a partir de components de la degradaciéo d’altres lipoproteines. La
funcié més coneguda de les HDL és el transport revers de colesterol, consistent
en el flux de colesterol des de les cel-lules dels teixits periferics fins al fetge on
sera eliminat per les vies biliars. Aquest flux es pot dividir en tres etapes: el flux
de colesterol, I'esterificacid del colesterol i la captacié d’aquests ésters de

colesterol per part del fetge®™.

La primera etapa es pot donar de manera inespecifica i passiva o de
manera especifica i activa, en I'Gltim cas mitjangant el transportador ABCA1
(ATP-binding cassette trasporter), que facilita el transport actiu de colesterol
lliure i fosfolipids des de l'interior cel-lular cap a les HDL naixents. En la segona
part del transport revers, les HDL naixents extreuen el colesterol de les
membranes cel-lulars i el converteixen en ésters de colesterol mitjangant la
LCAT associada, que és previament activada per 'ApoA-l. L'augment de
colesterol esterificat en el nucli de les HDL anira incrementant la mida i
arrodonint la forma de les HDL, fins que finalment en la ultima etapa, aquest
contingut de ésters de colesterol sera alliberat al fetge per a la seva degradacié

(Figura 15) 2.
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Figura 15. Flux i transport revers de colesterol. ABCA;
facilita el flux de fosfolipids i colesterol cap a ApoA-I per tal de
generar les HDL naixents. La LCAT, utilitza els fosfolipids i
colesterol d’aquestes HDL per esterificar el colesterol, donant a
lloc a particules de HDL globulars. Aquestes ultimes serviran
com a acceptors de colesterol adicional extret de les cel-lules
mitjangant I'ajuda del transportador ABCG; (més expressat en
macrofags). Les HDL passen a la circulacio i els esters de
colesterol son extrets selectivament per SRB1 (scavenger
receptor B1) situat principalment al fetge. Els hepatocits
excretaran el colesterol cap a la bilis.

A més també existeix una transferencia no especifica de colesterol entre
diversos tipus de lipoproteines, en un procés que és catalitzat per la proteina
transferidora d'ésters de colesterol (CETP). El resultat final de la seva accio
depen de la concentracié de les diferents lipoproteines i del seu temps de vida
mitjana, i consisteix en la transferéncia de colesterol de HDL a LDL i VLDL, i de

triglicérids de VLDL a HDL?*,
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4.1. Apolipoproteina A-I

L’ApoA-I és el principal component proteic de les HDL, constituint fins a un
70% d’aquestes. També es pot trobar en petites concentracions en
guilomicrons, perd no en les lipoproteines de baixa i molt baixa densitat (LDL i
VLDL) les quals estan compostes per la apolipoproteina B-100. Per tant no es
d’estranyar que les principals funcions de les particules de HDL siguin dutes a
terme per 'ApoA-I, com per exemple la unio a lipids, el flux de colesterol dels
teixits periferics cap al fetge per a la seva secrecid, a més de la ja esmenada

activacio de la lecitina:colesterol acil-transferasa (LCAT)?>%°,

4.1.1.Biosintesis i secrecio

La proteina ApoA-I es sintetitza al fetge i a l'intesti, a partir del gen APOA1
gque es troba en la regi6 23 del cromosoma 11, en forma de pre-pro-
proteina®®. El segment pre, format per un total de 18 aminoacids (aa)
constitueix el peptid senyal, i dirigeix la proteina al reticle, on s’escindeix
aguesta pre-sequéncia mitjancant la peptidasa senyal, el hexapéptid (6aa) que
constitueix la pro-sequéncia, s’elimina un cop la proteina ja ha estat secretada

per la cél-lula, mitiancant la metaloproteasa BMP-1%'

, S’ha vist que la seva
presencia es essencial per a la sintesi i secreci6 efectives de I'apoA-I1, pero que
la seva posterior escissid és un important requisit per a I'efectiva interconversio
de subfraccions HDL, es a dir per a la seva maduraci6?*®2*°. Al final del procés,
la proteina madura esta composta per un total de 243aa, que li confereixen un

pes molecular de 28.1KDa*%°.

En lintesti ApoA-l és sintetitzada de forma minoritaria, i es secreta
formant part dels quilomicrons. En el fetge, on es produeix la major part de la

seva sintesi, es secreta majoritariament com a ApoA-I lliure de lipids.
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4.1.2. Estructura
Com ja s’ha mencionat, 'ApoA-lI madura esta formada per un total de
243aa amb un pes molecular de 28.1KDa. El gen APOA1 a partir del qual es
sintetitza aquesta proteina esta format per 4 exons i 3 introns. El primer dels
exons no es tradueix, sind que la pre-pro-proteina, que conté el péptid senyal i
el pro-péptid s’obté a partir de la traduccio del segon exo, i sera a la meitat del
tercer exd on trobem els aa que conformaran la proteina madura. El peptid
senyal (18 aminoacis) s’elimina abans de que la proteina sigui secretada per la
cel-lula. Els primers 43 residus de la proteina madura (N-terminal) contenen un
domini globular que es creu que juga un paper important en la iniciacio de la

221 |a resta

unio a lipids i en la formacié de les particules de HDL naixents
d’ApoA-I (aa 43-243), conté 10 repeticions en tandem separades quasi sempre
per una prolina i que formaran una a-helix amfipatica amb els residus hidrofils i

hidrofobs en costats oposats de la hélix???

(Figural6). La regio central és on es
troba el domini per a l'activacié de la LCAT?*?* | és la que proporciona

estabilitat a les HDL??. El domini C-terminal, és vital per a la interaccié amb els

226 |227

fosfolipids“*®, aixi com per promoure el flux cel-lular de colestero

Pel que fa a l'estructura d’ApoA-I formant part de les HDL, existeix una
certa controversia, donada per la dificultat en la cristal-litzacié per a la resolucié
de I'estructura per difraccié de rajos X. Una de les opcions més estesa pero, és
el doble cinturd, on les molécules d’ApoA-I envolten la bicapa de fosfolipids
formant un dics amb una orientacié antiparal-lela. En aquest model hi ha certes
discrepancies pel que fa a l'orientacié exacte de les molécules d’ApoA-I, doncs
també es creu que podrien estar distribuides formant una estructura de

forca?®2% (figural7).
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A

1 MKAAVLTLAV LFLTGSQARHFWOQDEPPQS PWDRVKDLAT VYVDVLKDSG
51 RDYVSQFEGSALGKQLN LKLLDNWDSVTST FSKLREQLGP VTQEFWDNLE
101 KETEGLRQEM SKDLEEVKAK VQPYLDDFQK KWQEEMELYR QKVEPLRAEL
151 QEGARQKLHE LQEKLSPLGE EMRDRARAHV DALRTHLAP YSDELRQRLAA
201 RLEALKENGG ARLAEYHAKA TEHLSTLSEK AKPALEDLRQGLL PVLESFK
251 VSFLSALEEY TKKLNTQ

B

Figura 16 A. Seqiéncia de la proteina ApoA-l (P02647) on podem observar en
vermell la seqliéncia del pre-pro-péptid, la part sense subratllar correspon al péptid
senyal, mentre que els aminoacids subratllat fan referencia al propeptid, tota la
seqiiencia en vermell sera escindida, per formar la proteina madura de 243aa. En
verd la zona N-terminal amb el domini globular, i en negreta i blau alternats les 10
repeticions en tandem que formaran la a-hélix. B. Estructura secundaria de I’ApoA-
I lliure de lipids, extreta de RCSB Protein Data Bank®”’.

Figura 17 Imatge de les possibles orientacions que adopta ApoA-I envoltant la
bicapa lipidica. En la primera imatge observariem la forma antiparal-lela, mentre que

la segona correspondria a la distribucié en forma de forca®®.
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4.1.3.Variants geneétiques d’ApoA-I
Actualment hi ha descrites més de 60 variants que afecten al gen
d’APOAL, la meitat de les quals afecten a la viabilitat funcional de la proteina, i
es troben associades a baixes concentracions d’ApoAl - HDL, ja sigui per falta
0 molt baixa activacié de LCAT o per formacié de diposits amiloides d’ApoA-I; A
més del fet que les baixes concentracions de HDL estan estretament

relacionades amb el risc de patir malalties cardiovasculars®*2%,

Existeix una excepcié, anomenada ApoA-I Milano®®, que consisteix en
una substitucié d’arginina per cisteina (p.R173C), i tot i estar relacionada amb
baixos nivells de HDL, proporciona proteccio contra les malalties
cardiovasculars. En fer estudis amb aquesta variant es va observar que la
mutacié que contenia afavoria la unié a lipids i que el catabolisme de les
particules de HDL en els individus portadors de la mutacié estava accelerat, per
tant tot i tenir una menor concentracio de HDL en el plasma, aquestes eren

molt més eficients realitzant la seva funcié de transport revers del colesterol?®’.

4.2. Apolipoproteina A-ll
L’ApoA-Il és la segona proteina més abundant de les HDL i representa un
20% del contingut proteic total d’aquestes. El gen que la codifica es troba en la

regi6 q21-23 del cromosoma 1%

, el qual dona un péptid madur de 77
aminoacids i 8.7 KDa . Es sintetitza principalment al fetge, i en més petita
quantitat a l'intesti. Normalment es sol trobar en plasma formant homodimers
units per ponts disulfur mitjancant la Unica cisteina existent en cada
molécula®®®. Malgrat tot, també es pot trobar formant heterodimers d’ApoA-I|
amb ApoE i ApoD, i en alguns casos, molt menys frequentment, es troba la

forma monomerica*%?*,
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La funcié principal d’ApoA-Il en les HDL és estructural, perd diversos
estudis la relacionen també amb les lipases hepatiques i amb la LCAT, tot i que
en aguests casos no esta tant clar exactament quin paper tindria. Hi ha estudis

2 mentre que n’hi ha

contradictoris on relacionen ApoA-ll amb Iactivacio®
d’altres que afirmen que ApoA-Il inhibeix la lipasa hepatica?**%**. També hi ha
descrits efectes oposats respecte si les HDL que conten ApoA-lI i Apo-All
afavoreixen o contraresten el flux de colesterol cel-lular®*?%*. El que si esta
més clar és el fet que, tot i no ser un cofactor de la LCAT com 'ApoA-I, ApoA-ll

en elevades concentracions pot bloquejar-ne la seva activacié®*’—2*°.
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HIPOTESI

La GESF idiopatica es una malaltia renal associada a sindrome nefrotica,
sense tractament efectiu, i causada per un factor plasmatic desconegut que
permeabilitza els glomeruls. Molts pacients GESF evolucionen a malaltia renal
terminal, requerint transplantament renal, amb el greu problema que un
important  percentatge d'aquests pacients recidiva, implicant nous
transplantaments. S’han utilitzat técniques protedmiques per detectar el
potencials inductors de la malaltia i molécules que puguin servir com a
marcadors pronostics de recidiva. Hem trobat especificament associades a
GESF idiopatic unes formes modificades de apolipoproteines de HDL: una
d'apolipoproteina A-11 (ApoA-1im) al plasma dels pacients GESF idiopatics, i una
d'apolipoproteina A-1 (ApoA-Ib) a 'orina dels pacients trasplantats amb recidiva
de GESF. Aguestes dades, junt amb les aportades per altres investigadors,
suggereixen que les apolipoproteines A poden estar implicades en la patogénia

de GESF.
D’aqui la seguent hipotesis de treball:

“Les formes modificades d’ApoA que hem trobat als pacients de GESF
idiopatica poden estar implicades a la patogénia de GESF i poden servir com a

biomarcadors predictius de recaiguda de GESF post trasplantament.”
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Per tal de resoldre la hipotesi els objectius plantejats son els seglents:
1. Validacié de les proteines diferencials trobades per 2D-PAGE (ZAG i
ApoA-Ib) entre pacients GESF recidivants i GESF no recidivants.
2. Optimitzacié i translacio a la clinica dels biomarcadors de recidiva de
GESF idiopatica post trasplantament.
a. Determinaci6 d'Apoa-lb en orina mitjancant meétodes
automatitzats.
b. Optimitzacio western-blot de ApoA-lIm en sang.
c. Relacioé d’ApoA-Ib i Apo-Il a orina.
3. Caracteritzar la naturalesa de la modificacio de la ApoA-Ib i ApoA-lIim
dels pacients GESF idiopatics.
a. Determinacié de possibles variacions genetiques en els gens
APOALl i APOA2
b. Determinaci6 de possibles modificacions post-traduccionals
(PTM).
4. Estudiar la presencia de ApoA-Ilb en pacients GESF idiopatics no
trasplantats.
a. Determinacié de la presencia de ApoA-lb en pacients no
trasplantats.
b. Seguiment pre-trasplantament, post-trasplantament immediat, i
cada 3 mesos, de la presencia de ApoA-Ib
5. Establir la implicacio de la ApoA-Ib en les recidives GESF.
a. Estudiar la presencia de ApoA-I en biopsies de ronyé de pacients
GESF
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b. Efectes de la ApoA-Ib en el seu entorn fisiologic
c. Extraccio de ApoA-Ib del plasma de pacients GESF
d. Efecte de la ApoA-Ib in vivo.
6. Dissenyar estratégies terapéutiques per evitar recidives basades en el
seu us com biomarcador pronostics o, si es demostra la seva

patogenicitat, definint estrategies terapeutiques.
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1. Pacients

Les mostres biologiques de pacients es van obtenir seguint les directrius
del projecte PR-IR 103/2008 aprovat pel Comité Etic d’Investigacié Clinica
(CEIC) del Institut Recerca HUVH, informant als pacients de la realitzacié de
l'estudi i obtenint el consentiment informat. Es va seguir en tot moment la
normativa nacional i europea sobre estudis clinics i proteccid de dades de
caracter personal. Les dades dels pacients inclosos en [lestudi, tant
demografiques com cliniques, es van introduir en una base de dades creada en

OpenOffice Base (OpenOffice).

Per a la obtencio de les mostres d’orina, plasma i DNA es va comptar amb
la participacié de varis hospitals espanyols: Hospital Universitari Vall d’Hebron
(Barcelona), Fundaciéo Puigvert (Barcelona), Hospital del Mar (Barcelona),
Hospital Clinic (Barcelona), Hospital Universitari Germans Trias i Pujol
(Barcelona), Hospital Juan Canalejo (A Corufa), Hospital Universitario Puerta
del Mar (Cadiz), Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia), Hospital
Universitario Ramon y Cajal (Madrid), Hospital Universitario La Paz (Madrid),
Hospital Clinico San Carlos (Madrid), Hospital Universitario Carlos Haya
(Malaga), Hospital Universitario La Fe (Valencia), Hospital Virgen del Rocio
(Sevilla), Hospital Universitario Cruces (Barakaldo), Hospital Universitario
Miguel Servet (Zaragoza), Hospital General Universitario de Alicante (Alacant),

Hospital Universitario Reina Sofia (Cordoba).

Les mostres de bidpsies es van obtenir del servei d’anatomia patologica

del Hospital Universitari Vall d’Hebron.
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Del total de mostres de pacient recollides es van utilitzar diferents
subgrups segons les necessitats de cada un dels experiments realitzats. Les
caracteristiques de cada un d’aquets subgrups utilitzats es troben detallades en

I'apartat de resultats corresponent segons cada cas.

2. Obtencio i processat de mostres biologiques

Es van obtenir mostres d’orina i plasma de tots els pacients, aixi com
mostres de DNA i biopsies de ronyd dels subgrups detallats en la seccio de

resultats. El processament d’aquestes mostres es detalla a continuacié

2.1. Plasma

Es van recollir 10 ml de sang de cada pacient en tubs amb EDTA (BD
Vacutainer®, ref 367653), per evitar la coagulacié. La sang es va centrifugar a
3000 rpm durant 10 minuts a temperatura ambient, i es va recollir el
sobrenedant (plasma), el qual despres de ser aliquotat i etiquetat es va

conservar a -80 °C fins al moment de ser utilitzat.

2.2. Orina

La orina recollida en un pot de 100 ml estéril, es va traspassar a 2 tubs
falcon™ de 15 ml i es va centrifugar a 3000 rpm durant 10 minuts per eliminar
restes cel-lulars que poguessin estar presents en la mostra. El sobrenedant es
va congelar a -20 °C per tal que les sals precipitessin. Posteriorment es va
descongelar, tornar a centrifugar 10 minuts a 3000 rpm i es va recollir el
sobrenedant per poder concentrar-lo. La concentracié es va realitzar per

ultrafiltracié per membrana de 3KDa de tall (Merck-Millipore, UFC900324),
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seguint els seguents parametres: centrifugaci6 a 5000xg i a 4°C en una
centrifuga d’angle fix, deixant-ho I'estona convenient (normalment entre 1 hora i
1hora 30 minuts) fins a obtenir un volum final de 500-750pl. L'orina concentrada
degudament etiquetada es va conserva a - 80 °C. Posteriorment es va

guantificar la proteina d’aquestes orines mitjangant el métode Bradford.

QUANTIFICACIO DE PROTEINES EN ORINA (METODE BRADFORD)

Es va utilitzar aquest metode de quantificaci6 en totes les orines
concentrades recollides, per tal de poder carregar la mateixa quantitat de
proteina en els SDS-PAGE (apartat 3.1). EI métode utilitzat va ser el Pierce™
Coomassie (Bradford) (Thermo Fisher Scientific Inc, 23200), on es fa servir un
estandard d’albumina per a la recta patr6 a partir de la qual s’extreu el valor de
proteina de la propia mostra. Aquesta técnica es interferida per detergents pero
€s compatible amb reductors. Compatible amb tris 2M, DTT 5mM, 2ME 1M,

azida sodica 0.5%, leupeptina 10mg/ml, PMSF 1mM, urea 3M.

En un primer moment, es van diluir les mostres amb aigua MilliQ a

diferents concentracions:

a. Diluci6 1:10: En el cas dels controls sans o pacients sense
proteindria.

b. Diluci6 1:100: Pacients amb sindrome nefrotic. En aquest cas, a
vegades es va necessitar diluir fins a 1:500, a causa de l'elevada
proteindria.

La corba estandard utilitzada en el nostre cas va ser la que te un rang de

deteccié de 0.2 a 1.5ug/ pl. | es va preparar diluint a diferents concentracions
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l'estandard d’albumina (BSA) (Thermo Fisher Scientific Inc, 23209) segons

indica la taula 4.

BSA (2mg/ml) | Aigua | Concentracié BSA

pl pl Hg/ul

0 50 0

5 45 0,2

10 40 0,4

15 35 0,6

20 30 0,8

25 25 1

30 20 1,2
37,5 12,5 15

Taula 4. Taula de concentracions de la recta patré

Per analitzar grans quantitats de mostres es van utilitzar plaques de 96
pous. Van ser necessaris 250 ul de reactiu de treball per cada mostra amb els
seus respectius triplicats i per a cada estandard que es va analitzar. Es van
aplicar 5 ul de mostra o estandard en els pous de la placa corresponent, es van
afegir 250 pl de reactiu de treball, tapar i agitar suaument durant 30”. Es va
deixar a temperatura ambient durant 10minuts i es va fer la lectura amb el

lector de plaques ELx800 (BioTek) a 590nm.

2.3. DNA

EXTRACCIO DEL DNA

Per a I'extraccio de DNA a partir de sang total es va utilitzar el kit
comercial de Gentra Puregene Blood kit (QIAGEN Sciences, 158467), partint
d’l ml de sang total de cada pacient en tubs amb EDTA (BD Vacutainer®,
367653), per evitar la coagulacid. El protocol seguit per a I'obtencié del DNA va

ser el especificat pel kit.
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En un primer pas es procedeix a la lisi cel-lular:

1. Es va afegir 1ml de sang total en un tub de 5 o 10ml, que contingui
3ml de RBC Lysis Solution (llisa els eritrocits). Barrejar per inversio i
incubar 10minuts a temperatura ambient. Tornar a invertir el tub
durant la incubacié, almenys un cop.

2. Es va centrifugar a 2000g durant 10 minuts. Treure el sobrenedant
amb pipeta pasteur estéeril deixant el pellet amb uns 100-200ul del
liquid residual.

3. Posteriorment es va vortejar el tub vigorosament per tal de
resuspendre les cel-lules. Aixo facilita la lisi cel-lular en el pas n°4.

4. Per a llisar les cél-lules es va afegir 1ml de Cell Lysis Solution i es
va pipetejar amunt i avall amb pipeta pasteur esteril nova. Si tenim
ceél-lules senceres després de barrejar, s’incuba a 37°C, fins que es
veu la solucié homogénia. Les mostres es mantenen estables, en la
solucio de lisi i a T2Bambient durant 18 mesos coma minim.

El seglient pas consisteix en la precipitacié de proteines:

1. Esva deixar refredar les mostres fins a temperatura ambient.

2. Al llisat cel-lular se li van afegir 333ul de Protein Precipitation Solution.

3. Es va vortejar vigorosament durant 20segons com a minim (millor 2 x
20seqg) per barrejar bé i que quedi homogeénia.

4. La centrifugacié es va realitzar a 2000g durant 10minuts. El precipitat
de proteina forma un pellet consistent i de color marré fosc. Si el
precipitat no es veu prou consistent, s’ha de tornar a repetir el pas n°3,

incubar durant 5min en gel i tornar a centrifugar com en el pas n°4.
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Finalment es precipita el DNA i s’hidrata per tal de poder guardar-lo:

1.

9.

El sobrenedant es va passar amb pipeta pasteur esteril nova en un tub
de 5 0 10ml nou, que contingui 1ml d’isopropanol 100%.

Es va barrejar el sobrenedant invertint el tub fins a observar el DNA en
forma de medusa o filets.

Posteriorment es va centrifugar a 2000g durant 3minuts per precipitar
el DNA que formara un pellet petit i blanc.

El sobrenedant es va descartar decantacio i es va assecar el tub amb
paper absorbent deixant-lo breument boca avall. Es va afegir 1ml
d’Etanol 70% i es va invertir el tub varies vegades per a netejar el
pellet de DNA.

Es va centrifugar a 2000g durant 2minuts. A continuacié es va treure
'etanol per decantaci6 amb molt de compte. El pellet es pot
despendre, per tant, vigilarem el pellet de DNA. Si el pellet es desprén,
centrifugarem de nou 2minuts més.

Es va deixar el tub boca avall i assecar durant 15minuts a T2ambient.
Finalment es van afegir 100ul de DNA Hydration Solution (la
concentracié final de DNA era aproximadament de 300ug/ml; en els
casos que era molt més elevada es va diluir amb més hydration
solution o amb aigua esteril).

Es va deixar que es dissolgués el DNA O/N a 37°C o a 65°C durant
lhora.

La mostra es va traspassar a un tub eppendorf de 0.5 0 1.5ml.

10. Es va identificar correctament i es va guardar una aliquota a 2-8°C (la

d’us habitual) i una altre a -80°C.
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QUANTIFICACIO | QUALITAT DEL DNA OBTINGUT

La concentraci6 del DNA es va mesurar espectrofotometricament
(Nanodrop 1000, Thermo Fisher Scientific Inc), mesurant 'absorbancia del DNA
a 260nm i el quocient 260nm/280nm, on I'absorbancia a 280nm correspon a la
presencia de proteines i substancies organigues contaminants que contingui la
mostra. Aquest quocient és un indicador de la puresa del DNA i ha de tenir un

valor entre 1.6 1 2.

2.4. Biopsies

Les biopsies de ronyd van ser proporcionades per el servei d’anatomia
patologica del Hospital Universitari de Vall d’Hebron. Els talls histologics ja

estaven inclosos en parafina sobre un portaobjectes.

3. Analisis de proteines

3.1. SDS-PAGE d’una dimensié o western blot (\WB)

ELECTROFORESIS

La electroforesis en gels d’acrilamida en presencia de SDS, és la técnica
més utilitzada per la separacié i analisis de proteines. Els gels d’acrilamida
utilitzats per I'analisi de les proteines son unidimensionals i desnaturalitzants
(SDS-PAGE). Es basen en un suport fisic format per fibores de monomers
d’acrilamida entrecreuades amb bis-acrilamida que polimeritzen en presencia
de radicals lliures aportats pel persulfat d'amoni i que queden estabilitzats pel

TEMED. EI SDS és un detergent anidnic que s’uneix a les proteines carregant-
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les negativament i desfent-ne la seva estructura tridimensional, fent que migrin

de manera proporcional al seu pes molecular si son sotmeses a un camp

electric.

El protocol seguit per a la electroforesis es detalla a continuacio:

e Reactius i equips:

- Gels de poliacrilamida d’'un 1mm de gruix (taula 5)

H,O MilliQ™

30% Acrilamida/bisacrilamida (Bio-Rad Laboratories, 161-
0158)

4x Tris pH 8.8 (taula 11)

4x Tris pH 6.8 (taula 11)

SDS 10%

Persulfat Amonic 10 % (PanReac AppliChem, A2941)

TEMED (GE Healthcare Life Sciences, 17-1312-01)

- Sistema mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories)

- Fonts d’electroforesi (Bio-Rad Laboratories)

- Buffer d’electroforesis 1x (taula 12)

- Solucio d’equilibrat (taula 15)

- Prestained SDS-PAGE standards, Broad Range (Bio-Rad

Laboratories, 1610318)
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Gel Separador
(Concentracio final Acrilamida, %) Gel
Components
12.5% 15% Concentrador
(ApoA-I) (ApoA-II)

30% Acrilamida/ bisacrilamida (ml) 8.3 10 1.3

4x Tris pH 8.8 (ml) 5 5 -
4x Tris pH 6.8 (ml) - - 25
SDS 10% (ml) 0.2 0.2 0.1

H20 MilliQ™ (ml) 6.4 4.7 6
Persulfat Amonic 10 % (ul)* 100 100 70
TEMED (pl)* 10 10 7

* El persulfat amonic i el TEMED s’afegeixen al final ja que promouen la polimeritzacié dels gels de
poliacrilamida

Taula 5. Composicio per a quatre gels de poliacrilamida d’1 mm de gruix

e Preparacié de la mostra:
- Plasma: es van afegir 10 pl de plasma a 90 pl de solucié
d’equilibrat. Agitar i deixar 30min a temperatura ambient. Es van

carregar 10ul per pou.

- Orina Concentrada: es va diluir en 50 pl de solucié d’equilibrat el

volum d’orina necessari per obtenir una concentracié final de
3ug/ul de proteina. Es va agitar i deixar 30min a temperatura
ambient. Es va carregar un volum de 20ul/pou, que corresponen
a 60ug de proteina/pou.

- Plasma Control: es va afegir 1 ul de plasma control a 240 pl de

solucié d’equilibrat. Es va agitar i deixar 30min a temperatura
ambient. Es van carregar 10ul per pou, que corresponen a 3ug
de proteina per pou.

- Marcador de pes molecular: Prestained SDS-PAGE standards,

Broad Range, es van carregar directament 10ul/pou.
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e FElectroforesis:

Es van muntar el gels en la cubeta d’electroforesi seguint les
instruccions del fabricant i es van cobrir amb buffer
d’electroforesi 1x.

- Es van carregar les mostres sota el buffer. El glicerol del buffer
d’equilibrat fa que la mostra s’enfonsi. EI marcador i/o el control
de plasma es van carregar en un carril lateral.

- Es va realitzar l'electroforesi a 30Vconstants 15min i a
continuacio 200 V fins que el front va sortir del gel.

- Es va desmuntar el suport i separar els vidres. Es va descartar

el gel concentrador, i es va transferir el gel separador.

TRANSFERENCIA | DETECCIO

Aquesta tecnica ens permet realitzar la transferencia de les proteines del
gel de poliacrilamida a una membrana de PVDF per poder realitzar la deteccio

especifica de les proteines d’interés mitjangant anticossos especifics.
El procediment de la transferéncia i la deteccié es detalla a continuacio:

e Reactius i equips:
- Membrana de PVDF (Merck-Millipore, IPVH00010)
- Buffer de transferéncia Towbin 1x (taula 13)
- Metanol (Merck, 106009)
- Llet en pols descremada (Central Lechera Asturiana) o
albumina (PanReac AppliChem, A6588)

- Sistema mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories)
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PBS 1x amb 0,1 % (v/v) de Tween 20 (Thermo Fisher Scientific
inc, BP337) (taula 16).

Anticossos primaris i secundaris (Taula 6).

Sistema de revelat per quimioluminescencia Luminata Forte
(Merck-Millipore, WBLUF0500)

Detector de quimioluminescencia LAS3000 (Fuji Photo Film)

Transferéencia

La membrana de PVDF (utilitzada enlloc de la nitrocel-lulosa per
a proteines de pes molecular petit, per sota de 30kDa), es va
tractar previament: submergint-la en metanol fins que quedes
translicida. Es va deixar en buffer de transferéncia fins a I'’hora
de ser utilitzada.

Es va muntar el transblot segons instruccions del fabricant.

La transferéncia es va realitzar a 70 V constants durant 1 h en

buffer de transferéncia.

Bloqueig, incubacio i deteccio

Es va submergir la membrana en PBS-Tween.

Va ser bloquejada amb 5% de llet en pols diluida en PBS-
Tween durant 1h 30 min a temperatura ambient.

Es va incubar la membrana amb I'anticds primari desitjat i a la
dilucio en la solucié corresponent en cada cas (Taula 6).

Es van realitzar 4 rentats de 5 minuts en PBS-Tween. En

agitacio.
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La incubacié amb I'anticds secundari (el corresponent segons el

anticos primari utilitzat, taula 6) en solucié de bloqueig es va

realitzar a temperatura ambient durant 1 h en agitacio.

Es va repetir els 4 rentats de 5 minuts en PBS-Tween. En

agitacio.

Es va revelar amb Luminata Forte seguint les especificacions

recomanades per la casa comercial.

La lectura es va realitzar al LAS3000 durant el temps necessari

per a veure les bandes.

Anticos PrOV?Id(.)I’ ,Tlpfjs, Hoste Buffer de dilucio Conce,rjtrauo
(referéncia) d’anticos d’us
. Abnova . . 5% albUimina en .
anti — ApoAl (PABS546) Policlonal Conill PBS-Tween 1:4000
Abnova 5% llet en pols
anti — ApoAl Policlonal Cabra desnatada en 1:2500
(PAB9966)
PBS-Tween
. 5% llet en pols
m —
5 :n(t)IAH (PA:;;;/;) Policlonal Cabra desnatada en 1:1000
g P PBS-Tween
& Abnova 5% llet en pols
anti - ZAG (HO0000563- Policlonal Ratoli desnatada en 1:1000
BO) PBS-Tween
. L 5% llet en pols
Ant- . Biovision Policlonal Conill desnatada en 1:4000
transferrina (7012-30T)
PBS-Tween
0,
. DAKO . . 5% llet en pols
anti — cabra Policlonal Conill desnatada en 1:2000
(P0449)
7 PBS-Tween
B 5% llet en pols
2 anti — conill DAKO Policlonal Cabra desnatada en 1:2000
5 (P0448)
2 PBS-Tween
2 0
. ) DAKO . . 5% llet en pols
anti - ratoli (P0260) Policlonal Conill desnatada en 1:1000
PBS-Tween

Taula 6. Anticossos utilitzats en laimmunodeteccio per Western Blot

3.2. Electroforesis bidimensional (2D)

La electroforesis bidimensional es una técnica d’alta resolucié per la

separaci6 de barreges complexes de proteines. Durant la electroforesis
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bidimensional les proteines son separades sequencialment per dos criteris
fisics: en primer lloc en funcié del seu punt isoeléctric (isoelectroenfoc), i a
continuacid, segons la seva massa molecular (SDS-PAGE). Finalment les
proteines separades son processades per a la seva tincio i identificacié per

espectrometria de masses.

3.2.1. Primera dimensiod: Isoelectroenfoc (IEF)

Aquesta primera part es basa en el desplagament de les proteines en un
gradient de pH en aplicar una diferencia de potencial. Les proteines,
contingudes a la mostra diluida amb un buffer de baixa forca ionica, migraran

fins a la regio de pH que coincideixi amb el seu punt isoeléctric.
Els reactius i procediment de la tecnica es detallen a continuacio:

e Reactius i equips:

Tires de 24cm amb rang de pH 3-10 lineal (GE Healthcare Life

Sciences, 17-6002-44)

- Solucio de rehidratacio (taula 17)

- IPG ampholine buffer pH 3-10 (GE Healthcare Life Sciences,
17-6000-87)

- HED, hydroxiethyl disulfide (DeStreak) (GE Healthcare Life
Sciences, 17-6003-18)

- DryStrip Cover Fluid (GE Healthcare Life Sciences, 17-1335-01)

- Strip Holder de ceramica (GE Healthcare Life Sciences, 80-

6469-88)

Font IPGphor (Pharmacia Biotech)
e Procediment:
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Es va afegir 6ul de DeStreak a 500l de solucié de rehidratacio.

A la solucié anterior se li va afegir la quantitat necessaria de

mostra per obtenir una concentracié de proteina entre 500 i

1000ug

Es van carregar 450ul de la soluci6 anterior al Strip Holder,

evitant la formacio de bombolles.

Agafant la tira per I'extrem anddic (+), es va col-locar sobre la

suspensio proteica amb la cara que conté el gel cap per avall.

Per tal d’evitar I'evaporacio, es van aplicar unes gotes de IPG

Cover Fluid sobre la tira fins que quedes totalment coberta. Es

va tapar I'Strip Holder i es va col-locar al IPGphor per realitzar el

isoelectroenfoc

Els parametres fixats en la Font IPGphor van ser els seglents:

» Rehidratacié: La rehidrataci6 a de ser un minim de 10
hores, perd es pot augmentar fins a 18h per tal d’ajustar el
temps a conveniéncia.

= Enfoc:

1. 1h a500Vv

2. 1ha 1000V

3. 3h a 8000V

4. 7h a 8000V
Un cop finalitzat el IEF es pot realitzar el SDS-PAGE o bé
guardar les tires a -80°C en tubs tancats, sempre posant el

plastic contra la paret del tub.
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3.2.2. Segona dimensio: SDS-PAGE

Aquesta segona etapa consisteix en la separacio de les proteines segons
el seu pes molecular, tal com succeeix en l'apartat 2.1. Perd adaptant els
volums a un sistema de vidres més gran, utilitzant una acrilamida més resistent
per aquest tipus de gels de major mida, canviant el buffer d’electroforesis
convencional pel buffer tris-glicina, el qual permet una millor resolucioé de les
proteines de baixa massa molecular i realitzant un tractament de la mostra

retinguda en la tira de gel previ a la electroforesis.

e Reactius i equips:
- Solucio d’equilibrat reductora (amb DTT):
» 10mg de DTT (GE Healthcare Life Sciences, 17-1318-02)
per cada 10ml de solucié d’equilibrat (taula 15)
- Solucioé d’equilibrat alquiladora (amb iodoacetamida):
= 400mg de iodoacetamida (Sigma-Aldrich, 11149) per cada
10ml de solucié d’equilibrat.
- Gels d’acrilamida al 12.5% (taula 7)
» H,O MilliQ™
» Duracryl (Proteomic Solutions, 80-0148)
= 4x Tris pH 8.8 (taula 11)
» SDS 10%

» Persulfat Amonic (PanReac AppliChem, A2941)

TEMED (GE Healthcare Life Sciences, 17-1312-01)
- Solucio de segellat d’agarosa (taula 18)

- Buffer d’electroforesis tris-glicina-SDS 10x (taula 12)
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Sistema de vidres i cubeta EttanDalt 6 (GE Healthcare Life
Sciences, 80-6485-08)
Font d’electroforesis (BioRad Laboratories)

Termoblock, AccuBlock Digital Dry Bath (Labnet International

Inc)
Gel Separador
Components .
(quantitat per a 4 gels)

Duracryl (ml) 145.8

4x Tris pH 8.8 (ml) 84.5
SDS 10% (ml) 35

H20 MilliQ™ (ml) 113.5

Persulfat Amonic (mg)* 175
TEMED (pl)* 175
* El persulfat amonic i el TEMED s’afegeixen al final ja que promouen la
polimeritzacio dels gels de poliacrilamida

Taula 7. Composicié per a quatre gels de Duracryl per a la realitzacié de 2D-PAGE de

24cm

e Procediment:

Es van preparar i muntar els gels segons instruccions de la casa
comercial.

Es va ajustar el termoblock a 90°C, posant la soluci6 de segellat
d’agarosa per a que es fongués.

Després de I'lEF es van equilibrar les tires 10 minuts amb
solucié d’equilibrat reductora i posteriorment 10minuts més amb
solucio d’equilibrat alquiladora.

Es van rentar les tires en buffer d’electroforesis i es van
col-locar sobre el gel SDS-PAGE fins a quedar en contacte amb

el gel d’acrilamida.
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La solucié de segellat temperada (sense deixar que solidifiqui),
es va aplicar sobre la tira evitant la formacié de bombolles entre
la tira i el gel d’acrilamida.

- Un cop la solucié de segellat es va solidificar, es va realitzar el
muntatge dels vidres a la cubeta i es va omplir la cubeta interior
amb buffer d’electroforesis tris-glicina 2x i la exterior amb 1x.

- Les condicions d’electroforesis van ser: 30’ a 2.5W/gel i 100W
totals el temps necessari fins que el front surtis, a una
temperatura de 10°C.

- Posteriorment es van desmuntar els gels i es van tenyir amb

una tincié compatible amb la posterior identificacié per MALDI-

TOF, en aquest cas el Coomassie Col-loidal (descrit en I'apartat

2.2.3).

3.2.3. Tincio de proteines amb coomassie col-loidal

Per a la visualitzacio de les proteines després del 2D-PAGE, s'utilitza el
Coomassie blau brillant, colorant de trifenilmeta, del qual n’existeixen dos tipus,
el R-250 i el G-250, que difereixen per I'adicié de dos grups metil, a més de per
la tonalitat previa tincié del gel, en el primer cas vermellosa, en el segon cas

verdosa.

Tant el R-250 com el G-250 s6n compatibles amb una posterior
identificacidé proteica per espectrometria de masses. En el nostre cas es va

0

seguir el protocol descrit per Candiano **°, el qual utilitza el coomassie blau

brillant G-250.
e Reactius:
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- Coomassie col-loidal “Blue Silver”
= Acid ortofosforic (Merck, 573)
= Sulfat Amonic (Sigma-Aldrich, A5132)
= Coomassie brilliant blue G-250 (Bio-Rad Laboratories,161-
0406)
= H,O MilliQ™
= Methanol (Merck, 106009)

- Fixador per a coomassie col-loidal (taula 8)

Reactiu Quantitat
Metanol 500 ml
Ac. Ortofosforic al 85% 30ml
Aigua MilliQ Fins a 1 litre

Taula 8. Composicioé del fixador per a latincié de coomassie col-loidal

e Procediment:
- Esva prepara la solucié coomassie col-loidal:

= A 100ml d’aigua MilliQ

100 ml d’acid ortofosforic
= 100g de sulfat d’amoni
= 1,2g de coomassie brillant blue G-250
» Enrasar amb 800ml d’aigua MilliQ
= Afegir 200ml de metanol lentament.
- Un cop ha finalitzat el SDS-PAGE es van desmuntar els vidres i
es va fixar el gel 1h en agitaci6 suau amb el fixador per a

coomassie col-loidal
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- La tinci6 amb coomassie col-loidal “Blue Silver” es va realitzar
durant 3-4dies en agitaci6é constant.
- Es va destenyir amb aigua MilliQ fins a la desaparicio del

background.

3.3. Electroforesis nativa (Blue Native-PAGE)

El BN-PAGE es una técnica que utilitza el blau de coomassie en lloc del
detergent SDS en el buffer catodic, el qual manté les interaccions proteina-
proteina i dona una carrega negativa al complex a estudiar. D’aquesta manera
es permet la migracioé del complex segons la seva mida, impedint la dissociacio

de les seves subunitats i per tant la pérdua de I'estructura nativa del complex.
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Per tant aquesta técnica ens serveix per separar les fraccions de HDL
segons el seu diametre pero sense desfer-ne I'estructura. Les condicions de
I'electroforesi ens van permetre la separacioé de les fraccions de HDL en un
rang de 7 a 12nm de diametre de particula, a més de prevenir que les

lipoproteines més grans penetressin en el gel %2,

El procediment seguit per a la separacié d’aquestes fraccions es detalla a

continuacio.

e Reactius i equips:
- Gels no desnaturalitzants Novex 4-16% Bis-Tris (Thermo Fisher
Scientific Inc, BN1004BOX)
- Buffer de mostra NativePAGE™ Sample Buffer (4X) (Thermo
Fisher Scientific Inc, BN2003)

- Hy0 Elix™
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- XCell Sure Lock electrophoresis cell (Thermo Fisher Scientific
Inc, EIO001).

- NativePAGE Running Buffer (20x) (Thermo Fisher Scientific Inc,
BN2001)

- NativePAGE Cathode Additive (20x) ( Thermo Fisher Scientific
Inc, BN2002)

- Membrana de PVDF (Merck-Millipore, IPVH00010)

- Buffer de transferéncia Towbin 1x (taula 13)

- Metanol (Merck, 106009)

- Llet en pols descremada (Central Lechera Asturiana) o albamina
(PanReac AppliChem, A6588)

- Sistema mini-PROTEAN (Bio-Rad Laboratories)

- PBS 1x amb 0,1 % (v/v) de Tween 20 (Thermo Fisher Scientific
inc, BP337) (taula 16).

- Anticos primari anti ApoAl (Abnova, PAB9966)

- Anticos secundari HRP-anti-cabra (Dako, P0449)

- Sistema de revelat Luminata Forte (Merck-Millipore,
WBLUF0500)

- Detector de quimioluminescencia LAS3000 (Fuji Photo Film. CO)

e Procediment:

- La mostra es va preparar segons la taula 9.

Reactiu Mostres sense detergent
Mostra de plasma 4ul (pacients) / 2 pyl (controls)
Buffer de mostra (4X): Buffer Bis-tris 25l
pH 7.2; Glicerol; NaCl; Ponceau S ~H
Aigua MilliQ Fins a 10 pl*

Taula 9. Preparacié de les mostres per a la electroforesis nativa
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Es van muntar el gels en la cubeta d’electroforesi seguint les
instruccions del fabricant

Es van carregar les mostres (10ul/pou), carregant en el primer
pou el mateix plasma control, que ens va servir per poder
comparar entre si els diferents gels

La cubeta interior es va omplir amb el buffer catode i la exterior

amb el buffer anode (taula 10)

Reactiu Quantitat
NativePAGE Running Buffer (20x) 10 ml
Buffer catode NativePAGE Cathode Additive (20x) 1ml
H,OElix 189 ml
TOTAL 200 ml
NativePAGE Running Buffer (20x) 50ml
Buffer anode H2O/ Elix 950 ml
TOTAL 1000ml

102

Taula 10. Tampons utilitzats en I’electroforesis nativa

La electroforesis es va realitzar amb les segients condicions:
30minuts a 65V constants seguits de 16h a 100V constants en
cambra freda (4°C)

Un cop finalitzada lelectroforesis el gel separador va ser
transferit a una membrana PVDF.

La transferencia, bloqueig, incubacio i deteccio de les HDL es va

duu terme tal i com s’ha descrit en I'apartat 3.1.
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3.4. Analisis i processat d’imatges

3.4.1. Analisi i processat dels gels no desnaturalitzants

Les diferents fraccions de HDL obtingudes en el Blue Native es van
qguantificar utilitzant el software Quantity One (Bio-Rad) seguint les indicacions
del manual d’us del software per a analisi d’arees. Tots els pacients analitzats
es van relacionar amb el mateix control present en cada un dels gels, de tal
manera que es poguessin comparar les diferents intensitats d’area obtingudes

entre els pacients dels diferents gels.

3.4.2. Analisi i processat dels gels bidimensionals

La digitalitzacio dels gels tenyits amb coomassie es va dur a terme amb el
densitometre calibrat GS800 (Bio-Rad Laboratories) i va ser analitzat mitjangant
el software PDQuest 6.2 (Bio-Rad Laboratories). El procés d’identificacio es va
realitzar en col-laboracié amb el grup de proteomica del Vall d’'Hebron Institut

d’Oncologia.

Les proteines es visualitzen en el gel com a punts o taques, les quals

poden correspondre a una 0 més proteines.
ANALISIS

En l'analisi realitzat mitjangant el PDQuest 6.2 (Bio-Rad Laboratories) es
van identificar les taques diferencials entre els grups a comparar en cada cas,
per aixi posteriorment identificar a quina proteina corresponia cada una

d’aquestes taques mitjangant els analisis de MALDI-TOF i de LC-ESI-MS/MS.

MALDI-TOEF ANALISIS
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Les taques diferencials van ser retallades i digerides amb tripsina, per
posteriorment ser analitzades en el Ultraflex TOF-TOF (Bruker Daltonics). Els
espectres de calibratge van ser processats pel software FlexAnalysis 2.2
(Bruker Daltonics). El llistat de pics es va generar utilitzant les senyals amb
ratio massa:carrega (m/z) en un rang de 800-4000, amb el diferencial de
senyal:soroll >3. Els péptids causats per la I'autolisis de la queratina i la tripsina

es van eliminar de la llista de pics.

LC-ESI-MS/MS ANALISIS

Les taques diferencials també van ser analitzades amb I'espectrometre de
masses Esquire HCT IT (Bruker Daltonics) acoblat al Ultimate nano-HPLC (LC
Packings). Les mostres digerides amb tripsina van ser carregades a la columna
de nanoseparacio PepMap (LC Packings). Els péeptids es van eluir cap a la font
d’'ionitzaci6 mitjangant un gradient d’acetonitrii a través d'una agulla de
nanopulveritzacié PicoTip (New Objective Inc). La fragmentacié per MS/MS
(1.9s, 100-2800 m/z) es va realitzar sobre els dos ions més intensos. La llista

de pics va ser creada amb el software DataAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics).

IDENTIFICACIO PROTEICA

Les proteines van ser identificades utilitzant el software Mascot v.2.2.04
(Matrix Science, London UK) utilitzant com a base de dades la SwissProt
database (v.2012.06) amb una tolerancia de massa <100ppm en MALDI-TOF i
1.5Da (precursor) i 0.5Da (fragment) en el MS/MS, permetent dos talls errats

(missed cleavages) per part de la tripsina.
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Els criteris d’identificacié van ser, per a MALDI-TOF, una puntuacié
estadisticament significativa, i pels espectres MS/MS una puntuacio superior a

la puntuacié de tall.

3.5. Analisi de proteines en nefelometre

La prova de translaci6 a la clinica es va realitzar mitjancant una
guantificacié de ApoA-I d’un grup de mostres d’orina i amb 'is del nefelometre
BN ProSpec System® (Siemens Healthcare GmbH). Aquest analisi es va portar
a terme amb la col-laboraci6 amb el servei de bioquimica clinica del Hospital

Universitari Vall d’'Hebron.

4. Caracteritzacio de les modificacions d’ApoA-Ib

Hi ha dos possibilitats que donarien lloc a un increment de pes molecular

de I'Apoliproteina A-lb:

e Variacions genetiques que donin lloc a increment de pes directament o
gue permetin una PTM que derivi en un increment de pes
e PTM o processament anomal de la proteina que faci incrementar el
pes molecular de la ApoA-I circulant
En el primer dels casos es necessaria la sequenciacio del gen APOAL,
mentre que en el segon cas es necessita de tecniques de espectrometria de
masses on s’analitzi 'ApoA-I i 'ApoA-Ib aillades de controls sans o de pacients

GESF ApoA-Ib positius respectivament.
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4.1. Analisis genetic

Es va portar a terme I'amplificacié i sequenciacié del gen APOAL1 que
codifica per I'Apolipoproteina A-l, per tal d’'observar alguna variacié genética

comu en els pacients recidivants que pogués donar lloc a la proteina ApoA-Ib.

4.1.1. Reaccio en cadena de la polimerasa

REACCIO EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

La PCR és un métode de clonacié de DNA in vitro, que es basa en la
utilitzacié d’'uns primers, la segiieéncia dels quals és complementaria a cada un
dels fragments de DNA que es desitja amplificar. Mitjancant el enzim DNA
polimerasa s’aconsegueix copiar de manera exponencial el fragment de DNA

flanquejat pels primers fins a aconseguir-ne bilions de copies.

L’amplificacié s’aconsegueix mitjangant una reaccié que consta de una

repeticio en cicle de varies etapes a diferents temperatures.

1. Desnaturalitzacio6 inicial: 1 cicle. Es tracta de 3-10min a 93-98°C, amb
I'objectiu de separar la doble cadena de DNA genomic.
2. Reacci6 ciclica: 25-40 cicles que consten de 3 etapes:
a. Desnaturalitzacio: 30-60s a 93-98°C amb l'objectiu de mantenir
les cadenes separades.
b. Hibridacié: 30-60s a la temperatura de hibridacio (Tm) de la

parella de primers (taula 11)
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c. Elongacio: 30-90s (segons la mida del fragment a amplificar) a
72°C. En aquesta etapa la DNA polimerasa copia la seqgiiencia
d’interés.

3. Extensio final: 1 cicle. Aquest pas consisteix en 5-10 min a 72°C i el
gue es pretén es donar temps a la DNA polimerasa a que acabi de

copia els fragments de DNA iniciats en els cicles anteriors.

PRIMERS

Les parelles de primers emprades en I'amplificacio d’acids nucleics es van
dissenyar seguint els parametres necessaris per a obtenir unes condicions
d’amplificacié optimes. De manera que es van tenir en compte que la llargada i
la Tm dels dos oligonucleodtids fos similar, que el percentatge de GC
s’aproximés el maxim possible al 50% i que el primer no presentés
complementarietat ni amb ell mateix ni amb la parella corresponent. Per al

disseny de primers es va utilitzar la web http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ i el

proveidor encarregat de la sintesi de oligonucleotids va ser estat STABVIDA.

Nom primer Sequeéncia 523’ Tm (°C) Orientaci6
All.1 CTGCCAACACAATGGACAAT 59.42 Directe
All.2 ACGGGGATTTAGGGAGAAAG 59.42 Inversa
Al 2.1 CCCTAACCTAGGGAGCCAAC 59.96 Directe
Al 2.2 AAAGGGGCTTGCTACACTTG 59.38 Inversa
Al 3.1 CGTGATCACAGAGCCACATT 59.71 Directe
Al 3.2 AGTGGGCTCAGCTTCTCTTG 59.75 Inversa
Al4.1 GAAGAAGTGGCAGGAGGAGA 59.53 Directe
Al 4.2 GCACGGAGTTGTTGAGATCC 60.67 Inversa

Taula 11. Parelles de primers utilitzats per a la seqiienciaci6 de APOA1 amb les seves
respectives d’elongacié

PROTOCOL
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e Reactius i equips:
- HO MilliQ™
- Primers (taula 11) a concentracio de 20uM
- Platinum® Taq DNA Polymerase High Fidelity (Thermo Fiser
Scientific Inc, 11304-011)
= 10X High Fidelity Buffer [600 mM Tris-SO4 (pH 8.9), 180 mM
(NH4)2SO4]
= 50 mM MgSO,
- dNTP MIX 100mM (Bioline, BIO39028), s’ha de preparar a 10uM
- Mostra de DNA

- Termociclador G-Storm Thermal cycler (G-Storm, GS00001)

e Procediment:
- Es van preparar les mostres a analitzar amb els reactius:

= DNA - 1-4 pl (aproximadament 100ng)

= dNTPs > 0.5l

» Primers - 0.5ul (directe) + 0.5ul (revers)

= Buffer 10x - 2.5pl

= MgSO4->1.50l

» Tag Polimerasa - 0.1pl

= H,0 MilliQ = Fins a un volum final de 25l

= El programa utilitzat per a 'amplificacié va ser el seguent:
o 94°C> 5
o 94°C > 45”

e 60°C>17T 35cicles
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e 72°C> 115"

o 72°C> 5%

4.1.2. Electroforesis en gels d’agarosa

L’electroforesi en gels d’agarosa permet la separacié analitica o
preparativa de fragments de DNA d’'una mida entre 50pb i 25Kpb. La resoluci6
depén de la concentracié d’agarosa utilitzada (0.8-4%), de manera que, en
augmentar la concentracié millora la resolucid6 de fragments de menor pes
molecular. En el nostre cas la majoria de fragments eren de aproximadament

500pb, i la concentraci6 d’agarosa utilitzada va ser del 2%.

e Reactius i equips:

H,0 MilliQ™

Agarosa AG-2 Mitja Electroendosmosis (Ecogen, AG0220)

- Marcador de pes molecular, HyperLadder™|V (Bioline, BIO-
33056)

- Buffer TAE 1x (taula 19)

- Bromur d’etidi (0.5pug/ml de gel) > capag¢ d’intercalar-se entre el
DNA i d’emetre fluorescéncia en ser exposat a la llum UV de
longitud d’'ona curta (310nm), detectant fins a 5ng de DNA

- Buffer de carrega (Ecogen, BIO37045)

- Sistema d’electroforesis horitzontal (Bio-Rad Laboratories)

- Transiluminador Gel Doc™ XR+ System (Bio-Rad Laboratories,

1708195)

e Procediment:
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Es va diluir la quantitat necessaria d’agarosa mitjangant escalfor,
en buffer TAE 1x i es va afegir el bromur d’etidi

La barreja es va abocar a un portagels amb la pinta

Un cop estava solidificat, el portagels es va col-locar dins una
cubeta d’electroforesis amb TAE 1x.

Es van preparar les mostres amb buffer de carrega a una
proporci6 de producte de PCR: buffer de carrega 1:3.
Posteriorment es van carregar les mostres i el marcador de pes
molecular als diferents pous.

Es va connectar la cubeta a la font de voltatge (60-120V) i es van
deixar migrar les mostres fins que el front arribes practicament al
final.

El gel es va visualitzar en un transiluminador per comprovar que
el fragment amplificat fos de la mida esperada seguint com a

patré de mida el marcador de pes molecular.

4.1.3. Purificacio, Sequenciacio i analisis de mutacions

Un cop comprovat en el transiluminador que el fragment amplificat es de

la mida esperada, es va procedir a la purificaci6 i la seqtienciacié del producte

de PCR, la qual es va realitzar externament per la empresa Macrogen Inc

(Amsterdam).

4.1.4. Nomenclatura de les variants de sequiencia

Les variants de sequeéencia detectades en els gens estudiats van ser

designades seguint les recomanacions de den Dunnen i Antonarakis

253 i les

guies de la “Human Genome Variation Society” (http://www.hgvs.orqg/)
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Les sequencies de referencia es van extreure de la base de dades

GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/Genbank/) : NG_012021, NM_000039 i

NP_000030 (APOAL).

4.1.5. Eines in silico

Les eines in silico inclouen algoritmes bioinformatics que permeten predir
la probable patogenicitat o neutralitat d’'una substituci6 aminoacidica o de un

potencial canvi de splicing.

Les variants de sequencia introniques trobades van ser avaluades

mitjangant programes de prediccidé d’splicing. Concretament es va utilitzar el

z

“Neural Network Genie Splice Site Prediction’

254

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) Aquest programa avalua els

llocs 5’ i 3’ d’splicing, la disrupcio de la regié de polipirimidines o del lloc de
ramificacio (branch site), I'activacié d’un lloc criptic d’splicing aixi com els llocs

exonics o intronics donadors i acceptors d’splicing.

4.2. Analisis de modificacions post-traduccionals (PTM)

d’ApoA-Ib

4.2.1. Analisi amb PNGase

Es va investigar la presencia de N-glicosilacions mitjancant la digestio
amb I'enzim PNGase F (New England Biolabs Inc, P0O704S). Per a tal efecte es
van seguir les instruccions del fabricant. Es van utilitzar les mostres d’orina
ApoA-Ib positives de quatre pacients i dos mostres de plasma, a més també es
va utilitzar com a control positiu una mostra de transferrina. Totes les mostres
van ser incubades amb i sense enzim per tal de visualitzar la possible digestid

d’aquest enzim sobre la mostra. En cas de haver-hi N-glicosilacions, la
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desglicosilacié produiria  una disminucié del pes molecular en la mostra
tractada amb I'enzim respecte la mostra no tractada en observar-les post-

digestio per WB (apartat 3.1).

4.2.2.Analisi amb ProQ Emerald

Es va fer una primera aproximacio a les possibles glicosilacions presents
en ApoA-lb mitjancant el reactiu ProQ Emerald 300 Glycoprotein gel staining

(ThermoFisher, P21857).

Es van realitzar dos gels 2D-PAGE (apartat 3.2) a partir d'una mostra
d’orina ApoA-Ib positiva. Un dels gels va ser tenyit amb coomassie col-loidal
(apartat 3.2.3) per a la observacié de proteines totals, l'altre gel es va tenyir
amb el reactiu ProQ emerald 300 seguint les instruccions del fabricant. La
comparacio dels dos gels ens permetria identificar per posicié quines son les

proteines glicosilades i si entre elles hi havia I'’ApoA-Ib.

4.2.3. Analisi ProteOmica

Es va dur a terme la separacié de les proteines en un gel 2D-PAGE tal
com s’indica a l'apartat 3.2 i es van les taques corresponents a ApoA-I (en el
cas que hi fos) i ApoA-lb de la orina aixi com la ApoA-I i la proApoA-I del
plasma de pacients GESF. L’analisi de modificacions post-traduccionals es va
portar a terme juntament amb el grup de protedomica del Vall d’Hebron Institut

d’Oncologia i 'TEMBL (European Molecular Biology Laboratory).

En un primer analisi les taques corresponents a ApoA-I de plasma i ApoA-
Ib d’orina es van retallar del gel, es van digerir amb tripsina i extreure del gel.

Els peptids triptics es van analitzar mitjan¢cant MALDI-TOF i LC-MS/MS.
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Es va realitzar un primer analisi per MALDI-TOF amb l'Ultraflex TOF-TOF
(Bruker Daltonics), amb el software FlexAnalysisi 2.2 (Bruker Daltonics), les
proteines es van identificar mitjancant el Mascot v2.2.04 (Matrix Science) que
utilitza el SwissProt com a base de dades de cerca. Els algoritmes Findmod
(Gasteiger et al., 2005) i Glycomod (Cooper, Gasteiger, & Packer, 2001) es van
utilitzar per detectar modificacions post-traduccionals en les masses no
identificades trobades en l'analisi per MALDI-TOF de ApoA-lb, amb una
tolerancia de massa <100 ppm, permetent dos talls fallats per la tripsina, i
considerant la carbamidometilacio de la cisteina aixi com l'oxidacié de la

metionina.

L’analisi de LC-MS/MS va ser realitzat en el espectrometre de masses
Esquire HCT IT (Bruker Daltonics) acoblat al nano-HPLC (LC Packings). Les
mostres digerides amb tripsina es van carregar a una columna de
nanoseparacio 75-mm id, 15-cm PepMap (LC Packings) i els péeptids van ser
eluits mitjangcant un gradient de acetonitril a traves d’'una agulla emissora de
nanopulveritzacié PicoTip (New Objective) cap a la font dlionitzacié. La
fragmentaci6 MS/MS (1.9s, 100-2800m/z) es va fer sobre els dos ions més
intensos. La llista de pics va ser creada mitjancant el software DataAnalysis

3.4 (Bruker Daltonics).

Per a la identificaci6 dels glicopeptids i els glicans entre els péptids triptics
de ApoA-Ib analitzats en LC-MS/MS es van utilitzar el ProteinScape 3.0 (Bruker
Daltonics) i el Glycome DB (Ranzinger, Herget, von der Lieth, & Frank, 2011).
Amb una tolerancia de massa de 1.5Da (precursor) i 0.5Da(fragment),
permetent dos talls fallat per la tripsina, carbamidometilacié de la cisteina aixi

com l'oxidacio de la metionina.
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En un segon analisis les taques d’ApoA-I i ApoA-Ib de la orina aixi com la
ApoA-1 i la proApoA-I del plasma de pacients GESF es van es van retallar del
gel, es van digerir amb tripsina i extreure del gel. Les mostres es van analitzar
mitjangant I'espectrometre de masses LTQ-Orbitrap Velos Pro (Thermo
Scientific) acoblat al sistema nanoAcquity UPLC (Waters). Els péptids es van
carregar a una columna de captura (nanoAcquity Symmetry C18, 5 ym, 180 um
x 20 mm) a un flux de 15pl/min amb fase mobil A (0.1% acid formic). Els
péptids es van separa mitjancant una columna analitica nanoAcquity BEH C18,
1.7 um, 75 pm x 200 mm) a un flux constant de 0.3ul/min utilitzant el seguent
gradient: 3% de fase mobil B (acetonitril, 0.1% acid formic) durant 10 minuts, 7-
25% fase mobil B durant 210 minuts, 25-40% fase mobil B durant 10 minuts,
85% fase mobil B durant 10 minuts. Els peptids van ser introduit al
espectrometre de masses a traves d’'una agulla emissora de nanopulveritzacié
PicoTip (360 um diametre exterior x 20 um diametre interior, 10 ym tip) (New
Objective). La fragmentaci6 MS/MS (300-1700m/z) es va fer sobre els 15
peptids més abundants. L’analisi dels péptids es va dur a terme amb el
software Proteome Discoverer 1.4. (Thermo Scientific) utilitzant I'algoritme de

cerca del Mascot.

5. Analisis de les biopsies de ronyd huma

Les técniques d’immunohistoquimica (IHQ) ens permeten la identificacid
de determinats antigens, en aquest cas, sobre mostres de talls tissulars
procedents de blocs parafinats de biopsies renals de pacients GESF i pacients
amb proteinuria no relacionada amb GESF. L’aplicacié directa d’anticossos

sobre mostres de teixit permet la localitzacié microanatomica relacionada amb
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els nivells d’expressido i la seva correlaci6 amb parametres morfologics,
augmentant aixi la sensibilitat i especificitat de I'estudi. La IHQ dels diferents
talls de biopsia de ronyd es va realitzar al servei d’Anatomia patologica del

Hospital Universitari Vall d’Hebron.

Per a la realitzacié de les IHQ es va utilitzar el modul automatitzat
Benchmark XT (Ventana Medical Systems. Inc), i el kit de reactius especific
ultraView Universal DAB Detection (Ventana Medical Systems. Inc, ref.760-
500) per a la deteccid de IgG/IgM d’anticossos primaris de ratoli i conill.
L’anticos primari utilitzat en el nostre cas era un monoclonal de conill contra la

proteina ApoA-I (Abcam®, ab52945).

El protocol realitzat mitjancant el Benchmark XT és un protocol
automatitzat on a cada pas s’incuba els portaobjectes amb les mostres durant

un temps i una temperatura determinats.

e Procediment automatitzat en Benchmark XT:

- Desparafinat de les mostres amb EZ prepTM (10x) (Ventana
Medical Systems. Inc, ref.950-102)

- Desemmascarament durant 60 minuts amb Cell Conditioning 1,
pH 8 (Ventana Medical Systems. Inc, ref.950-124)

- Bloqueig de les mostres amb peroxid d’hidrogen al 3% 4min; kit
ultraView Universal DAB Detection (Ventana Medical Systems.
Inc, ref.760-500)

- Rentats amb Reaction Buffer (Ventana Medical Systems. Inc, ref.

950-300)
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- Incubacié amb l'anticos primari anti ApoA-l1 (Abcam®, ab52945)
diluit 1:200 amb diluent DAKO REAL Antibody Diluent (Dako,
S2022) durant 40minuts a temperatura ambient

- Rentats amb Reaction Buffer (Ventana Medical Systems. Inc, ref.
950-300)

- Incubaci6 amb anticos secundari, HRP Multipolimer del kit
ultraView Universal DAB Detection (Ventana Medical Systems.
Inc, ref.760-500) durant 8 minuts.

- Rentats amb Reaction Buffer (Ventana Medical Systems. Inc, ref.
950-300)

- Incubaci6 amb el cromogen: substrat de perdxid d’hidrogen i
cromogen de tetrahidroclorur de 3, 3’-diaminobencidina DAB del
kit ultraView Universal DAB Detection (Ventana Medical Systems.
Inc, ref.760-500) durant 8 minuts.

- Rentats amb Reaction Buffer (Ventana Medical Systems. Inc, ref.
950-300)

- Contra tinci6 amb Hematoxilina del kit ultraView Universal DAB
Detection (Ventana Medical Systems. Inc, ref.760-500) durant 8
minuts.

- Post Contratincié amb Bluing reagent (Ventana Medical Systems.
Inc, ref.760-2037)

Finalitzat aquest procés automatitzat, es van deshidratar les preparacions
amb banys d’etanol i xilé i es van muntar amb medi de muntatge organic DPX

(Sigma-Aldrich, ref.06522), afegint dos gotes d’aquest medi sobre la mostra i
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col-locant un cobreobjectes a sobre. Un cop el DPX estava sec, les mostres ja

estaven preparades per ser visualitzades al microscopi optic.

6. Experiment in vivo

6.1. Cromatografia d’afinitat

La Cromatografia d’afinitat €s una técnica que permet separar determinats
components d’una solucié mitjangant la seva absorcié selectiva . En el nostre
cas ens permet la separacié de apolipoproteina A-Ib continguda en un barreja
d’altres proteines constituents del plasma. Per tal efecte, préviament s’'uneix
covalentment a la matriu de la columna d’afinitat un lligand (anticos anti ApoA-I)
gue retindra especificament la proteina desitjada (ApoA-Ib i també ApoA-I), la
gual posteriorment podra ser eluida de la columna mitjancant una solucio capac
de trencar la interaccié entre I'anticos i la proteina, i obtenint com a resultat final

una solucié amb la proteina d’interés aillada.

e Reactius i equips:

H,0 MilliQ™

1 mg d’anticos anti ApoA-lI (Abnova, PAB9966)

- AffiGel-10 (Bio-Rad Laboratories, 153-6099)

- Columna amb base fritada (QIAGEN Sciences, 34964)

- Mini-columna amb base fritada (Bio-Rad Laboratories, 732-6008)
- Buffer d’acoblament pH7.3, 0.1M MOPS (Sigma-Aldrich, M3183)
- PBS 1x (taula 16)

- Solucio pH 8.0, 1M etanolamina (Scharlau Chemicals, ET0028)

- Solucio pH 7.4, 3mol/l tiocianat (Scharlau Chemicals, SO06750)
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Solucio6 pH 7.4, 1mol/l tiocianat (Scharlau Chemicals, SO06750)
Columna de Sephadex G10 (GE Healthcare Life Sciences,

17001001)

e Preparacio6 del gel:

Disposar 0.7 ml per columna de Affi-Gell0 (ben homogeni) en la
columna amb base fritada.
Deixar sortir el sobrenedant (sense deixar assecar el gel)

Rentar amb 3 volums de gel d’aigua MilliQ a 4°C.

e Acoblament de I’anticos al gel:

Agafar 0.5ml de la suspensio de gel ben homogenia i transferir a
un tub amb tap de rosca de 2.5ml

Afegir 0.5ml de buffer d’acoblament amb anticos fred.

Deixar en agitacio suau 4h a 4°C.

Retirar, deixar dipositar el gel i guardar el sobrenedant, el qual
contindra I'anticos no unit.

Afegir al gel 0.5ml de buffer d’acoblament amb 50ul de solucio
d’etanolamina. Deixar en agitaci6 suau 1h a temperatura

ambient.

e Acoblament de la columna sham (sense anticos):

Agafar 0.5ml de la suspensio de gel ben homogeénia i transferir a
un tub amb tap de rosca de 2.5ml

Afegir 0.5ml de buffer d’acoblament fred.

Deixar en agitacio suau 4h a 4°C.

Retirar, deixar dipositar el gel i guardar el sobrenedant.
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- Afegir al gel 0.5ml de buffer d’acoblament amb 200ul de solucio
d'etanolamina. Deixar en agitacié suau 1h a temperatura
ambient.

¢ Preparacioé de les columnes d’afinitat:

- Transferir la suspensi6 de gel amb ApoA-l o sham a la
minicolumna de base fritada de 1.5ml.

- Deixar dipositar el gel al fons deixant sortir el sobrenedant.

- Rentar la columna amb aigua fins que no es detectin
contaminants.

- Equilibrar la columna amb PBS amb 0.2% azida sodica (3
volums de gel). Després de l'Gltim rentat, deixar 0.5 ml de PBS
amb azida sodica 0,2% cobrint la resina. Cal eliminar la azida
sodica abans d’utilitzar la columna, rentant amb 3 volums de gel
de PBS.

- La columna ja esta llesta per passar-hi el plasma. Es pot guardar
(amb el liquid) a 4°C.

e Extraccié de la ApoA-I del plasma:

- S'utilitzaran dues aliquotes, una per a la columna sham i l'altre
per la columna amb anticos anti ApoA-I

- L’aliquota utilitzada per a la prova e la columna consisteix en
plasma control diluit 1:10 en PBS 1x: 100ul plasma + 900ul PBS
1x

- Després d’eliminar 'azida sodica mitjancant 3 volums de gel de
PBS 1x s’aplicara 1ml de mostra a cada columna

- Incubar 1h en agitacié a temperatura ambient
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- Esperar que el gel s’assenti altre cop, aproximadament 1 h

- Recollir Teluit amb el qual es fara un Elisa d’Apoa-l per
comprovar el percentatge d’unio (apartat 6.2).

- Per acabar de rentar bé la columna s’aplicaran 1.5ml de PBS 1x i
es recollira I'eluit.

e Elucié de la ApoA-l de la columna:

- Aplicar 500 pl de tiocianat 1M per intentar desfer unions
inespecifiques. Recollir fraccié de sortida

- Rentar amb 3 volums de gel de tiocianat 3M i recollir I'eluit.

- Amb l'objectiu de guardar la columna per a utilitzar-la altre cop,

es renta amb 3 volums de gel de PBS1x i 0.2 % d’azida sodica

6.2. ELISA Apo-Al

L’Elisa utilitzat per a la deteccié d’ApoA-I és “ApoA1(Human) ELISA Kit”
(KA0460, Abnova). La realitzacio de I'assaig elisa s’ha dut a terme seguint les

instruccions del fabricant.

Per tal d’analitzar quin és el percentatge d’ApoA-I extret per la columna
test i de la columna sham es van analitzar mitjangcant elisa les seguents

mostres:

e Mostra previ acoblament de la columna sham (100ul plasma+
900ul de PBS1x)

e Mostra previ acoblament de la columna test (100ul plasma+ 900pl
de PBS1x)

e Mostra eluida post-acoblament de la columna sham
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e Mostra eluida post-acoblament de la columna test

6.3. Assaig en gabies metaboliques - Cerca pacient inductor de
proteinuria

Per tal de trobar el plasma de pacient GESF capac de produir proteindria
en rates es va comencar amb una prova pilot, on es provava amb la injecci6 de

diferents plasmes de pacients GESF amb ApoA-Ib positiva en orina, aixi com el

plasma de controls.

e Reactius i equips:

- Xeringues de 2 ml amb agulla 25G (BD Vacutainer®, 307727 i
300600)

- Gabies metaboliques (Tecniplast, 3700M071)

- Plasma control i pacient.

- Rates Outbred Sprague-Dawley 175-200g mascles (Janvier
Labs)

- 150ul per cada col-lector d’orina de HCI 6M (Merck-Millipore,
100319)

- Clorur de sodi Meinsol® 9mg/ml (Solucio salina) (Fresenius Kabi)

e Procediment:

- El pes dels animals es un reflex directe del benestar d’aquest,
aixi un animal que en condicions de menjar i beure ad libitum
disminueix de pes al llarg de I'experiment, és una senyal de
malestar, el qual podria afectar als resultats de I'experiment. Per
aguest motiu es van pesar les rates inicialment i al final de

'experiment.
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- Cada rata es posava en una de les gabies metaboligues amb
aigua i menjar ad libitum.

- Larecollida d’orina es va realitzar durant 24h en gabia metabdlica
i posteriorment es va mesurar I'excrecié urinaria de proteina.

- Es varealitzar una primera injeccié intravenosa (cua) de 320ul de
plasma de pacient GESF / control diluits en un total de 750ul de
sali. | posterior recollida d’orina durant 24h en gabia metabdlica i
mesura d’excrecio urinaria de proteina.

- Passades les primeres 24h post injeccid es van realitzar dues
injeccions més cada 24h amb la corresponent recollida d’orina.

- Per ultim es va pesar I'animal i es va procedir a realitzar
'eutanasia mitjangant CO..

6.4. Analisi de proteinuria en rates

La proteindria es va mesurar al servei de Bioquimica clinica del Hospital
Universitari Vall d’Hebron mitjangant la técnica del Pirogalol amb [l'aparell

Beckman Coulter AU 5800.

El Pirogalol és un metode colorimétric quantitatiu que s'utilitza per
mesurar la concentracié proteica de la orina. Es basa en que les proteines
presents en la mostra reaccionen en un medi acid amb el complex vermell de
Pirogalol-Molibdat originant un nou complex de color blau-lilos que es quantifica
en el espectrofotometre a 600 nm. L’absorbancia d’aquest complex és

directament proporcional a la quantitat de proteina de la mostra.
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7. Analisi estadistica

L’analisi estadistica es va realitzar utilitzant els softwares Statgraphics

(Statpoint Technologies Inc) i Graphpad prism 6 (GraphPad Software Inc).

Les dades obtingudes van ser analitzades mitjangcant un ANOVA, quan els
requeriments per a la realitzaci6 d'un ANOVA no eren els adequats (no
s’obtenia normalitat de residus ni igualtat de variancies entre els grups a
comparar), s’utilitzaven tests estadistics no parametrics com t-Student o U-
Mann-Whitney (per comparar dos grups) o el Kruskal-Wallis (comparacié de 3 o
més grups). La homogeneitat de les variables qualitatives es va posar a prova
amb la prova de Chi-quadrat. En tots els casos es considerava que hi havia

diferencies estadisticament significatives quan el p-valor era inferior a 0.5.
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1. Composicio dels tampons utilitzats

BUFFER D’ELECTROFORESIS

Comentaris

Components Concentraci6 10x Quantitat 1L
Tris Base (Sigma-Aldrich, T1503) 250mM 30.25¢g
Glicina (PanReac AppliChem, 131340) 1.92M 144.1g
SDS (GE Healthcare Life Sciences, 0
17131301) 1% 109
H.O MilliQ™ Enrasar a 1L

Diluir a concentracio
de treball 1x amb
H,O MilliQ™ en el

moment d’Us.
Guardar a 4°C

Taula 12. Tampé per a la electroforesis convencional

BUFFER DE TRANSFERENCIA TOWBIN

Comentaris

Components Concentracié 1x Quantitat 1L
Tris Base (Sigma-Aldrich, T1503) 25mM 3.03¢g
Glicina (PanReac AppliChem, 131340) 192Mm 14.4g
SDS (GE Hef;tg:]e-\;%l_)lfe Sciences, 0.1% 19
Metanol (Merck-Millipore, 106009) 20% 200ml
H20O MilliQ™ Enrasar a 1L

Guardar a 4°C

Taula 13. Tampo per a la transferencia convencional

BUFFERS PELS GELS D’ACRILAMIDA

Tampé Components Concentracié 4x Quantitat Comentaris
Tris Base (Sigma- Ajustar a pH 8.8 amb
. 1.5M 181.5 )
4x Tris pH 8.8 Aldrich, T1503) 9 HCI 4M.
H.O MilliQ™ Enrasar a 1L Guardar a 4°C
Tris Base (Sigma- .
. Aldrich, T1503) 0.5M 69 Ajustar a pH 6.8 amb
4x Tris pH 6.8 = HCI 4M.
H,O MilliQ™ ”1%'"05:1': a Guardar a 4°C
Taula 14. Tampé per a la realitzacio dels gels d’acrilamida
SOLUCIO D’EQUILIBRAT
Components Concentracio Quantitat Comentaris
Tris 1.5M pH 8.8 50mM 6.7ml
Urea (GE Healthcare Life
Sciences,17131901) 6M 72.079
Glicerol 87% (GE Healthcare Life 0
Sciences, 17132501) 30% 69m Aliquotar en falcons
SDS (GE Healthcare Life Sciences, 20t 4 de 10ml.
17131301) 0 9 Guardar a -20°C
Blau de Bromofenol (Sigma-Aldrich, B- 0
7021) 0.002% 400pl
. Enrasar a
™
H>O MilliQ 200ml

Taula 15. Preparaci6 de la solucié d'equilibrat per a les tires del 2D-PAGE
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PBS
Tampo Components Concentracio Quantitat Comentaris
NaCl (Sigma-Aldrich, S7653) 137mM 169
KCI (Sigma-Aldrich, P4504) 2.5mM 0.4g Esterilitzar al
NaxPO4 (Sigma- autoclau.
PBS 1x Aldrich,30435) 10mM 2.99 Guardar a
KH2PO4 (Merck-Millipore, temperatura
104873) L.4mM 0.4 ambient.
H20O MilliQ™ Enrasar a 2|
PBS 1x 700ml g
- —— Guardar a
PBS-Tween Tween 20 (Fisher Scientific, 0.1% ml temperatura
BP337) .
ambient
H.O MilliQ™ Enrasar a 71
Taula 16. Tamp6 PBS
SOLUCIO DE REHIDRATACIO
Components Concentraci6 Quantitat Comentaris
Urea (GE Healthcare Life
. .5M 12.7
Sciences,17131901) 8.5 59
Chaps (GE Healthcare Life Sciences, 0
17-1314-01) 2% 0-59
IPG ampholine buffer (GE Healthcare 0 Guardar a -20°C
. . 5% 125pl
Life Sciences, 17-6000-87) 0.5% SH
Blau de Bromofenol (Sigma-Aldrich, B- 0
7021) 0.002% 50ul
H>O MilliQ™ Enrasar a 25ml

Taula 17. Solucié de rehidratacio6 per a les tires de 2D-PAGE

SOLUCIO DE SEGELLAT D’AGAROSA

Components Concentraci6 Quantitat Comentaris
Buffer d’electroforesis 1x 100ml Escalfar fins a la total
Agarosa (Ecogen, AG0220) 0.5% 0.5g d|§so|u0|o de
- . I'agarosa.
Blau de Bromofenol (Sigma-Aldrich, B- 0.002% 200, Guardar a |
7021) temperatura ambient

Taula 18. Solucié de segellat dels gels d’acrilamida de 2D-PAGE

TAE 50x

Components Concentracio 1x Quantitat Comentaris

Tris base (Sigma-Aldrich, T1503) 40mM 2429 Diluir a concentraci6 de
Acid acétic glacial (PanReac t.rt.aball 1x amb Hz0
AppliChem, 141008) 20mM 57-1mi Q™ en el mormen
us.
EDTA pH8 2mM 100m| Guardar a temperatura
H,0 MilliQ™ Enrasar a 1l ambient

Taula 19. Tampd TAE per a la transferéncia.
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Resultats

1. Validacio de les proteines diferencials trobades per

2D-PAGE a orina: ApoA-Ib i ZAG

1.1. Disseny experimental i pacients

Per determinar la importancia de les proteines diferencial trobades
mitjangant I'analisi 2D-PAGE (figura 12, de la introduccié) com a biomarcadors
de recidiva en pacients GESF posTx es va realitzar una validacio individual de
cada una d’aquestes proteines (ZAG i ApoA-Ib) mitjancant una técnica
alternativa (WB) i sobre una mostra de pacients que consistien en una
ampliacié del grup de pacients utilitzat per a la identificacié de proteines

diferencials.

Aquest nou grup de pacients ampliat incloia a més de pacients GESF
recidivants (GESF-R) (14 pacients) i GESF no recidivants (GESF-NR) (61
pacients), pacients amb GESF amb base genética (GESF-FAM) (14 pacients),
aixi com un grup de pacients amb proteindria no relacionada amb GESF (P-

NoGESF) (30 pacients) (taula 20).

Aquesta ampliacié permetia determinar I'especificitat de les dos proteines
candidates a biomarcador de recidiva. Aixi 'ampliacié de pacients GESF-R i
GESF-NR, ens permetia comprovar que seguia succeint el resultat obtingut en
la verificaci6é, el grup GESF-FAM ens permetia afirmar que la presencia
d’aquestes proteines era especifica de GESF idiopatica i el grup de pacients P-
NoGESF, permetia descartar que la presencia sobretot de ApoA-Ib a 'orina fos

resultat de la proteindria que presentaven els pacients GESF-R.
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GESF-R GESF-NR | GESF-FAM | P-noGese | S'9nificanca
estadistica
Edat (anys) 39.03+4.09 | 46.09 +1.55 | 48.96 + 2.85 | 52.40 + 2.47 p<0.05 A
Homes/Dones 9/5 35/26 6/8 21/9 NS C
Hematocrit (%) 35.7+156" | 40.0+0.7 40.0+1.0 36.1+1.3" p<0.01 A
Albtmina (g/dl) 3.25+0.14" | 43+006 | 4.47+0.09 | 3.51+0.16" | p<0.0001 A
Prot.
plasmatiques 554+0.26" | 7.17+0.11 | 7.21+0.13 | 6.16 +0.16" | p<0.0001 A
(g/dI)
Colesterol (mg/dl) | 189.7+16.8 | 173.6+4.7 | 191.9+96 | 201.9+21.1 NS A
HDL (mg/dl) 50.1+5.1 54.2+2.4 50.2 + 4.9 46.4+3.6 NS A
Triglicerids 2242 +29.1% | 139.4+ 105 | 165.9+19.1 | 158.8+12.6 | p<0.005 KW
(mg/dl)
Creatinina (mg/dl) | 2.28+0.36" | 1.58+0.12 | 1.47+0.12 | 2.32+0.22' | p<0.004 KW
Proteinaria 1 1 p<0.0001
+ + + +

(a/24h) 7.69+1.86" | 0.32+0.05 | 0.32+0.08 | 4.25+0.52 KW

Taula 20. Estadistica clinica dels grups de pacients utilitzats per a validacié de les proteines
diferencials en orina ZAG i ApoA-I; Dades expressades com Mitjana + Error estandard; !Diferent de NR
i FAM: 2Diferent de NR, FAM i P; °Diferent de P: Analisis estadistica: A=Anova; KW= Kruskal-Wallis:
C=Test Chi-quadrat

Com es pot observar a la taula 20, clinicament hi ha les diferencies
estadistiques esperades, aixi doncs observem que en general el grup P-
NoGESF i GESF-R son diferents del grup GESF-NR i GESF-FAM en la majoria
de parametres. La causa d’aquesta diferencia és el fet que tant P-noGESF com
GESF-R presenten una sindrome nefrotica amb proteinuria abundant, la qual te
un efecte directe en els parametres plasmatics, mentre que els grups GESF-NR
| GESF-FAM, es podrien considerar pacients clinicament “normals”, doncs en el
primer cas la malaltia es troba en remissio i el segon cas sOn pacients que un
cop trasplantats, ja no presenten GESF i estan clinicament estables. Només en
un parametre, els triglicérids, el grup GESF-R és significativament diferents a la

resta de grups.

Finalment i per tal de avaluar la capacitat predictiva de recidives d’ApoA-Ib
com a possible biomarcador diagnostic de recidiva post-trasplantament es va

dur a terme un tercer estudi prospectiu amb 37 nous pacients GESF dividits en

129



Resultats

dos grups: 15 pacients GESF-R que presentaven proteinuria superior o igual a
1.5g/dia i amb biopsia confirmada de GESF i 22 pacients GESF-NR amb
proteindria inferior a 1.5g/dia i sense recidiva de GESF o proteinuria de més de
1.5g/dia perd amb diagnostic histologic diferent de GESF. A més també es va
recollir mostra d’orina d'un tercer grup consistent en 24 pacients amb un
diagnostic de malaltia primaria diferent de GESF, els quals tenien diferents
graus de proteintria (P-noGESF). Les caracteristiques cliniques d’aquests

pacients es troben a la taula 21.

GESF-R GESF-NR P-no GESF S;?z(ljf:sct?:ja
Edat (anys) 45.1+4.4 45.1+3.2 46.0+3.9 NS
Homes/Dones 8/7 14/8 16/8 NS
AlbGmina (g/dl) 3.35+0.18 4.16+0.12 3.57+0.17 NS
Colesterol (mg/dl) 216.7+20.8 184.2+4.99 211.8411.22 NS
Triglicérids (mg/dL) | 168.2+18.5 | 137.4+10.86 | 208.6+46.73 NS
Creatinina (mg/dl) 2.44+0.60 1.47+0.11* 2.52+0.35 p<0,001
Proteinuria (g/dia) 5.18+1.40 0.83+0.23* 3.24+0.67 p<0,001

Taula 21. Estadistica clinica dels grups de pacients utilitzats per establir el valor
diagnostic de ApoA-Ib en la recidiva de GESF posTx; Dades expressades com Mitjana +
Error estandard; *: diferencies entre NR-GESF vs R-GESF/P-noGESF; Analisis estadistica:
Test Kruskal-Wallis
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1.2. Validacio de ZAG

Es va determinar la proteina ZAG per WB en els grups de pacients
descrits en l'apartat anterior (taula 20). La quantificacié i posterior analisi
estadistic mitjancant un test ANOVA va mostrar diferencies significatives
(p<0.0001) entre els grups estudiats. En un analisi posterior comparant parelles
de grups individualment vam poder observar que no hi havia diferencies
significatives entre els grups R (1892+259, mitjanaterror estandard; unitats
arbitraries d’intensitat) i P (1981 + 811), tot i que ambdds grups presentaven
significativament més proteina ZAG en orina que els grups NR (475 £ 163) i
FAM (837 £474), els quals tampoc presentaven diferencies significatives entre

si (figura 18).

A

— — . T — —

P27 R24 R34 NR1 P94 R30 P125 R51

B
3000 -
g
©
(] .
2 2000 {
(&)
©
=
'§ 1000 -
3 i

o T L] L] L]
GESF-R GESF-NR GESF-FAM P-noGESF

Figura 18. A. Western blot representatiu de ZAG on es troben
representats els pacients P (proteindria no GESF), R (GESF
recidivants) i NR (GESF no recidivants). B. Representacio de la
quantificacié (mitjanat error estandard, unitats arbitraries) post
digitalitzacié de les bandes ZAG. L'analisi realitzat amb ANOVA,
dona diferencies significatives (p<0.0003) entres els grups. En el
posterior analisis test-LSD confirma que les diferencies entre els
grups son: FAM=NR<P=R
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Aixi doncs, tot i que la proteina ZAG ens permet diferenciar els pacients
GESF recidivants post-Tx dels GESF familiars i no recidivants, no permet la
diferenciacio entre pacients amb recaigudes GEFS d’aquells amb proteinuria
no relacionada amb GEFS. Aquest fet faria descartar ZAG coma biomarcador
de la recidiva post-Tx ja que no esta directament relacionada amb les

recaigudes GEFS després del trasplantament.

1.3. Validacio de ApoA-Ib

Es va determinar ApoA-Ib per WB en els grups de pacients descrits en
I'apartat anterior (taula 20). Aquesta determinaci6 consistia en la comparacio de
la banda obtinguda de ApoA-lb dels pacients d’estudi respecte una banda
control de ApoA-I estandard plasmatica (HC). Determinant aixi els pacients
ApoA-Ib positius aquells que presentaven una banda de ApoA-I amb un pes

molecular superior al de la ApoA-I estandard.

Un cop analitzats tots els pacients del grup de validacié per WB, es va
poder observar que tots els pacients GESF recidivants a excepcié d’'un (R112)
presentaven la banda corresponent a ApoA-1b (Figura 19a). Mentre que pel que
fa als grups NR, FAM i P vam observar que en el cas de NR Unicament en un
dels pacients dels 61 estudiats s’observava I'ApoA-Ib, cap dels 14 pacients
FAM estudiats presentava I'ApoA-Ib, i dels pacients amb proteinaria no
relacionada amb GESF, només en un cas s’observava aquesta forma de ApoA-

| de més pes molecular.

En alguns casos s’observa més d’'una banda d’ApoA-I, tal i com es pot
veure per exemple en el pacient R107 de la figura 19a. Aquestes bandes
probablement corresponen a altres isoformes d’ApoA-I, com les que ja haviem
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detectat en el 2D-PAGE (figura12; introduccid), a més també s’observen
bandes en alguns pacients P, perdo en aquest cas el pes molecular estava per
sota del observat en el cas d’ApoA-Ib (figura 19b). En estudiar el plasma no
s’observava en cap cas la banda corresponent a ApoA-Ib, si no que s’observa

la banda de pes molecular corresponent a 'ApoA-I estandard (figura 19c).

T . e A _-__.___25koa
R107 R112 R127 R128 NR131 R133 CTL
A ________________________ :—_ﬁ_.___ZEKDa
R024 R132 R134 CTL

____________________________________________________ - - -25kDa
NRO33 NRO50 NRO53 NR0O69 NRO70 NRO73 NRO75 CTL

B _______________________________ -__ 25 kDa

P139 P142 P147 P148 P149 CTL

“ e -

R024 RO030 R067 CTL RO065 R072

_-..._e----.-—— 25 kDa

R107 CTL R128 R133 NR70

Figura 19. Exemples de western blots de ApoA-I corresponents a diferents pacients.
A. Orina de pacients GESF recidivants i GESF no recidivants. Els pacients positius
presenten un banda de ApoA-Ib per sobre de la linia marcada de 25KDa (corresponents a
la ApoA-I estandard). Hi ha un Unic pacient GESF recidivant negatiu (R112) que només
presenta una banda de massa molecular igual a I'estandard, pero cap superior. B. Orina de
pacients amb proteindria no relacionada amb GESF. Tot hi que s’observen bandes
corresponents a ApoA-l, no es detecta cap banda amb un pes molecular més elevat (ApoA-
Ib). C. Plasma de pacients GESF recidivants i no recidivants. En cap cas s’observa en
plasma la banda corresponent a ApoA-Ib. Codi mostres: HC (control sans), R (GESF
recidivants); NR (GESF no recidivants); P (pacients amb proteindria no relacionada amb
GESF). Es carreguen 60ug de proteina per pou. S’ha dibuixat una linia just per sobre de la
ApoA-| dels controls de plasma per facilitar I'observacié de la banda corresponent a ApoA-Ib
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A la figura 20 podem trobar la representacié grafica dels resultats
obtinguts en quant a presencia/abséncia d’ApoA-lb, per cada un dels grups
estudiats. No es van observar diferencies significatives en el percentatge
d’ApoA-Ib positius entre els grups NR, FAM i P (test Chi-quadrat, p=0.4351),
pero si que s’observen diferencies significatives entre el grup R i els altres tres
grups. Com podem observar, el grup R presenta un major percentatge de
pacients ApoA-Ib positius (test Chi-quadrat, p<0.00001). A més en estudiar la
sensibilitat i 'especificitat de ApoA-Ib respecte el diagnostic clinic de recidiva de
GESF postTx, vam observar que ApoA-Ib presentava un especificitat del 98.1%
i una sensibilitat del 92.8%, donant-li aixi un alt valor com a biomarcador de la

recidiva de GESF posTx.

Pel que fa al pacient GESF recidivant R112 que va ser negatiu per ApoA-
Ib, es van estudiar les caracteristiques cliniques, i es va poder veure que
aguest pacient presentava baixa proteinuria (1g/d), es a dir, estava en remissio
de la malaltia, a més de que la mostra d’orina obtinguda per a la realitzacié de
l'analisi de WB corresponia a orina extreta despres del tractament de
plasmaferesis, donant aixi indicis de que el pacient estava responent al

tractament amb plasmaferesi i recuperant-se de la recidiva.

134



Sensibilitat 92.8 % VPN 99.0 %
Especifictat 98.1% VPP 86.6%
*
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GESF-R GESF-NR  GESF-FAM  P-noGESF

Figura  20. Distribucié del

percentatge dels pacients ApoA-lb
positius(negre) i negatius (gris) en el total de pacients estudiats. R:
GESF recidivants, NR: GESF no recidivants; FAM: GESF familiars; P:
proteindries no relacionades amb GESF. (*) Percentatge de casos ApoA-
Ib positius significativament superior als altres grups (Test Chi-quadrat
p<0.00001). La taula superior indica la capacitat analitica entre el valor de
ApoA-Ib positiu/negatiu obtingut per WB per detectar recidives en GESF
dels 119 pacients estudiats, en relacié al diagnostic clinic. VPN. Valor
predictiu negatiu, VPP:Valor predictiu positiu

Resultats

Per comprovar que realment la plasmaféresis jugava un paper important

en la presencia de I'’ApoA-Ib en orina, es van analitzar les mostres d’orina de

dos pacients que van fer recidiva despres del trasplantament. En un dels casos

el tractament amb plasmaféeresis va donar lloc a una remissio de la malaltia i

'ApoA-Ib va deixar d’aparéixer en el western blot (GESF 9), mentre que en

l'altre cas malgrat la plasmaféresis no s’observava remissié i tot i que si que

s’observa una parcial disminucié d’ApoA-Ib, aquesta segueix estant present

(GESF 33) (Figura 21). Aixi doncs aquest petit seguiment ens permetia
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observar com ’ApoA-Ib es veia afectada amb la plasmaferesis, pero també que

hi havia una correlacié entre la recidiva de GESF i la seva presencia en orina.

Pre-Tx Post-Tx
GESF 9 -— —— ApoA-b
41R 2,6 0,8 0,49 Proteinuria, g/L
GESF 33 . an "= - ApoAdb

6.8R 14,3R 126R 12,8R Proteinuria, g/L

f

Inici plasmaferesis

Figura 21. Western Blot on es pot observar |'efecte de la plasmaféresis

sobre mostres d’orina de dos pacients GESF recidivants ApoA-Ib positius.

R: indica recidiva

Finalment es va analitzar I'orina de I'ultim grup de pacients (taula 21) que
ens permetria veure el valor d’aquest possible biomarcador diagnostic de
recidiva post-trasplantament en un entorn real. Amb l'analisi de ApoA-Ib en
orina vam poder determinar que, 14 dels 15 pacients GESF-R eren positius per
ApoA-1b (93.3%), | solament 2 dels 22 pacients de GESF-NR presentaven
aquesta proteina en la orina (9.1%). Pel que fa als pacients P-noGESF, van ser
positius per ApoA-lb 3 dels 24 pacients estudiats (12.5%). Com podem
observar a la figura 22, 'ApoA-Ib, permet diferenciar no Unicament els pacient
GESF no recidivants dels GESF recidivants, si no que també és dutil per
diferenciar aquests Ultims dels pacients trasplantats que presenten proteinuria
no relacionada amb GESF, presentant una bona especificitat (89.1%) a més
d'una elevada sensibilitat (93.3%). Aixi doncs, la presencia de ApoA-lb esta

significativament lligada a la recidiva post-trasplantament de GESF. Aquesta
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caracteristica pot ser d'especial interés quan no es pot realitzar una bidpsia
(com per exemple pacients pediatrics amb sindrome nefrotica) o en recidives
primerenques, quan la biopsia no sigui informativa. En aquests casos, la
determinacié de I'ApoA-Ib en l'orina podria ser Util en el diagnostic de recidives
GESF, ja que rarament es detecta en casos de proteindria post-trasplantament
no relacionada (12,5%). A més, l'elevat valor predictiu negatiu d’ApoA-lb
respecte els altres dos grups estudiats (97,6%) indica que és especialment
adequada per descartar el diagnostic de recidiva de GESF quan ApoA-Ib no
apareix en orina. Aixi doncs, ApoA-lb pot ser utilitzat com a biomarcador per
diferenciar la recidiva post-trasplantament de GESF d'altres malalties no

relacionades amb caracteristiques cliniques similars.

Per descartar definitivament que ApoA-lb no estava relacionada amb els
nivells de proteindria o creatinina , es van analitzar individualment els valors de
proteindria i creatinina sérica per cada un dels pacients inclosos en aquest
estudi (figura 23). Com s’observa en la taula 21 i en la figura 23, no hi ha
diferencies significatives pel que fa a la proteindria i la creatinina entre els
grups P-noGESF i GESF-R, tot i que la majoria dels pacients GESF-R
presentaven ApoA-Ib en l'orina (93.3%), i la majoria dels pacients P-noGESF
no la presentaven (87.5%) (figura 22B). L'analisi de regressio lineal tenint en
consideracio la presencia d’ApoA-Ib com la variable predictiva i la creatinina
serica, la proteinuria i el grup de diagnostic (classificat com GESF-R contra els
altres dos grups, GESF-NR i P-noGESF) com a variables independents, va
demostrar que GESF-R era I'unic predictor independent de ApoA-Ib (Risc

relatiu 112; interval de confianga del 95%: 11-1224, p<0.0001).
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A

Detecciorecidiva de GESF Sensibilitat Especificitat VPP VPN
GESF-R vs GESF-NR 93.3% 90.9% 87.5% 952%
GESF-R vs P-noGESF 93.3% 87.5% 82.4% 955%
GESF-R vs (GESF-NR + P-noGESF) 93.3% 89.1% 713.7% 97.6%
B

100 7

80 1

60

%

40 A

20 1

GESF-R GESF-NR P-noGESF

Figura 22. La ApoA-lIb urinaria coma biomarcador de recidiva de GESF post-
trasplantament. A. Valor diagnostic de la ApoA-Ib en les recidives de GEFS en els
trasplantats renal. VPP: Valor predictiu positiu; VPN: Valor predictiu negatiu. B. Representacio
de la distribucié de la presencia de ApoA-Ib en els diferents grups. Pacients ApoA-lb positius
en barres negres, ApoA-lb negatius en barres grises. * Diferencies estadisticament
significatives entre la GEFS-R i els altres grups
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Figura 23. Relacié entre ApoA-Ib i dels nivells de creatinina i proteinuria. A. Valors
individuals del nivell de proteindria. B. Valors individuals del nivell de creatinina serica;
Els pacients ApoA-Ib positius es mostren en negre, mentre que els ApoA-lb positius es
mostren en blanc. La linia mostra la mitjana per cada un dels grups analitzats
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1.4. Determinaci6 d’ApoA-Ib per metodes automatitzats

Amb l'objectiu de trobar un métode automatitzable d’analisis d’ApoA-Ib
en orina i com una primera aproximacio al que podria ser a la deteccié d’aquest
biomarcador mitjancant aparells ja presents en el laboratori de bioquimica
clinica del hospital, es va estudiar el rendiment analitic de I'autoanalitzador
clinic (nefelometre, BN ProSpec System) respecte el WB en la deteccié
d’ApoA-I. EL BN ProSpec és un nefelometre que permet mesurar de forma
quantitativa, rapida i precisa els nivells de la proteina d’interés, en aquest cas
I'ApoA-1, mitjangant I's d’anticossos, els quals com ja es va comprovar en el
laboratori eren capacos de detectar també I'ApoA-Ib per western blot, aixi
doncs eren equivalents en quant a deteccié als els utilitzats normalment per a

la deteccio d’ApoA-Ib.

Aixi doncs, es va realitzar la determinacid6 d’ApoA-I mitjancant el
nefelometre, aixi com la deteccié d’ApoA-Ib per WB d’'un subconjunt de de 57
mostres de I'estudi, que es troben distribuides de la segient manera: set de les
mostres pertanyien a pacients GESF-R, 26 a pacients GESF-NR, 5 a pacients
GESF-FAM i 19 a pacients P-noGESF. Les caracteristiques cliniques dels

grups de pacients es troben detallades a la taula 22.

Com es pot observar la diferencies cliniques observades son les ja
esperades tal com em observat en anteriors casos. Un cop analitzades cada
una de les mostres tant amb el nefelometre com per WB, es va poder obtenir
una relacioé dels casos positius i negatius detectats per cada un dels métodes
utilitzats (taula 23). Determinant que un resultat positiu d’ApoA-Ib per WB, seria

aquell que presenta una banda d'un pes molecular superior a I’ApoA-I
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estandard (com ja ha estat definit en I'apartat 1.3), mentre que els positius del
nefelometre serien aquells que presentessin algun tipus de lectura d’ApoA-I, es
a dir, una concentracio d’ApoA-I superior a 5,06 mg/dl, el qual és el limit inferior

de deteccid del nefelometre BNProSpec per aquesta proteina.

GESF-R GESF-NR |GESF-FAM  |Pmocesg | Si9nificanca
estadistica

Hematocrit (%) | 29,8045,20" | 38,96:0,93 | 40,60+1,28  |37,501,39 |p<0,05
AlbGmina (g/dL) |3.0120,16°  |4.28t0,10 | 4.60+0,11 3,45+0,226° | p<0,0001
CalcsitEie] 199,0427,12 |167,8+7,13 |198,2+11,02 |197,0+22,73 |Ns
(mg/dL)
g/(;tl?'nes plasmal . 1010360 |7.17¢017 |7,30%027 6,26+0,26° | p<0,0001
HDL (mg/dL) 39.10+3,60  |52.23t402 |46.40%628  |52,89t539 |NS
Triglicerids
glicert 332,7+84,65° |124,00+14,9 [179,8+16,49 |153,5+15,89 |p<0,0005
(mg/dL)
Creatinina 24340652  [1,39+0,11 |1,60+0,17 1,914024 | p<0,05
(mg/dL)
Proteinudria
iy 14,16+6,112 |0,42+0,10 | 0,20+0,09 4,45+0,80* | p<0,0001

Taula 22. Estadistica clinica dels grups de pacients utilitzats per la comparacio de
determinacions de ApoA-I del nefelometre respecte WB; Dades expressades com Mitjana +
Error estandard, 'Diferents de NR i FAM; “Diferents de NR, FAM, P; °Diferents de NR i P;
Analisis estadistica: ANOVA

La distribucié de pacients ApoA-Ib positius i negatius es molt similar pel
gue fa als grups GESF-NR i GESF-FAM en els dos metodes de deteccid
estudiats, pero si ens centrem en els GESF-R i en els P-noGESF, podem
observar que en el cas del nefelometre obtenim un elevat nombre de falsos
positius (P-noGESF amb ApoA-lb positiva) en el grup de proteinaries no

relacionades amb GESF.
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Significanca
Métode de deteccid GESF-R | GESF-NR | GESF-FAM | P-noGESF | estadistica
entre metodes
ApoA-Ib
POSITIUS 6 0 L L
Western-Blot ApoA-ID R NS
NEGATIUS L 26 4 18 NR NS
ApoA-I| FAM NS
. POSITIUS 4 1 1 9 P p<0.0033
Nefelometre ADOA
NEGATIUS 3 25 4 10

Taula 23. Distribucié de la deteccié de ApoA-I del nefelometre i la de ApoA-lb en WB en
cada un dels grups estudiats. Analisis estadistica:Test Chi-quadrat.

Per saber fins a quin punt la deteccid de cada un dels métodes era fiable
i concordava amb la realitat clinica dels pacients es va analitzar la sensibilitat i
I'especificitat de cada un els métodes estudiats (WB i nefelometre) mitjancant la
concordanca del diagnostic proporcionat per aquests dos métodes respecte el
diagnostic clinic del que es disposava. Els resultats obtinguts per part del
nefelometre, aixi com el resultats obtinguts per WB, es detallen a la taula 24.
Com es pot observar, el rendiment analitic obtingut amb el nefelometre
(sensibilitat i especificitat del 57.1% i 78% respectivament; VPP= 26.7%, VPN=
92.9%) és inferior al obtingut per WB (sensibilitat i especificitat del 85.7% i 96%

respectivament; VPP= 98%, VPN= 75%).

Western Blot | Nefelometre
Sensibilitat 85,7% 57,1%
Especificitat 96% 78%
VPP 75% 26,7%
VPN 98% 92,9%

Taula 24. Determinacio de la sensibilitat i 'especificitat del nefelometre i el WB

Aquesta diferencia ve donada probablement pel fet que mentre que amb
WB fem una deteccié més acurada, doncs només es donen per positius aquells

pacients que presenten ’ApoA-Ib, en el cas del nefelometre no es disposa d’'un
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anticos especific per aquesta ApoA-Ib, si no que ha estat testat amb I'anticos
contra I'’ApoA-I estandard, pel que detecta tant els pacients que presenten
aquesta ApoA-lb com els pacients que presenten algunes de les isoformes
d’ApoA-I en la orina, les quals com ja hem dit anteriorment presenten alguns

pacients amb proteinuria no relacionada amb GESF.

Aixi doncs, I'is del nefelometre per analitzar 'ApoA-Ib seria menys efectiu
gque el western blot en el diagnostic de recidives de GESF en les
circumstancies actuals, doncs falla en la deteccié de quasi la meitat de pacients
recidivants i detecta com a positius un 52.5% dels pacients amb proteinuria no

relacionada amb GESF.

2. Capacitat pronostica i1 predictora de recidiva
d’ApoA-Ib

Per avaluar si I'ApoA-lb prediu el risc de recaiguda, es va dissenyar un
seguiment, en el qual es determinava la ApoA-Ib dels pacients GESF idiopatics
gue rebien un trasplantament de rony6, en diversos moments: pre-
trasplantament i a una setmana, un mes, tres mesos i un any despres del
trasplantament o quan es produia un episodi de proteindria =2 1,5 g/ d amb

indicacio de biopsia (figura 24).

Cadavegadaque es produeixi un
episodide proteintria amb
Pre Tx 1lsetmana 3mesos indicaci6 de biopsia 12 mesos

|| 4 |

| Temps variable | | | | | | | | |

—

Inclusi6 del Tx
pacient

1mes

Figura 24. Esquema de recollida de mostres per a la determinacidé de la capacitat
diagnostica i predictora de recidiva de la ApoA-Ib.
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Pacient Pre-Tx  Tx 1Setmana 1 Mes 3 Mesos 1 Any
GESF 33
ApoA-1b Positiu Positiu 8  Positiu Positiu Positiu*
Proteintria (g/24h) 37 6,8 2 14,3 12,6 12,8
Creatinina (mg/dL) 5,44 3,47 g 1,74 2,01 2,08
GESF 9
< | ApoA-Ib Positiu Positiu _g Negatiu* Negatiu* Negatiu
E Proteinuria (g/24h) 2,9 4,07 g 2,6 0,8 0,49
9 Creatinina (mg/dL) 9,95 15 2 0,99 1,49 1,05
o | GESF 16
ApoA-lb Andria Positiu S Positiu Negatiu Positiu g
Proteinuria (g/24h) 15 2 4,4 1,39 1,6 g
Creatinina (mg/dL) 2,43 2 1,77 1,89 1,4 2
GESF 12
ApoA-1b Negatiu Negatiu | S| Negatiu Negatiu
Proteindria (g/24h) 0,54 - 2,6 g 1,5 1,7
Creatinina (mg/dL) 2,07 094 |&| 1,23 1,3
GESF 6 --
ApoA-lb n.d. (#) Negatiu Negatiu Negatiu
Proteinuria (g/24h) Antria 0,25 <0,1 0,1 <0,1
Creatinina (mg/dL) 34 1,1 1,31 1
GESF 13
ApoA-lb Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
Proteindria (g/24h) 1,5 0,69 1,79 0,1 1,6
Creatinina (mg/dL) 5,6 1,73 1,46 1,31 1,6
GESF 15
ApoA-1b Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
Proteindria (g/24h) 0,4 0,4 0,16 0,24 15,28 (¥)
Creatinina (mg/dL) 11 1,1 0,96 0,93 1,56
GESF 20
ApoA-1b Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
< Proteindria (g/24h) n.d. 0,3 <0,1 <0,1 <0,1
= | Creatinina (mg/dL) 5,25 1,85 1,6 1,37 1,7
S |cesF 21
ﬁ ApoA-1b Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
O | Proteindria (g/24h) n.d. <0,1 <0,1 <0,1 <0,1
= Creatinina (mg/dL) 8 2,77 1,07 1,47 0,99
GESF 23
ApoA-1b Andria Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
Proteindria (g/L) 0,3 <0,1 0,49 <0,1
Creatinina (mg/dL) 3,06 1,57 1,67 1,48
GESF 24
ApoA-lb Negatiu Positiu Negatiu Negatiu
Proteinaria (g/24h) 0,49 -- 0,31 <0, <0,1
Creatinina (mg/dL) 9,5 2,1 2 1,8
GESF 25
ApoA-1b Andria Negatiu Negatiu Negatiu
Proteindria (g/24h) 1,64 - <0,1 0,1
Creatinina (mg/dL) 4,87 1,3 1,3
GESF 28
ApoA-lb Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu Negatiu
Proteinuria (g/24h) n.d. 1,64 1,05 0,4 0,7
Creatinina (mg/dL) 4,56 5,45 3,2 2,75 2,18

Taula 25. Determinacié de ApoA-Ib, proteindria i creatinina de cada una de les mostres
recollides durant el seguiment d’'un any post-trasplantament dels 13 pacients GESF
idiopatics estudiats. n.d:no determinat; --: falta punt mostral; (#). Hematuria macroscopica; (*):
plasmaferesis; (¥): Rebuig cronic humoral
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Es van analitzar un total de 33 pacients diagnosticats de GESF que
estaven inclosos en la llista d’espera per a un trasplantament. D’aquests, 25
pacients estaven en hemodialisis i 8 eren pacients en pre-dialisis. Dels pacients
en dialisis, no es va poder obtenir mostra d’orina per a I'avaluacié de ApoA-Ib
en 4 casos. Un cop analitzada la ApoA-Ib en el total els pacients pre-
trasplantament dels que es disposava mostra d'orina (29 pacients), es va
observar que ApoA-Ib era positiva en 11 casos, es a dir en un 37.9% de les

mostres.

Dels 33 pacients inclosos en la llista d’espera, van rebre trasplantament
durant la realitzacié de 'estudi 17 pacients, dels quals es va poder dur a terme
el complet seguiment d’'un any en 13 casos. D'aquests 13 pacients en que es
va poder realitzar el seguiment d’'un any, es va observar recidiva en 4 pacients,
el quals 3 d’ells eren ApoA-Ib positius abans de la recidiva. Els altres 9 pacients
estudiats no van mostrar recidiva en cap ocasid, 8 d'ells van ser ApoA-Ib
negatius en totes les mostres estudiades, i Gnicament en un cas, GESF-24, es
va observar ApoA-Ib positiva 1 mes despres del trasplantament (Taula 25).
Com es pot observar en la taula 25, els pacients GESF-33 i GESF-9 presenten
ApoA-Ib en orina abans del trasplantament. Si ens fixem pacient per pacient,
podem observar que el pacient GESF-33, el qual va fer una immediata recidiva,
era ApoA-Ib positiu en totes les mostres analitzades. El pacient GESF-9 era
ApoA-Ib positiu abans del trasplantament, i just després de ser trasplantat
(abans del diagnostic de recaiguda), al ser tractat amb plasmaféresis va fer una
remissio, fent aixi que les mostres recollides durant el tractament fossin ApoA-
Ib negatives. Els pacient GESF-16 era anuric abans del trasplantament, pel que

no es va poder determinar la ApoA-lb pre-trasplantament. Perd en les dos
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recidives que va presentar aquest pacient, una immediatament després del
trasplantament i l'altre a I'any de ser trasplantat, s’'observa la ApoA-Ib positiva
abans de I'augment de proteinuria. Tot i que no es mostra a la taula 25, doncs
el seguiment acabava a l'any de ser trasplantat, el pacient GESF-16 va
respondre al tractament amb plasmaféeresi despreés de la segona recidiva, el
gue va fer negativitzar de nou la ApoA-Ib en les mostres recollides despres de
'any post-trasplantament. L'unic resultat discordant és el que correspon al
pacient GESF-12, el qual va ser diagnosticat de recidiva de GESF dos mesos
després de ser trasplantat, perd no va presentar en cap moment la ApoA-lb

positiva.

3. Validacio i optimitzacié com a biomarcadors de les
proteines diferencials trobades per 2D-PAGE a plasma:

ApoA-Il

En un estudi previ del grup’, on l'objectiu principal era buscar el factor
plasmatic causant de la glomeruloesclerosis focal i segmentaria, es van
seleccionar vint-i-sis pacients pediatrics amb GESF dels quals es va recollir el
seu plasma. Els pacients es van classificar en dos grups, un format per 15
pacients GESF idiopatics i I'altre grup conformat per pacients de GESF familiar
(11 pacients). Les caracteristiques cliniques dels pacients que conformaven
cada un d’aquests grups es troben detallades en la taula 26, on es pot observar
gue no existeixen diferencies significatives entre ambdds grups pel que fa als

diferents parametres plasmatics i d’orina.
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GESF idiopatics GESF familiar Slgnlfl’ca_nga
estadistica
Edat (anys) 11.8+1.1 86=x11 NS
Homes/Dones 6/9 47 NS
Hematocrit (%) 35.6+£3.8 356+£1.21 NS
Albdmina (g/dl) 2.39+0.44 2.21+041 NS
Prot. - plasmatiques 4.86 0.46 4.88+ 0.42 NS
(9/dl)
Colesterol (mg/dl) 297 + 42 282+ 34 NS
Triglicéerids (mg/dl) 172 + 25 205+ 25 NS
Creatinina (mg/dl) 0.44 £ 0.07 0.57+0.11 NS
Proteinuria (g/24h) 414 +0.82 3.37+0.9 NS

Taula 26. Estadistica clinica dels grups de pacients utilitzats per la validacié de la Apolipoproteina
A-1l; Dades expressades com Mitjana * Error estandard; Analisis estadistica: t-Student

Per tal de trobar el factor plasmatic causant de GESF, es va realitzar un
estudi proteomic del plasma dels dos grups esmentats, mitjancant un gel
bidimensional (2D-Page), a la figura 25, es mostren els dos mapes proteomics
obtinguts a partir dels pools de plasma dels pacients GESF familiars (figura
25A) i GESF idiopatics (figura 25A). Amb l'objectiu de detectar proteines
diferencials entre els dos mapes es va realitzar una comparacio utilitzant el
software PD-Quest de Bio-Rad. Entre les proteines diferencials trobades n’hi ha
una, marcada amb un cercle a la figura 25, que cridava especialment I'atencio,
per estar present en el pool de pacients de GESF idiopatics i absent en el mapa
corresponent als GESF genetics, i que per tant podria ser un bon candidat a
factor plasmatic causant de GESF idiopatica. En retallar i analitzar aquesta
proteina mitjancant espectrometria de masses es va poder determinar que
corresponia a I'apolipoproteina A-1l (ApoA-I1l) en la seva forma monomerica, la

qual, igual que I’ApoA-I, és una proteina que forma part del les HDL.
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Igual que en I'’ApoA-I1, per confirmar la relaci6 amb GESF idiopatica de la
forma d’ApoA-Il trobada (ApoA-1l monomerica; ApoA-lim) mitjangant I'analisi
2D-PAGE es va realitzar una validacié individual de cada pacient inclos en el
pool utilitzat per a la realitzaci6 del gel bidimensional. Aquesta validacio
consistia en la detecci6 de la proteina ApoA-Il mitjangant una técnica
alternativa (WB). Com podem observar a la figura 26A, es va poder detectar la
ApoA-lim per WB, perd no només apareixia en els pacients de GESF idiopatica
tal com succeia en el 2D-Page, si no que els pacients amb GESF familiar
també presentaven aquesta forma monomerica. A més el grau de
reproductibilitat del WB era molt baix, donant lloc a que per una mateixa mostra

de plasma a vegades s’observeés la ApoA-lim i d’altres no.

A = B . -
' " - N

.
: _ ’ ' - -
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‘e .’ .

- 4 " -

Figura 25. Electroforesis bidimensional del pool de mostres de plasma de pacients GESF
d’origen genétic (A) i GESF idiopatics (B). El punt encerclat correspon a la ApoA-Il
monomerica, present inicament en els pacients GESF idiopatics

Com que I'abséncia o presencia d’ApoA-lim no permetia diferenciar entre
pacients GESF idiopatics i pacients GESF familiars, es va realitzar una

guantificacié relativa de les bandes corresponents a ApoA-lim observades al
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western-blot per cada un dels pacients. Per a tal efecte es va utilitzar en
software Quantity One de BioRad, aquest programa calcula la intensitat de les
bandes sumant la intensitat dels pixels inclosos dins la banda i corregint pel
valor de la intensitat de fons o background. Els nivells de 'ApoA-lim es van
referir als nivells d’ApoA-Il dimerica del propi pacient per tal de contrarestar
possibles errors en la carrega de la mostra. Com es pot observar en el grafic de
la figura 26b, hi ha més quantitat d’ApoA-Il monomerica en els pacients GESF
idiopatics en comparacié amb els GESF familiars, perd I'analisi estadistic t-
Student va confirmar que aquestes diferencies no eren significatives. Pel que
malgrat el que s’observava per 2D-PAGE (figura 25), sembla que ’ApoA-Iim no
es exclusiva dels pacients idiopatics, si no que es troba present també en els
pacients GESF familiars, i per tant no es pot considerar un candidat a factor
permeabilitzador causant de GESF. Tot i aixi, el fet que al igual que I’ApoA-I
estigui formant part de les HDL, dona indicis que podria haver-hi alguna relacié

d’aquestes dos proteines amb la malaltia de GESF.
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Figura 26 Validaci6 de ApoA-lim A. Exemples de western blot de ApoA-Il
corresponents a diferents pacients GESF idiopatics i GESF d’origen genétic (GESF-
FAM) on s’observa la baixa reproductibilitat dels resultats observats mitjangant 2D-
PAGE. Amb un fletxa esta marcada la ApoA-Il monomerica, les bandes superiors
corresponen a la ApoA-Il en el seu estat diméric. B. Representacio grafica de la
quantificacié de la relacid6 de ApoAll monomeérica respecte la ApoA-Il dimérica per

als dos grups estudiats. No s’observen diferencies significatives entre els dos grups
(t-Student).

4. Relacio d’ApoA-lb i ApoA-Il en orina

La determinacié d’ApoA-lim te una baixa reproductibilitat en plasma, i la
seva quantificacié no permet diferenciar entre GESF idiopatics i GESF familiar,
perd semblava evident que tenia alguna relaci6 amb GESF. Aixo va fer pensar
que la determinacié en orina d’ApoA-lI podria complementar la capacitat

diagnostica d’ApoA-lim que préviament ja haviem detectat, reforcant I'Us
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d’'aquestes dos proteines coma biomarcadors de la recidiva post-

trasplantament.

Es va fer la determinaci6 d’ApoA-ll en orina dels pacients estudiats
previament per a la determinacié de ApoA-Ib, les caracteristiques cliniques dels
guals es troben recollides en la taula 20. La forma que es trobava en la orina
dels pacients estudiats corresponia a la ApoA-Il en estat dimérica, i en cap cas
es va trobar la forma monomeérica. Igual que succeia en la determinacio
d’ApoA-Ib, es va trobar que la presencia o absencia de "’ApoA-Il es distribuia
de forma diferencial entre els diferents grups. La representacio grafica

d’aquesta distribucié 'observem en la figura 27.

Sensibilitat 78.6 % VPN 96.4 %
Especifictat 80.8% VPP 36.7%
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GESF-R GESF-NR GESF-FAM P-noGESF

Figura 27. Distribucié dels pacients ApoA-Il positius(negre) i negatius
(gris) en el total de pacients estudiats. R: GESF recidivants, NR: GESF no
recidivants; FAM: GESF familiars; P: proteindries no relacionades amb GESF.
No s’observen diferencies significatives entre grups (Test Chi-quadrat p=0.52).
La taula indica la capacitat analitica entre el valor de ApoA-lb positiu/negatiu
obtingut per WB per detectar recidives en GESF dels pacients estudiats, en
relacié al diagnostic clinic. VPN. Valor predictiu negatiu, VPP:Valor predictiu
positiu
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La distribucié de ApoA-Il entre els diferents grups va ser molt semblant a
la observada anteriorment en ApoA-lb (figura 20), i malgrat que si que
s’observava més presencia d’ApoA-Il en el grup corresponent a GESF
recidivants, en aquesta ocasi6 les diferencies observades no eren
significatives. A més en estudiar la sensibilitat i 'especificitat d’ApoA-Il respecte
el diagnostic clinic de recidiva de GESF post-Tx, vam observar que presentava
un especificitat (80.8%) i una sensibilitat (78.6%) inferiors a les observades en
ApoA-Ib (98.1% i 92.8% respectivament) descartant-la aixi coma biomarcador

complementari o substitutiu d’ApoA-Ib en la recidiva de GESF post-Tx.

El fet que no pogués ser utilitzat com a biomarcador de recidiva, i que la
seva presencia finalment no sembla estar directament lligada per si sola a la
causa de GESF, va fer que aquesta linia de recerca de I’ApoA-lim com a tal es

deixes parada en aquest punt per tal de seguir amb la investigacié de I’ApoA-Ib.

5. Caracteritzacié de les modificacions d’ApoA-Ib

Per elucidar la causa de l'elevat de pes molecular d’ApoA-lb en orina de

pacients GESF recidivants es van contemplar dos possibilitats:

1. Variacions genetiques: que poguessin donar lloc a un increment de
pes molecular directament o modificacions de les proteines derivades
de variacions genetiques que permetessin una modificacid post
traduccional que provoques l'augment de la massa molecular. El que
comportava I'estudi del gen de APOAL.

2. Modificacions post-traduccionals o processaments anomals de la

proteina que incrementessin la massa de [I'ApoA-l. Aquestes
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alteracions es van investigar mitjancant tecniques bioquimiques i
d'espectrometria de masses aplicades a ApoA-Ib i ApoA-I purificades
obtingudes de pacients GESF positius per ApoA-lIb seleccionats i

individus de referencia.

5.1. Determinacio de variants genetiques

S’ha realitzat la sequenciacié del gen APOAL, incloent exons, introns i la
zona 5’UTR per tal de buscar polimorfismes, mutacions o zones susceptibles

d’splicing alternatius que fossin comuns en els pacients GESF recidivants.

L’estudi genetic d’/APOAL es va dur a terme sobre un total de 24 mostres
de pacients, els quals es classificaven en dos grups, 8 pacients recidivants que
presentaven la forma ApoA-Ib en orina i 16 pacients GESF-FAM i GESF-NR els
guals no presentaven, ni havien presentat en cap mostra d’orina aquesta forma
modificada d’ApoA-I. Aquest pacients provenien de diferents regions d’Espanya
i en tots els casos es va determinar la presencia d’ApoA-lb en orina mitjancant
western-blot. Les sequéncies obtingudes es van alinear amb la sequéncia
consens (Referéncia NCBI: NG _012021.1) per tal de buscar les diferencies

entre els dos grups de pacients esmentats.

Un cop fet lanalisi del gen APOALl, es van identificar total de 7
polimorfismes (SNPs), un dels quals es trobava a la zona 5’-UTR i la resta en
les zones introniques dels gen, en cap cas es va trobar cap variant genetica en
la zona codificant del gen. Els SNPs trobats es troben detallats a la taula 27, on
a meés de la nomenclatura a nivell genomic, hi ha la referéncia utilitzada en la

base de dades d’'SNPs del NCBI (National Center for Biotechnology
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Information), aixi com la distribucié de les frequiéncies al-léliques per cada un

dels SNPS en cada un dels grups.

Mitjancant el trest Chi-quadrat es van analitzar les possibles diferencies
significatives pel que fa a la distribucié de les freqtiéncies al-léliques de ambdés
grups, considerant que hi hauria diferencies significatives en aquells casos en
gue el p-valor fos inferior a 0.05, es pot observar que no hi ha cap polimorfisme
en els pacients ApoA-lb positius diferencial dels polimorfismes trobats en els
pacients ApoA-lb negatius. A meés, tots els SNPs trobats es trobaven
previament descrits i en cap cas podrien explicar 'augment de pes molecular
de la ApoA-Ib. El fet de que siguin SNPs situats en les zones no codificants de
la proteina final descarta la possibilitat de que puguin donar lloc a una
modificacio post-traduccional d’origen genétic que provoques I'augment de pes
molecular de la ApoA-Ib. Un altre opcié d’augment de massa seria la possibilitat
d'un splicing alternatiu, aquesta opcié es va descartar mitjangant I'ius de

softwares predictors d’splicing (Neural Network Genie Splice Site Prediction).

ApoA-Ib positius ApoA-Ib negatius L
SNP Allels (GESF-R) (GESF-NR/GESF-FAM) | Slgnificanca
— — estadistica
Freq. Al-lelica (%) Freq. Al-lélica (%)
IVS1-75 G>A G 62.5 84.4 NS
(rs670) A 375 15.6
IVS1+67 C>T C 93.8 100 NS
(rs5069) T 6.2 0
IVS3+33 T>C T 12.5 3.1 NS
(rs2070665) C 87.5 96..9
c.IVS3+134 T>C T 12.5 31 NS
(rs5072) C 87.5 96.9
IVS4-211 T>C T 18.8 3.1 NS
(rs7116797) C 81.2 96..9
IVS4-274 C>T C 100 84.4 NS
(rs12718464) T 0 15.6
IVS4-63 C>T C 93.8 100
(rS5076) T 62 0 NS

Taula 27. Distribucié al-lelica per cada un dels SNPS trobats en ambdds grups estudiats.
No s’observen diferencies estadisticament significatives entre els dos grups d’estudi, per a cap
polimorfisme (Test Chi-quadrat)
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5.2. Determinaci6 de modificacions post-traduccionals

Un cop descartades les possibles modificacions genétiques, es va
plantejar que l'augment de pes podia ser causat per una modificacio post-

traduccional o un processament anomal de la proteina.

Per justificar 'augment de massa al voltant de 1-2KDa observat per WB
de I'ApoA-lb, una primera possibilitat era que la proteina patis un procés de
glicosilacié, es a dir, la incorporacié de carbohidrats a la proteina. Aquesta
glicosilacié és un procés dirigit per enzims i condicionat per llocs especifics
d'unié, que pot succeir de forma paral-lela a la sintesi de la proteina o de

manera post-traduccional, quan la sintesi de la proteina ja ha finalitzat.

Segons el lloc on es produeixi la glicosilaci6 podem trobar N-
glicosilacions, ( unié de I'oligosacarid al grup amino lliure d’'una asparagina) i O-
glicosilacions (unié de l'oligosacarid sobre el grup hidroxil de residus de

treonina o serina).

També existeix la glicacio, o glicosilacio no enzimatica, que consisteix en
la modificacioé post-traduccional permanent dels grups amino de les proteines i
la qual ve donada per un augment de glucosa en sang que accelera la reaccio
entre sucres i altres molecules com les proteines, d’aqui resulta la formacié de

productes finals de glicosilacié avancada (AGES).

Per comprovar la presencia o abséncia de N-glicosilacions es va realitzar
una digestido amb I'enzim PNGasa F (New England Biolabs, P0704S) el qual és
una amidasa que elimina la majoria dels oligosacarids enllacats a asparagina.
Per a tal efecte es van agafar mostres de orina de quatre pacients GESF

recidivants als quals ja se’ls havia detectat 'ApoA-Ib previament per WB i una
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mostra de plasma control, i es va procedir a la digesti6 de cada una de les
mostres amb I'enzim ja esmentat. Un cop digerides, es va fer un WB i una
posterior deteccio de I'ApoA-1 i de la transferrina (control positiu de N-
glicosilacions) mitjancant els anticossos corresponents. La presencia de N-
glicosilacions es confirma quan la proteina que la conté migra fins a la seva

massa molecular nativa en presencia de I'enzim.

Com es pot observar a la figura 28, no hi havia canvis de pes molecular
en abséncia de I'enzim, si no que les bandes corresponents a ’ApoA-I, ApoA-Ib
I transferrina es mantenien en el mateix pes molecular que en el cas de no
digestié. Quan hi havia presencia de PNGasa, i per tant es produia la digestié
de les N-glicosilacions, la transferrina, la qual es un glicoproteina de 80Kda que
és troba N-glicosilada en les posicions Asn432 i Asn630%°, disminuia de pes
molecular, pero en cap dels pacients estudiats 'ApoA-Ib tornava al seu pes
molecular estandard. Aixi doncs, es va poder descartar que I'augment de pes

molecular de I'ApoA-Ib fos causat per la presencia d’'una N-glicosilacio.

PNGasa F
- + - + - + nd -+ - + - + nd
Transferrina —> A- - - - " —
- »

ApoA-I p—

po 9 , - - - — — .
Orina Orina Plasma Orina Orina Plasma
G312 G207 CTL G208 G133 CTL

Figura 28. Digestié6 amb I’enzim PNGasa F d’orines test i plasma control. -: digestio sense
enzim (control negatiu), +: digestio amb enzim (prova); nd: no digerit
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La determinacio de O-glicosilacions es va realitzar mitjangant I'is de ProQ
Emerald 300 (Thermo Fisher, P21857), el qual és un reactiu que reacciona amb
els grups de carbohidrats acid periodic oxidats, generant una senyal fluorescent
en les (glicoproteines. Aquest tipus de tinci6 permet la deteccio de
glicoproteines a una concentracio de 300pg per banda o taca. Per determinar si
la ApoA-Ib presentava una glicosilacié es van realitzar dos gels d’electroforesis
bidimensional a partir de la mostra d’orina d'un pool de pacients GESF
recidivant, al qual préviament s’havia detectat la ApoA-Ib per WB. Un dels gels
es va tenyir amb coomassie col-loidal per tal de poder visualitzar i localitzar la
ApoA-Ib, I'altre gel es va tenyir amb ProQ Emerald, el que ens permetia veure
totes les glicoproteines presents en la orina del pacient estudiat. Els mapes
protedmics obtinguts amb la tinci6 de coomassie col-loidal i la tincié ProQ

Emerald es mostren a la figura 29A i 29B respectivament.

Tal i com es pot observar en la figura 29, tot i que la ApoA-Ib si que esta
present en el mapa corresponent a la tinci6 amb comassie (figura 29A),
aquesta no s’observa en el mapa corresponent a la tinci6 amb ProQ Emerald
(figura 29B), el que permetria descartar la presencia de O-glicosilacions en

I'ApoA-Ib.
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Figura 29. Determinacié de les O-glicosilaciéns mitjancant ProQ Emerald. A. Tinci6
total amb coomassie col-loidal. B. Tinci6 amb proQ Emerald. El cercle assenyala la
ApoA-Ib

Per tal de validar aquests resultats, es va realitzar un analisis de I’ApoA-Ib
amb MALDI-TOF i LC-MS/MS, i en aquest cas es va detectar el que semblava
correspondre a una O-glicosilacié en la Ser-166 que podria explicar 'augment
de massa de I'ApoA-Ib, perd posteriors analisis amb equips de més alta
resolucié van descartar aquesta possibilitat, descartant aixi definitivament les
O-glicosilacions com a causa de l'augment de pes molecular observat en

I’ApoA-Ib.

Una segona possibilitat que podria explicar 'augment de pes molecular

que s’observa en I’ApoA-Ib respecte 'ApoA-I, és que aquesta proteina de més
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pes molecular passes per un processament de la proteina anomal, es dir que el
péptid senyal o el pro-péptid no fossin correctament escindits. Per valorar
aquesta possibilitat es va procedir a aillar I'ApoA-Ib. Aixi com I'ApoA-I
estandard (en els casos en que aquesta estava present) de la orina de 6
pacients GESF recidivants (figura30A), a més també és van aillar I’ApoA-l i la
pro-ApoA-I del plasma d’aquests pacients (figura 30B). Per a poder aillar les
taques corresponents a les proteines ja mencionades es va realitzar un gel 2D-
PAGE utilitzant un rang de pH de 4 a 7 que posteriorment es va tenyir amb
coomassie col-loidal. Les taques corresponents es van ser enviades a la unitat
de proteomica del European Molecular Biology Laboratory (EMBL, Heidelberg)
on es van retallar i digerir amb tripsina, per a continuacié passar-les per un
espectrometre de masses LTQ-Orbitrap, i confrontar tot seguit les seqiéncies
obtingudes contra una base de dades de protedmica humana. Les seqléncies
obtingudes individualment per cada un dels pacients es troba representada en
la figura 31, on en vermell podem observar la cobertura per cada una de les

taques analitzades, es adir, els péptids trobats en I'analisi.
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Figura 30. Aillament de les taques corresponents a ApoA-Ib, ApoA-Il i pro-ApoA-I. A 2D-
PAGE obtingut a partir de la mostra d’orina d’'un dels pacients GESF recidivants analitzats on
s’observa en el quadre més ampliat la presencia de la taca corresponent a la ApoA-Ib (1) aixi
com la taca correspoentn a la ApoA-I estandard (2). B 2D-PAGE obtingut a partir de la mostra
de plasma d'un dels pacients GESF recidivants analitzat on es pot observar la taca
corresponent a ApoA-l estandard (3) a més de la taca corresponent a pro-ApoA-1 (3). A la
dreta es troben les sequliencies obtingudes del analisi amb LTQ-Orbitrap. En vermell s’indica la
sequencia trebada, i el quadre verd marca el pro-péptid (RHFWQQ)

Si ens fixem en la cobertura marcada en vermell en la figura 31, veiem
gue en la zona N-terminal hi ha una seqieéencia extra en les mostres
corresponents a ApoA-Ib que no es troba en la forma d’ApoA-I estandard (ni la
corresponent a orina, ni la que correspon a plasma). Aquesta sequéencia
correspon al pro-peptid (RHFWQQ), el qual esta present en la proApoA-l, la
forma immadura de I’ApoA-I, la qual esta present de manera natural al plasma.
La diferencia principal, és que mentre que en el plasma trobem tota la
sequeéncia corresponent a aquest pro-péptid (N-22RHFWQQ24-C), en I'’ApoA-Ib
nomeés s’han cobert els Ultims 3 aminoacids de la sequencia (N-2,WQQ24-C), la
massa teorica dels quals seria de 460.49Da, el qual podria explicar la diferencia

de pes observada entre ApoA-I i ApoA-Ib.
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6. IMPLICACIO DE APOA-Ib EN LES RECIDIVES DE

GESF / MALALTIA DE GESF

Fins ara hem vist que ApoA-Ib esta estretament relacionada amb les
recidives de GESF, pero no sabem si aquesta ApoA-Ib d’'un pes molecular més
elevat que I'ApoA-l estandard pot influir d’alguna manera en el seu entorn
fisiologic. Per poder desvetllar si podria haver-hi algun tipus d’implicacié de la

ApoA-Ib en el seu entorn fisiologic es van idear tres aproximacions:

1. L’estudi de les subpoblacions de HDL, per saber si hi havia
alguna relacio entre la presencia d’ApoA-Ib i la distribucio de les
diferents subpoblacions de HDL

2. L'estudi de biopsies de ronyé huma, per saber si s’observen
diposits d’ApoA-I en pacients GESF idiopatics recidivants

3. L’estudi in-vivo, on es pretenia observar la capacitat inductora de

malaltia tenia ApoA-Ib

6.1. APOA-Ib | LES SUBPOBLACIONS DE HDL

El indici que ens va fer pensar en una possible relacio entre ApoA-Ib i les
subpoblacions/subfraccions de HDL, era el fet que ApoA-l és la proteina
majoritaria que conforma les HDL, seguida de I’ApoA-Il, que com em observat
en apartats anteriors també sembla estar relacionada amb la malaltia de GESF.
Que dos proteines com I'ApoA-I i 'ApoA-Il tant abundants en les HDL hagin
sigut trobades diferencialment en els mapes protedmics d’orina de pacients

GESF recidivants i en el mapa proteomic de sérum de pacients GESF
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idiopatics respectivament, ens indicava que podria existir alguna relacié entre la

presencia d’ApoA-Ib i la distribucio de les diferents subpoblacions de HDL.

Amb I'objectiu de veure si hi havia alguna afectacié en les subpoblacions
de HDL que pogués ser deguda a la presencia d’ApoA-lb, es va procedir a
lanalisi de les fraccions de HDL. Per a la realitzaci6 d’aquest estudi es
disposava de plasma de dos grups de pacients, un primer grup format per
pacients ApoA-lb positius en orina, que incloia pacients GESF idiopatics
recidivants post trasplantament (GESF-R; 13 pacients) i un segon grup format
per pacients ApoA-lb negatius en orina. Aquest segon grup es va dividir en dos
subgrups, un amb proteindria equivalent a la dels pacients recidivants perd no
relacionada amb GESF (P-noGESF; 11 pacients) i un format per pacients
GESF idiopatics trasplantats que no havien recidivat (GESF-NR; 20 pacients).

Les caracteristiques cliniques es troben detallades a la taula 28.

Rvs. P R vs. NR
GESF-R P-noGESF GESF-NR Significanca | Significanca
estadistica estadistica
Edat 424 +3.4 47.3+3.7 42.4+29 NS NS
(anys)
Homes/Dones 716 9/2 9/11 NS NS
Hematocrit (%) 34.54 +£2.38 | 32.91 + 2.66 41112 NS p<0.05
AlbUmina (g/dL) 3.42 £0.15 3.76 £0.28 4.32 +0.10 NS p<0.0002
Colesterol (mg/dL) | 201.2+16.5 | 164.3+11.4 | 189.9+6.9 NS NS
HDL (mg/dL) 32.3+2.3 40.3+4.7 37.1+32 NS NS
Triglicerids 226.9+24.0 | 170.6+15.1 | 154.9+11.0 NS p<0.005
(mg/dL)
Creatinina (mg/dL) 1.78 £0.25 2.08 £0.37 1.30+£0.10 NS NS
?g;ﬁﬂ)p'asma“ca 1431+73 | 1301492 | 1443+7.2 NS NS
Proteindria (g/24h) | 6.05 +1.29 3.33+0.84 0.55+0.23 NS p<0.000007

Taula 28 Caracteristiques cliniques dels pacients utilitzats per a I'estudi de les
fraccions de HDL. Dades expressades com Mitjana + Error estandard, Analisis estadistica:

U-MannWhitney
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Les uUniques diferencies significatives rellevants trobades en la clinica
d’'aquests pacients és la menor proteinuria i triglicerids, aixi com la major
quantitat d’albumina del grup NR, diferéncies esperables donat que els pacients

del grup GESF-NR estan en remissio de la seva malaltia.

Per poder visualitzar les subpoblacions de HDL, han estat descrits
diferents meétodes d’electroforesis no desnaturalitzant o nativa com sén el

| 209

descrit per Rosenson et a on s’obtenen les HDL purificades mitjancant la

ultracentrifugacio del plasma i una posterior electroforesis nativa per finalment

tenir la proteina total. Altres autors®®®*’

, utilitzen gels de poliacrilamida en
gradient (3-31%) on separen electroforeticament les diferents subfraccions de
HDL i posteriorment igual que abans les tenyeixen amb blau de coomassie per
a la detecci6 de les proteines o amb Sudan Black per la deteccio6 dels lipids. En
el nostre cas es va realitzar una electroforesis no desnaturalitzant amb el
plasma directament sense ultracentrifudgar, i en lloc de tenyir el gel amb
coomassie, es va realitzar una immunotinci6 amb [l'anticos anti-ApoA-I,
d’aquesta manera podiem veure les diferents fraccions d’HDL (de les quals
ApoA-I n’és la proteina majoritaria) i I’ApoA-I lliure no lligada a lipids present en
el plasma. Les zones descrites mitjancant aquest metode van ser Al
(>300KDa), A2 (300-200KDa), A3 (200-120 KDa), A4 (120-55 KDa) i A5
(<55KDa), on A5 correspon a aquesta ApoA-I lliure en plasma (figura 32) La

quantificacié de cada una d’aquestes fraccions estudiades es troba detallada

en la taula 29.
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Figura 32. Gel d’electroforesis nativa de HDL tenyides amb anticés Anti-ApoA-I on
es troben detallades les subpoblacions de HDL estudiades

Rvs P R vs NR
GESF-R P-noGESF GESF-NR | Significancia | Significancia
estadistica estadistica

Al 1,01+0,05 1,16+0,15 1,29+0,15 NS NS
A2 0,71+0,09 1,16+0,23 0,96+0,1 NS NS
A3 0,9+0,09 1,75+0,28 1,49+0,19 p=0,0043 p=0,0043
A4 1,42+0,09 1,44+0,14 1,48+0,12 NS NS
A5 1,77+0,12 1,28+0,06 1,26+0,05 p=0,0005 p=0,0005

Taula 29. Quantificaci6 de les diferents subpoblacions observades i diferencies
estadistiques entre grups; Dades expressades com Mitjana * Error estandard; Analisis
estadistica: Anova / Kruskal-Wallis (distribucié no normal)

La Figura 33a mostra la quantificacio obtinguda per cada una de les
subpoblacions analitzades dels diferents grups (taula 29) en format de grafic. Si
s’observa mes detalladament cada una de les subfraccions, trobem diferencies
significatives en les fraccions A3 (corresponent al pes molecular 200-120 KDa) i
A5 (corresponent a la ApoA-I lliure, pes molecular <55 KDa), amb uns p-valor
de p<0.01 i ***p<0.001 respectivament. Més concretament és tracta d’'una

disminucié de la fracci® A3, aixi com un increment de la fracci®6 A5 en els
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pacients ApoA-Ib positius respecte els pacients ApoA-Ib negatius (GESF no
recidivants i proteindries no relacionades amb GESF) (Figura 33A). A més en
fer els estudis de correlacid, s’observa correlacié inversa entre aquestes dues
subfraccions (analisi de regressi6 amb p<0.01) (Figura 33B). En cap cas
s’observen diferencies significatives pel que fa a les subpoblacions entre els

grups NR-GESF i P-noGESF.
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Figura 33: Subfraccions de HDL tenyides amb ApoA-I. A. Quantificacié de les subfraccions de
HDL tenyides. Disminuci6 significativa de la fraccié A3 i increment de la fraccié A5 en pacients
R-GESF (barres negres) respecte pacients NR-GESF (barres grises) i P-noGESF (barres
blanques); **p<0.01 i **p<0.001. B. Analisi de la correlaci6 de les fraccions A3 i A5. Correlacio
inversa significativa, p<0.0098

En analitzar més detingudament les fraccions A3 i A5, observem que la
relacio A5/A3 esta incrementada significativament (p<0.0001) en els pacients
GESF recidivants respecte els altres dos grups estudiats (Figura 34A). Per tal
d’estudiar la capacitat diagnostica de la relacid6 A5/A3 com a biomarcador de
recidiva de GESF es va realitzar la corba ROC (Receiver Operating
Characteristic)(figura 34B), on es va observar una area sota la corba (AUC) de
0.9091 (95% CI 0.7897-1.028, p=0.0007). Quan la relacié A5/A3 esta en I'dptim
del punt de truncacio (1.054), la sensibilitat i 'especificitat son 92.31% i 81.82%
respectivament. Suggerint que la relacié A5/A3 podria ser util per discriminar

proteindria induida per la recidiva de GESF de altres proteindries no
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relacionades amb GESF, a més de mostrar que la presencia d’ApoA-Ib

s’associa a una alteracié de la distribucié de les HDL, el que podria comportar

efectes patologics.
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Figura 34 . A. La relaci6 de les subfraccions A5/A3 de HDL tenyides amb ApoA-l és més
elevada en pacients R-GESF que en la resta de grups estudiats (p<0.0001). B. Corba ROC

dels pacients R-GESF respecte els pacients amb proteindria no relacionada amb GESF.
(AUC=0.9091).

6.2. APOA-Ib EN BIOPSIES DE RONYO

Esta descrit que diposits de immunocomplexes en el glomeérul son
causants de nefropaties, com és per exemple el cas de la nefropatia per IgA%®.
Un altre cas de malaltia renal per diposits en la qual a més a més esta
implicada la ApoA-I, és la amiloidosis renal hereditaria per ApoA-I, en la qual
diverses mutacions en el gen de la ApoA-l, provoquen que la proteina sigui
menys estable, perdent la seva estructura terciaria o superior i agregant-se
entre si formant una estructura secundaria en forma de filaments que es
dipositen en el glomerul i causen la lesié glomerular que dura lloc a la malaltia

renal®® %1, Per aixd no era dificil pensar que potser en el cas de la ApoA-Ib
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podria passar alguna cosa similar a la que succeeix en I'amiloidosi renal o en la

nefropatia per IgA.

Amb l'objectiu de dilucidar si 'ApoA-Ib creava o no diposits fibrosos en els
gloméruls de pacients GESF que poguessin explicar la recidiva de la malaltia,
es va procedir a la immunotincio amb ApoA-lI de biopsies de dos grups de
pacients. Un primer grup estava format per quatre pacients amb malalties
renals diferents a GESF (hipoplasia renal congénita, insuficiencia renal no
filiada i 2 glomerulonefritis membrano-proliferativa), i un segon grup format per
sis pacients GESF que havien recidivat i que eren ApoA-Ib positius en orina, les

dades cliniques d’ambdds grups es troben recollides a la taula 30.

R-GESF PnoGESF | Slonificanca
estadistica
Edat (anys) 47,04 +9,41 40,02 + 4,74 NS
AlbUumina (g/dL) 3,563+0,21 3,73 +£0,49 NS
Colesterol (mg/dL) 223,0 £28,27 | 156,0 + 24,35 NS
Triglicérids (mg/dL) 279,8 +102,8 182 + 76,05 NS
Creatinina (mg/dL) 2,34+0,94 2,38+ 0,61 NS
Proteinaria (g/24h) 3,86 £1,16 2,023 £1,15 NS

Taula 30 Caracteristiques cliniques dels pacients utilitzats per a I'estudi de
les biopsies; Dades expressades com Mitjana + Error estandard; Analisis
estadistica: t-Student

A la figura 35 i 36 podem observar els gloméruls immunotenyits contra
ApoA-I i ApoA-Ib de les biopsies corresponents als pacients no GESF | GESF
respectivament. Com es pot observar no s’observen diferencies en quant a

tincid6 de ApoA-I entre els dos grups estudiats, i en cap cas es presenten

diposits d’ApoA-l. En ambdos casos podem s’observa tincid negativa en les
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cel-lules epitelials parietals, i positiva en les cél-lules podocitaries, tant en
membrana com en citoplasma. A més s’observa una tincio puntejada a l'interior
de les cél-lules del tubul proximal que correspon a I'acumulacio de proteines, la
gual és tipica dels pacients amb proteinaria, com és el cas dels pacients GESF
i dels pacients no-GESF seleccionats. El que si s’observa és el glomeérul
totalment o parcialment esclerosat en el cas dels pacients GESF, caracteristica

histologica definitoria d’aquesta malaltia.

Figura 35: Biopsies immunotenyides per ApoA-l corresponents a pacients amb
proteinuria no relacionada amb GESF. El glomérul s’observa histologicament normal.
S’observa tenyida positivament la proteina acumulada en les cél-lules tubulars
(fletxa), aixi com en el citoplasma i la membrana dels podocits (*). No hi ha marcatge
0 és inespecific en les cel-lules parietals (4).
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GESF recidivants. El glomérul s’observa totalment o parcialment esclerosat.
S’observa tenyida positivament la proteina acumulada en les cél-lules tubulars
(fletxa), aixi com en el citoplasma i la membrana dels poddcits (*). No hi ha marcatge
0 és inespecific en les cel-lules parietals (4).
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6.3. APOA-Ib IN VIVO
Per tal de valorar quin era la capacitat inductora de recidiva de la ApoA-
Ib es va plantejar un prova pilot que consistia en I'is d’'una columna d’afinitat
amb anticos anti-ApoA-I acoblat per a la deplecio de la ApoA-I total del plasma
(ApoA-1 i ApoA-Ib) i una posteriorment la injeccio intravenosa en cua d’aquest
L’esquema del

plasma depleccionat de ApoA-I a rates Sprague-Dawley.

disseny experimental es troba detallat a la figura 37.
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Figura 37 Disseny experimental per valorar la capacitat inductora de recidiva de la
ApoA-Ib A: Cerca del pacient causant de proteinaria B: prova pilot definitiva
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Com es pot observar en la figura 37A el pas previ a la realitzacié de la
prova pilot és troba un pacient capa¢ de produir la proteinuria en rates, el qual
és el un dels simptomes de la glomeruloesclerosis més facilment identificable, i

que préviament ha estat descrit en altres experiments amb rates ’®.

Es va recollir plasma i orina de 12 potencials pacients GESF recidivants
capacos d’induir la malaltia en rates. A partir de la orina es va comprovar que
realment aquests pacients GESF recidivants presentessin la ApoA-Ib. A més

dels pacients GESF també es va recollir plasma de 2 controls sans.

En dur a terme la injecci6 intravenosa en cua del plasma de cada un dels
pacients i controls seleccionats es va observar que dels 12 pacients GESF
seleccionats Unicament 2 van donar lloc a un increment significatiu de la
proteindria respecte els controls (p<0.05; figura 38). Obtenint aixi dos candidats
per a la realitzacié de la segona part de la prova pilot consistent en la deplecio
de la ApoA-I del plasma mitjangant la columna d’afinitat acoblada amb anticos
anti ApoA-I. Aguesta segona part és la que ens permetra afirmar o descartar la

hipotesis de que ApoA-I es un dels inductors de la recidiva.

12,5 4
10 4

75 4

mg proteina/dia

2,5 -

BASAL 24h 48h 72h
Figura 38. Prova pilot en rates. Mesures de proteindria obtingudes previ
injeccié de plasma (basal), i cada 24 hores post-injeccié de plasma (24h, 48h i
72h). Els quadrats representen les mesures de les rates que han rebut plasma
de pacients GESF recidivants (ApoA-Ib positius), les rodones representen les
mesures de les rates que han rebut plasma control. Analisi t-Student p<0.05
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Per a I'execuci6 de la segona part del disseny experimental (figura 37B)
es va elaborar una columna d’afinitat test a partir d'1mg d’anticos anti ApoA-I
(el qual també reconeixia ApoA-lb) i una segona columna d’afinitat sham

(sense anticos).

A partir d’1mg d’anticds contra ApoA-I/ApoA-Ib es va aconseguir obtenir
una columna amb un 60% d’aquest anticos acoblat. Paral-lelament també es
va elaborar una columna sham que no contenia anticdos. Per comprovar-ne la
capacitat de captacio, es va procedir a passar a traves de la columna test (amb
anticos unit) i de la columna sham (sense anticos) 100ul de plasma control,
recollint les fraccions d’entrada i sortida, per posteriorment mitjangant I'assaig
ELISA d’ApoA-I comprovar quina era la quantitat d’'aquesta proteina captada

per cada una de les columnes.

L’assaig ELISA va permetre determinar que la capacitat de captacié de
la columna test era entre un 20 i un 30% d’ApoA-l present als 100ul de
plasma(figura 39), pel que per treure una quantitat raonable d’ApoA-I, s’hauria
de passar els 100ul de plasma entre 3 i 4 vegades per la columna.
L'experiment plantejat en rates comporta 3 injeccions de 350ul de serum sense
ApoA-I/ApoA-lb en un total de 8 rates. Per tant per cada rata es necessiten
vora 1ml de plasma sense Apo, pel que hauriem de passar aquest plasma unes
30-40 vegades per la columna per a poder extreure tota la Apo present.Aixi
doncs, tenint en compte que la ApoA-1 és una proteina abundant en plasma, la
quantitat emprada d’anticds no es suficient per la seva deplecio, i es necessari
la realitzacid d’'una columna amb més anticos que permeti la deplecié total

d’ApoA-1/ApoA-Ib del plasma per dur a terme la segona part del disseny
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experimental i comprovar aixi si la presencia de la ApoA-lb era la causant de la

proteindria.
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Figura 39. Determinacié mitjangant elisa de I’ApoA-I present en la
mostra previ acoblament i post acoblament. Les barres grises
corresponen a la columna sham (sense anticos). Les barres negres
corresponen a la columna test (amb anticos anti-ApoA-I)

Per tant aquest punt del projecte queda parat a expenses d’aconseguir
més finangament que ens permeti elaborar un columna d’afinitat que deplecioni
completament la ApoA-I del plasma dels dos pacients GESF inductors de la

proteindria en rates.
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Com ja s’ha comentat en la introduccio, la Glomeruloesclerosis Segmentaria i
Focal és una malaltia renal definida per un conjunt de lesions glomerulars
associades a una considerable pérdua de proteines en l'orina i resistencia al
tractament amb esteroides (sindrome nefrotica corticoresistent). Es
considerada com un grup d'entitats cliniques que produeix el mateix resultat
final, una lesié6 glomerular que dona lloc a una elevada proteindria’. De les
formes de GESF existents aquesta tesi s’ha centrat en la GESF primaria o
idiopatica l'origen de la qual es desconegut. Tot i aquesta causa desconeguda
varis estudis suporten la idea de que esta causada per un o diversos factors

circulants desconeguts que s'originen fora del rony6®™.

La manca de resposta al tractament amb esteroides i la progressio
freqlent cap a la insuficiéncia renal terminal fan que finalment es requereixi
dialisi o trasplantament renal, pero un dels principals problemes de GESF, és la
freqlient recidiva post-trasplantament, la qual pot succeir fins i tot hores
després de rebre el trasplantament®. Sovint aquesta recidiva acaba produint la
pérdua de I'empelt, fent aixi que sigui necessari un nou trasplantament. Tot i
gue hi ha diverses mesures terapeutiques per reduir el risc de recidiva,

aquestes presenten resultats molt diversos®2%.

Un altre punt important de GESF és el diagnostic, sobretot en el cas de
les recidives post trasplantament. El diagnostic es basa en les caracteristiques
cliniques, es a dir, augment sobtat de proteindria a rang nefrotic i en les
caracteristiques histologiques, la deteccié de la glomeruloesclerosi segmentaria
a la biopsia renal. No obstant 'augment de proteinuria pot venir causat per
altres causes 0 pot passar desapercebut en el cas de que no augmenti fins a

rang nefrotic. Pel que fa a les troballes histologiques, aquestes no solen
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apareixer fins al cap d’'un mes a partir de I'aparicié de la proteinuria®, i malgrat
apareixer poden passar desapercebudes a causa de la caracteristica focal de
la malaltia, doncs la zona biopsiada podria no contenir cap glomeérul esclerosat
que ens proporcionés el diagnostic®*. Aixi, el diagnostic de recidiva de GESF té
un alt valor predictiu positiu quan coincideixen les caracteristiques classiques,
la proteindria severa i les lesions esclerotiques segmentaries glomerulars a la

biopsia, pero la seva absencia no exclou el diagnostic.

D’aqui sorgeix la necessitat de buscar proteines utils coma biomarcador
gue permetin un rapid diagnostic aixi com un pronostic de la recidiva de GESF,
el qual a més de ser beneficids per aquests pacients amb risc de recidiva
proporcionaria noves idees sobre els mecanismes patogenics de la GESF
idiopatica. Per tot aixo es va dissenyar un estudi en el qual mitjancant tecniques
protedmiques es pretenia detectar els potencials inductors de la malaltia a més
de molécules gue poguessin servir com a marcadors pronostics de recidiva. Es
van trobar especificament associades a GESF idiopatic unes formes
d’apolipoproteines de HDL, una en plasma de pacients GESF idiopatics i
absent en el plasma dels pacients GESF familiars (on la causa de la malaltia és
d’origen genétic), I'apolipoproteina A-Il en la seva forma monomerica (ApoA-

lIm)252

, 1 una altre present en la orina de pacients trasplantats amb recidiva de
GESF i absent en aquells que no recidivaven després del trasplantament,
I'apolipoproteina A-Ib (ApoA-1b)?, la qual és va identificar com una forma
modificada de ApoA-I que presenta un pes molecular més elevat que la seva

homologa estandard de plasma.
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ZAG i ApoA-Ib com a biomarcadors de recidiva

En el primer estudi realitzat de comparacié proteomica publicat per Lopez-
Hellin® que consistia en la comparacié dels mapes protedmics 2D-PAGE de
plasma i orina provinents de pacients GESF recidivants i GESF no recidivants,
es van detectar set proteines diferencials presents Unicament en la orina dels
pacients GESF recidivants, aquestes proteines eren I'alfa-1-antitripsina (A1AT),
el precursor a-1-microglobulina/bikunina (AMBP), la hemopexina (HEMO), la
transtiretina (TTHY), la zinc-a-2-glicoproteina (ZAG) i la Apolipoproteina A-I
(ApoA-l). D’aquestes, cinc (A1AT, AMBP, RET4, TTHY i HEMO) es van
descartar, doncs no estaven especificament associades a la recidiva, ja que
préviament s’havia descrit la seva associacié a altres malalties renals, aixi

263

doncs la A1AT es troba incrementada en el dany renal agut®™ i en sindromes

nefrotics produit per diverses causes®®, la AMBP urinaria es troba associada a

265 |267

la funcié tubular deteriorada®®, a glomerulopaties®®® i al trasplantament rena
la funcié tubular deteriorada també augmenta els nivells de RET4?®° i hi ha
glomerulopaties de diversos origens que augmenten els nivells de TTHY aixi

com de HEMO?%,

Per a la validacié de les altres 2 proteines restants (ApoA-1 i ZAG), es va
realitzar una mesura individual per western blot amb una ampliacié de pacients
entre els quals s’hi incloia pacients GESF familiar per tal de determinar aixi si
les proteines eren especifiques de GESF idiopatics i pacients amb nivells de
proteindria i albumina plasmatica semblant als pacients GESF recidivant pero
gue no tenien antecedents de GESF per tal de verificar que la presencia de

ApoA-I i ZAG no era un artefacte de la proteinuria.
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ZAG és una proteina que ha estat relacionada amb la mobilitzacio lipidica
29 a més s’ha observat que augmenta la seva presencia en orina en
condicions de consum energeétic 2° i sol trobar-se nivells baixos d’aquesta en la

lesié renal aguda®’*

. L'analisi individual mitjangant western-blot va permetre
determinar que malgrat que hi havia diferencies significatives pel que fa a la
presencia de ZAG a nivell urinari entre el grup de pacients GEFS recidivants i
els grups de pacients GESF no recidivants i GESF d’origen genétic, aquesta
proteina no permet diferenciar entre pacients GESF recidivants de pacients

amb proteindria no relacionada amb GESF, per tant, al no ser especific no

seria util com a biomarcador, tal i com es pot apreciar a la figura 18.

L’ApoA-I és un proteina petita de 28KDa, la qual és la proteina majoritaria
que conforma les HDL i que sol estar absent en la orina de controls sans i de
pacients amb proteinria glomerular?’??*. La presencia d’ApoA-I en orina s’ha
associat préviament a proteindria post-renal i hematdria®”®, detectant-la per
exemple mitjancant tecniques de proteomica en pacients amb cancer de
bufeta®?*?’®. La diferencia principal d’altres estudis protedmics realitzats on
apareixia ApoA-lI amb el nostre estudi, és el fet, que I'ApoA-I detectada de
manera diferencial en els pacients GESF recidivants no correspon a I'’ApoA-I
estandard de 28KDa, si no que es detecten varies formes modificades d’ApoA-I
d'un pes o carrega diferents a l'estandard. De totes aquestes formes
detectades, I'ApoA-lb esta present amb meés intensitat que la resta en els
pacients GESF recidivants, a més d’estar absent en l'orina dels altres grups
estudiats, inclosos els pacients amb proteindria no relacionada amb la malaltia

de GESF, i absent també en plasma.
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L’ApoA-Ib és un forma de més pes molecular que I'’ApoA-Il, i aquest
increment de pes molecular podria correspondre a canvis postraduccionals
d’ApoA-1 com acilacions?’” o glicacions®’® ja descrites préviament. Malgrat que
la majoria de pacients GESF no recidivants trasplantats no mostraven cap
banda corresponent a ApoA-I en el western-blot de validacié, en alguns casos
els pacients amb proteindria no relacionada amb GESF presentaven diferents
bandes de menys pes molecular corresponents a ApoA-l , perd no '’ApoA-Ib

(figura 19).

En aquest primer estudi es van detectar tres resultats discrepants entre
els 119 pacients estudiats. Dos d’aquets resultats corresponien a falsos positius
(un en pacients GESF no recidivants i l'altre en pacients amb proteinuria no
relacionada amb GESF), aquests valors discrepants podrien ser causats per la
manca de sensibilitat del diagnostic clinic, doncs, la cicatritzacié glomerular ve
precedida per un periode indeterminat d’accié del factor permeabilitzador, amb
proteindria activa perd sense lesid histologica, aquest fet, junt amb la
naturalesa focal de la malaltia indiquen que una biopsia negativa no exclou
necessariament I'existéncia de GESF idiopatica®. En els pacients estudiats es
van realitzar diversos diagnostics clinics de recidiva on I’ApoA-Ib positiva
estava acompanyada de biopsies sense lesié de GESF, indicant que l'aparicid
d’ApoA-Ib precedia la lesid histologica i suggerint aixi que Apo-Ib podria ser (til
per incrementar la sensibilitat del diagnostic clinic. El tercer resultat discordant
corresponia a un fals negatiu en el grup de pacients recidivants, perdo en
estudiar més a fons les caracteristiques cliniques d’aquest pacient es va
observar que presentava un baix nivell de proteinuria, el que indicaria que la

malaltia estava en remissio, a més de que la mostra d’orina obtinguda per a la
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realitzacié del western-blot de la validacié individual corresponia a orina extreta
despres del tractament en plasmaferesis, donant indicis de que aquest

tractament podria afectar a la presencia d’ApoA-Ib.

Per tal de valorar fins a quin punt la plasmaféresis afectava al resultat del
WB es van analitzar diverses mostres en diferents moments mostrals de dos
pacients que van fer recidiva post-trasplantament, perd amb la diferencia que
mentre que en un pacient el tractament amb plasmaféresis permetia una
remissid de la malaltia, en l'altre pacient aquest tractament no era eficag. Els
resultats obtinguts mitjancant aquest assaig van ser que mentre que en el
primer cas s’observava '’ApoA-Ib just abans i just després del trasplantament,
aguesta deixava d’apareixer després del tractament amb plasmaféresis, perd
per contra en el segon cas tot i el tractament amb plasmaféresis, ApoA-lb
apareixia en totes les mostres obtingudes durant el procés (abans i despres del
trasplantament), tot i que si que s’observava un lleugera disminucié de la
intensitat en les mostres posteriors a la plasmaferesis (figura 21). Aixi doncs,
podem afirmar que ApoA-lb es pot veure afectada per la plasmaféresis, pero
sembla que connecta amb l'eficacia de la plasmaféresis en fer remetre la

recidiva de GESF.

Tot i que en aquest punt no hi ha proves per determinar si ApoA-lb és la
consequencia de la recidiva de GESF o esta relacionada amb la seva
patogenia, si que tenim indicis sobre la seva implicacioé de les HDL o dels seus
components en GESF, doncs en 'estudi realitzat amb pacients pediatrics, on es
comparava plasma de GESF idiopatics i GESF secundaris d’origen genétic,
també es va detectar una forma diferencial de ApoA-Il, un altre component de

les HDL, present en el plasma dels GESF idiopatics i absent en els de tipus
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genétic'®. En altres estudis s’ha demostrat que components de les HDL sén
capacos d’inhibir la permeabilitat glomerular a I'albumina induida pel plasma
de pacients GESF?”®. També s’han associat a GESF variants genétiques dels

E®®® 0 la paraxonasa®® i sobretot

components de les HDL com la Apo
I'apolipoproteina L1233, demostrant aixi gue hi ha una forta relacié entre GESF i

les HDL.

Les conclusions d’aquest primer estudi poden ser clinicament rellevants,
doncs malgrat els tres resultats discordants ApoA-lb es detecta molt
significativament (p<0.00001) en la orina de GESF recidivants respecte els
altres grups d’estudi (GESF d’origen genétic, no recidivants o proteindries no
relacionades amb GESF), amb una sensibilitat i una especificat molt elevades,
92.8% i 98.1% respectivament, donant indicis de I'associacié que existeix entre
ApoA-Ib i la recidiva post-trasplantament (figura 20). A més també proporciona
noves dades que donen suport a la relacié préviament descrita entre les

particules de HDL i la glomeruloesclerosis focal i segmentaria.
ApoA-Ib: biomarcador de recidiva

Degut al petit nombre de pacients inclosos a I'estudi precedent, va ser
necessari validar 'associacio d’ApoA-lb amb la recidiva post-trasplantament de
GESF, estudiant una nova cohort de 61 pacients, dels quals 37 eren GESF. En
aquest nou estudi s’ha pogut confirmar que I’ApoA-Ib apareix en la recidiva de
GESF, i no només permet diferenciar els GESF no recidivants dels que si que
recidiven, si no també pacients trasplantats renals amb patologies subjacents
no relacionades amb GESF amb una bona especificitat (87,5%) i una excel-lent

sensibilitat (93,3%). La presencia d’ApoA-Ib esta estadisticament relacionada
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amb la recidiva post-Tx de GESF, pero no a altres etiologies de dany de
'empelt que presenten proteindries de grau variable (figura 22B). Aquesta
caracteristica pot ser d’especial interés en biopsies primerenques , fins a un
mes després de la recidiva, quan aquesta biopsia no és informativa perqué
encara no ha donat temps a establir-se les lesions tipiques de la
glomeruloesclerosis focal i segmentaria. En aquests casos la determinacio de
ApoA-Ib en orina pot ser de gran ajuda en el diagnostic de recidiva de GESF,
doncs rarament es detecta en casos de proteindria no relacionada amb GESF
(12.5%). A més, l'alt valor predictiu negatiu d'ApoA-Ib (95,5%) indica que el
marcador és especialment adequat per evitar el diagnostic de GESF quan
I'ApoA-Ib és negativa, cosa que complementa el gran valor predictiu positiu de
la biopsia renal. Aquestes dades demostren que ApoA-Ib pot ser utilitzat com a
biomarcador per distingir la recurréncia post-trasplantament de GESF d'altres

malalties no relacionades amb caracteristiques cliniques similars.

Entre els 24 pacients inclosos en el grup de proteindries no relacionades
amb GESF es van analitzar 11 pacients que presentaven glomerulonefritis
recurrent (6 glomerulonefritis membranoproliferativa, 3 glomerulonefritis
membranosa i 2 nefropatia per Ig A) en el seu rony6 natiu. D’aquest subgrup es
va detectar 3 falsos positius per ApoA-lb, 2 amb glomerulonefritis
membranoproliferativa i 1 amb glomerulonefritis membranosa. Tanmateix,
només 2 d'aquests pacients van mostrar recidiva de la malaltia primaria
després del trasplantament renal. Aquests resultats suggereixen que I'ApoA-Ib
urinaria esta especificament relacionada amb la recidiva de GESF (figura 22A),

pero per descartar una associacio d'ApoA-lb amb altres malalties glomerulars
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recidivants, s'hauria d'investigar en una cohort més gran d'aquest tipus de

pacients.

Per tal de determinar definitivament que ApoA-lb era independent als
nivells de proteindria i creatinina, es van analitzar la proteindria i la creatinina
sérica de la cohort de pacients anteriorment esmentada concloent que no hi
havia cap relacio entre ApoA-Ib i la proteindria o creatinina serica (figura 23),
descartant de manera definitiva que [Il'aparici6 d’ApoA-lb a orina sigui
consequencia de la pérdua general de proteines plasmatiques associada a

GESF.

Detecci6 automatitzada de ApoA-Ib

El fet que ApoA-Ib sigui un bon biomarcador de recidiva post-
trasplantament, a més d’'un potencial biomarcador pronostic de la recidiva
abans del trasplantament, ens va fer plantejar si seria possible la seva deteccio
de forma rutinaria en el laboratori de bioquimica clinica del hospital mitjangant
un dels aparells ja existents, com és el nefelometre BN ProSpec, per aquest
motiu es va fer una primera aproximacié a aquest tipus de deteccié i es va
estudiar el rendiment analitic del nefelometre respecte a la deteccié que s’havia

dut a terme fins ara al laboratori mitjangant western-blot.

Després d’analitzar 57 mostres, entre les quals hi havia mitjangant la
determinacié per western-blot, 8 mostres ApoA-Ib positives (dos de les quals
eren falsos positius) i 49 mostres ApoA-Ib negatives (de les quals 1 era un fals
negatiu), es va observar que els resultats obtinguts de Il'analisi amb el
nefelometre (limit inferior de detecci6 de 5.06 mg/dl) presentaven una
sensibilitat practicament un 30% inferior a la obtinguda amb el western-blot i
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una especificitat de quasi un 20% per sota. En el cas del nefelometre i a
diferencia dels resultats obtinguts per western-blot, el valor predictiu positiu era
molt baix, fet que venia donat per la gran quantitat de falsos positius que
s’obtenien en analitzar les mostres amb el BN ProSpec, ja que I'anticos amb el
que treballa detecta tant 'ApoA-I estandard com la ApoA-Ib, fent aixi que totes
aquelles mostres que contenen I'’ApoA-I o fragments d’aquesta perd no I’ApoA-

Ib, siguin determinades com a positives malgrat no ser el cas.

En resum, actualment i amb els aparells i reactius dels que es disposa en
el laboratori de bioquimica clinica del hospital no seria possible la deteccio
automatica de ApoA-lb, si no que seria necessari el desenvolupament d’un
anticos especific per a aquesta forma de la ApoA-Ib que pogués ser incorporat
al panell d’anticossos que ja utilitzen els nefelometres automatitzats, o bé

utilitzar sistemes independents d’anticos, com I'espectrometria de masses.

Valor pronostic de ApoA-Ib en larecidiva de GESF.

Un punt important a estudiar era la possible capacitat predictiva d’ApoA-
Ib, es a dir, determinar si la deteccié preco¢ d’ApoA-Ib en orina de GESF
idiopatics podria preveure la recidiva post-trasplantament abans que les

manifestacions cliniques fossin evidents.

El valor pronostic d'ApoA-Ib és complex de demostrar, ja que requereix el
seguiment superior a un any després del trasplantament d’'un nombre important
de pacients diagnosticats de GESF idiopatic. El fet que alguns pacients en llista
d'espera per a un trasplantament siguin anurics, com ja s'espera, disminueix
encara més el nombre de mostres que potencials a recollir. Tenint en compte
aquestes dificultats, vam dissenyar un estudi per comprovar si es podia
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detectar ApoA-Ib abans de les recidives, valorant la possibilitat de que ApoA-Ib
fos detectada abans del trasplantament o que es detectes ApoA-Ib després del

trasplantament, pero abans de la recidiva de la malaltia.

Quatre dels 13 pacients estudiats van presentar una recidiva de GESF
durant el primer any després del trasplantament i I'ApoA-lb va predir
correctament el resultat del post-trasplantament (recidiva de GESF) en tres
d'aquests pacients. L'ApoA-Ib va ser positiva abans del trasplantament en dos
pacients dels 4 pacients que presentaven recidiva de GESF (taula 25; GESF-33
i GESF- 9). L'episodi de recidiva del pacient GESF-33 no va entrar en remissio
durant el periode d'estudi, fins i tot després del tractament de plasmaféresi el
pacient presentava ’ApoA-Ib en totes les mostres d'orina recollides durant un
any. D'altra banda, el pacient GESF-9 va respondre al tractament de
plasmaféresi després de la recidiva i ApoA-lb es va tornar negativa quan es va
remetre la malaltia. El pacient GESF-16, malgrat ser anuric abans del
trasplantament, va ser positiu per ApoA-lb previament a una recidiva post-
trasplantament immediata, que es va remetre espontaniament, moment en que
ApoA-lb es va tornar negativa (taula 25 resultats). La resta de pacients que no
van presentar recidiva, no només durant el primer any després del
trasplantament, sind també els anys posteriors, van ser negatius per ApoA-Ib
en totes les seves mostres, excepte una mostra del pacient GESF-24. Com era
d'esperar, cap dels pacients no recurrents presentava alts nivells de proteindria
durant un any després del trasplantament, excepte el GESF-15 al final del
periode de seguiment. En aquest cas es va descartar una recidiva de GESF

mitjangant una biopsia que mostrava signes clars de rebuig humoral cronic,
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cosa que també quedava confirmada pel fet que ApoA-Ib era negativa (taula

23).

Com que la preséncia d’ApoA-Ib en l'orina no depen dels nivells de
proteinudria (figura 23), els resultats d'ApoA-Ib observats en aquests pacients
poden atribuir-se directament a recidives de GESF. Addicionalment, vam
observar que la proporcié de pacients GESF en llista d'espera que eren positius
per ApoA-lb en orina (37,9%) era similar a la incidéncia mitjana de recidives de
GESF després del trasplantament, la qual es calcula que és del 30-50%2%2283
fet que reforga el valor predictiu d’ApoA-Ib. Si aixd es confirma en estudis més

amplis indicaria que ApoA-Ib pre-trasplantament pot estratificar els pacients

segons el seu risc de recidiva de GESF post-trasplantament.

La principal limitacié del nostre estudi és la quantitat de pacients de GESF
idiopatica dels que es disposa. La GESF idiopatica és una malaltia amb una

baixa incidéncia de 0,2 a 1,8 / 100,000 per any, depenent de la cohort*®?3* j |

a
recidiva apareix en un 30-40% dels pacients una vegada trasplantats®’, aixo fa
gue en general els estudis de GESF idiopatica es realitzin amb cohorts petites
de pacients®*%?% | malgrat que la quantitat de pacients inclosos no es del tot
suficient per extreure’n una conclusié definitiva, les dades obtingudes
suggereixen fortament que ApoA-Ib seria util en I'avaluacio del risc de recidiva

de cada un dels pacients en una etapa primerenca, fins i tot abans de ser

trasplantats.

El fet que GESF idiopatica sigui causada per un factor plasmatic encara

48,83,286,287 :

desconegut I ates que hem observat que ApoA-lb esta especificament

relacionada amb les recidives de GESF i que desapareix amb la remissi6 de la
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recidiva de GESF, tant d'una manera espontania com en resposta al
tractament, podriem dir que aquesta forma de més pes molecular que
d’apolipoproteina A-l juga un paper important en la patogenia de GESF, ja sigui

de forma directa o de manera indirecta.

Validacié de ApoA-Il com a possible factor plasmatic causant de

GESF

En un estudi previ del grup'® on es buscava el factor plasmatic causant
de GESF, es van comparar els mapes proteomics (2D-PAGE) d’un pool de
plasma de pacients GESF idiopatics i un pool de plasma de pacients GESF
d’origen genétic (GESF familiars), el que va permetre observar que hi havia una
proteina diferencial present en els pacients GESF idiopatics pero absent en els
GESF genétics, aquesta proteina corresponia a I'apolipoproteina-Il, la qual

apareixia en la forma monomerica (ApoA-1im).

La ApoA-Il és un proteina petita de 14KDa, la qual és la segona proteina
majoritaria que conforma les HDL, i igual que la ApoA-I, sol estar absent en la
orina de controls sans i de pacients amb proteindria glomerular®’. | tal com
succeeix am la ApoA-I la presencia de ApoA-Il en orina s’ha associat técniques

de protedmica en pacients amb cancer de bufeta®”*

. El curiés d’aquesta
proteina detectada en el 2D-PAGE dels GESF idiopatics és el fet que per a la
realitzacié del 2D-PAGE s’utilitzen agents reductors, pel que s’esperaria que en
ambdos grups d’estudi s’observés '’ApoA-Il en estat monomeric, pel que podria

ser que els pacients GESF idiopatics presentin algun tipus de factor que facilita

aguesta reduccio el qual esta absent en els pacients GESF familiars.
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En intentar validar aquest resultat individualment mitjangcant western-blot,
vam poder observar que aquesta forma apareixia en els dos grups d’estudi, i no
nomeés aixo si no que els resultats eren baixament reproduibles(figura 26A).
Mitjancant la quantificacié d’aquesta forma de ApoA-Il, vam poder observar que
malgrat que els GESF idiopatics presentaven nivells més alts de ApoA-lim,
aguests no eren significativament superiors als nivells de ApoA-lim dels
pacients GESF familiars (figura 26B), el que descartaria aquesta proteina com
a possible factor plasmatic causant de GESF idiopatica. Malgrat que no s’ha
pogut validar I'associacio exclusiva de la ApoA-Iim amb GESF idiopatics, el fet
gue sigui una proteina abundant de les HDL, igual que ho és la ApoA-I, reforca
la idea que hi ha algun tipus de relacio de les particules de HDL o dels seus

components amb la malaltia de GESF.

A causa de la baixa reproductibilitat que tenia 'ApoA-Iim plasmatica per
western-blot i al fet que la seva quantificaci6 no permetés diferenciar
significativament els GESF idiopatics dels GESF genetics, pero al estar
d’alguna forma relacionada amb I'ApoA-l, doncs ambdues proteines sén
components de les HDL, va fer pensar que potser la determinacié de ApoA-II
en orina permetria reforcar encara més I'is d’aquestes dos proteines com a
biomarcadors de recidiva post-trasplantament. Per aguest motiu es va procedir
a determinar la presencia en orina d’ApoA-ll en el grup de 119 pacients
utilitzats en la validacio d’ApoA-Ib. Els resultats obtinguts pel que fa a la
distribucio d’ApoA-II positius en els diferents grups estudiats (figura 27) va ser
molt semblant a la obtinguda per 'ApoA-Ib (figura 20), tot i aixi la sensibilitat
(80.8%) i I'especificitat (78.6%) observades en I’ApoA-Il eren inferiors a les

observades en ApoA-Ib (98.1% i 92.8% respectivament), descartant I'Us
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d’ApoA-Il com a biomarcador de recidiva post-trasplantament enfront de I'is de

ApoA-I1b.

Tots aquests resultats van fer que la linia de recerca de la ApoA-Iim com
a tal quedes aturada en aquest punt, dedicant tots els esforcos en la
caracteritzacio de la ApoA-Ib, per tal de poder entendre si hi havia una relacio
directa entre ApoA-Ib i el desenvolupament de la malaltia de GESF que li

conferis en aquesta proteina el titol de possible factor permeabilitzador.

Caracteritzacié de ApoA-Ib

Amb la finalitat de saber com la ApoA-Ib podia afectar en el seu entorn
fisiologic, i aixi tenir indicis de si podia ser consequiéncia o causa de la malaltia,
a més de poder detectar-la més especificament, es va realitzar la
caracteritzaciéo d’aquesta ApoA-lb per aixi saber quina modificacio li conferia

aguest augment de pes molecular.

Aquest augment de pes molecular podia venir donat per dos causes
principals, un primera que implicava el gen APOA1l, es a dir, variants
genetiques que donessin directament un augment de pes molecular com podria
ser un polimorfisme exonic, present en tots els individus amb ApoA-lb i que
provoques un allargament de la cadena polipeptidica o un canvi que doni lloc a
un splicing alternatiu o indirectament que un canvi d'aminoacids permeti una
modificacié post-traduccional no permesa en I'ApoA-l salvatge. La segona
causa que podria donar a lloc a 'augment de massa seria el fet de patir
modificacions post-traduccionals sobre la proteina estandard o processaments

anomals de I'apolipoproteina A-l.
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1. Determinacié de variants genétiques:

El gen APOA1 esta format per 4 exons i 3 introns. La traduccido que
permet I'obtencié de la pre-pro-proteina, la qual conté el péptid senyal, s’inicia a
partir del segon exg, i és la meitat del tercer exd i el quart que conformaran la
proteina final de 28.1KDa. Actualment s’han descrit més de 60 variants
d’APOAL la meitat de les quals es troben associades a baixes concentracions
d’ApoAl-HDL i estan estretament relacionades amb el risc de malalties

cardiovasculars?12%°

, pero també s’han associat mutacions d’ApoA-I a dany
renal, a causa de deposicions amiloides, entre les quals trobem la p.G26R?®,

p.L60R?**? i la p.A175P*.

Per a la cerca de variants genetiques comuns entre els pacients GESF
recidivants capaces de produir un augment de pes molecular es va realitzar la
sequenciacié completa del gen APOAL, incloent exons, introns i la zona 5’UTR.
Aquest estudi es va realitzar sobre un grup de 24 pacients entre els que
s’incloien 8 pacients recidivants (que havien presentat ApoA-lb en orina) i 16
pacients que no presentaven aquesta ApoA-Ib en l'orina. Per a la determinacio
de les diferencies entre els dos grups d’estudi es van alinear les sequiéncies

obtingudes amb la sequiéncia consens (NCBI: NG_01202.1).

Es van identificar un total de 7 polimorfismes (taula 27), entre els quals hi
havia el -75G>A situat a la zona 5UTR, aquest polimorfisme ha estat
previament associat al risc de patir cancer renal, a susceptibilitat de patir dany
cardiopulmonar agut després d'una cirurgia de bypass i com a marcador del

291-293

risc de patir cancer de mama entre d’altres Altres polimorfismes

identificats eren el IVS1+67C>T i IVS+33 T>C que juntament amb el citat
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anteriorment també han estat associats a dislipémia®®*. Perd en cap cas s’ha
trobat bibliografia que relaciones algun dels polimorfismes identificat amb la

malaltia GESF.

Amb I'estudi de les frequiéncies al-léliques de cada un dels polimorfismes
identificats (taula 27) hem pogut demostrar que els pacients amb recidiva de
GESF no presenten variacions genétiques comunes en el gen APOAL, que
puguin explicar I'augment del pes molecular d'’ApoA-lb. No s’ha detectat cap
variacid genética a la regié exonica dels pacients GESF ApoA-lIb positius
respecte a la sequiéncia de consens d'APOA1 o dels pacients negatius d'ApoA-
Ib que han estat sequenciats. Tots els polimorfismes han estat localitzats en
regions introniques i 5'UTR, sense poder produir ni alterar la proteina ApoA-I, i
sense crear nous llocs d'splicing alternatius. Aquests resultats demostren que
ApoA-Ib no és una variant genética d'ApoA-I. A més, tot i que aquest estudi no
era un estudi poblacional basat en cas-control, les variacions genetiques
observades en els pacients amb GESF ApoA-Ib positius no eren diferents de

les observades en pacients sense ApoA-Ib, tal com s'indica a la taula 27.

2. Determinacié de modificacions post-traduccionals:

Existeixen diferents tipus de modificacions post-traduccionals de les quals
pot ser susceptible una proteina, perd que puguin donar lloc a 'augment de pes
molecular al voltant de 1-2kDa les possibilitats es redueixen a glicosilacions ja

siguin N o O-glicosilacions.

Un altre possibilitat és la glicacié o glicosilacié no enzimatica, la qual ja ha

estat reportada sobre ApoA-1*®®. El procés de glicacié és un procés relacionat
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amb alts nivells de glucosa i d’agents oxidants a la sang, pel qual es produeix
un reacci6 dels sucres que passen a lligar-se a la proteina (metilglioxal, glioxal,
3-desoxiglucosona)®®. Aquest tipus de modificacié sol afegir de 30 a 200 Da al
pes molecular original de la proteina, pel que no podria explicar 'augment de
massa que s’observa en ApoA-Ib. Una glicosilacié no enzimatica multiple capag
d’explicar un augment d’1KDa generaria un conjunt de molécules d’ApoA-lI amb
diferents glicacions, que anirien des de cap fins al maxim teodric (ApoA-I te 35
possibles llocs de glicacio: 21 lisines i 14 arginines), aguestes molécules de
ApoA-I es veurien en el 2D-PAGE com una banda ampla que va des de la
massa d'ApoA-I no glicada fins a I'ApoA-I totalment glicada en lloc de les dues
taques o bandes corresponents a ApoA-l i ApoA-Ib que observem en el 2D-
PAGE i en el WB respectivament (figura 13 i 14). Aixi doncs la glicosilacié no

enzimatica quedaria descartada com a causant de la ApoA-Ib.

Les N-glicosilacions es van poder descartar mitjangant I'iUs de I'enzim
PNGase F, el qual es una amidasa que elimina els oligosacarids units a
asparagina. En la figura 28 es pot observar com malgrat I'is de I'enzim en
mostres que presenten la ApoA-lb, aquesta no disminueix de pes molecular,
per contra el control positiu, la transferrina, si que disminueix de pes molecular,
doncs gracies a I'accié de la PNGasa les dos N-glicosilacions que presenta en

2
055

les posicions Asn432 i Asn63 son escindides. Aquesta prova ens permet

descartar la presencia de N-glicosilacions en la ApoA-Ib.

Per a la determinaci6 de les O-glicosilacions es van realitzar dos
aproximacions, la primera consistia en una tincié especifica de O-glicosilacions

i la segona mitjancant MALDI-TOF i LC-MS/MS. Per a la tincid és va utilitzar el
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reactiu comercial ProQ Emerald 300, aquest reactiu reacciona amb els grups
de carbohidrats acid periodic oxidats i genera una senyal fluorescent en les
glicoproteines. En analitzar el mapa protedmic d’'un pool de pacients GESF
recidivants, els quals es va comprovar que presentaven la ApoA-lIb mitjancant
la tincié de proteines totals, es va poder observar que en el punt on s’hauria de
visualitzar Apoa-Ib no hi havia senyal (figura 29), descartant aixi | presencia de
O-glicosilacions. Aquest resultat es va validar amb l'analisi d’ApoA-lb per
MALDI-TOF i LC-MS/MS, on es va detectar el podria correspondre a una O-
glicosilacio en la Ser-166, la qual va ser descartada en posteriors analisis amb
equips de més elevada resolucio. Per tant quedava descartat que 'augment de

pes que presentava la ApoA-Ib fos causat per una N o O-glicosilacio.

Finalment, es va considerar la possibilitat que I'augment del pes molecular
d'ApoA-Ib fos causa d'un procés de maduracié incompleta d'ApoA-I. Aguest
procés de maduracio requereix un primer pas en el qual el péeptid senyal és
escindit de manera co-translacional en l'interior cel-lular i posteriorment hi ha un
segon pas d'escissid, on el pro-péptid s'elimina per donar lloc a I'ApoA-I
madura. Aquest segon pas de divisié es produeix fora de la cél-lula, ja que el
pro-péptid esta present en la proteina secretada®®’. La pro-apoA-I es detecta en
plasma, sent aproximadament el 7% del total de la ApoA-I, percentatge que

augmenta en circumstancies patologiques?®.

Es van aillar i analitzar mitjancant LTQ-Orbitrap les taques corresponents
a ApoA-1b i ApoA-I (en el cas de ser-hi) de la orina i les taques corresponents a
ApoA-I i pro-ApoA-I del plasma de sis pacients GESF recidivants. Després

d’estudiar la cobertura per cada una de les taques analitzades (figura 31) es va
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observar que les mostres que corresponien a ApoA-Ib presentaven una
sequéncia extra d’aminoacids absent en la ApoA-l (d’orina i de plasma).
Aquesta sequencia, a diferencia de la taca de pro-ApoAl on la cobertura
observada era la corresponent a tot el pro-péptid (N-..RHFWQQ24-C), cobria
Gnicament una part del pro-péptid, concretament els 3 dltims aminoacids (N-
22WQQ24-C), la massa teorica dels quals seria 460.49 Da, el que podria explicar
la diferencia de pes observada entre ApoA-lb i ApoA-I. El fet que no estigui el
pro-peptid sencer i que per tant el final N-terminal d'’ApoA-Ib sembla comencar
a triptofan en posicié 22 en comptes de l'arginina a la posicié 19 podria explicar
el canvi de punt isoelectric observat en ApoA-Ib. Aixi doncs el punt isoeléectric
de la pro-ApoA-lI plasmatica (AA 19-267) és de 5.45, mentre que el punt

isoeléctric tedric de la sequéncia d’aminoacids 22 a 267 seria de 5.27.

Aquest pro-peptid tot i que és essencial per a la sintesis i secrecio
efectives de ApoA-l, també s’ha observat que la posterior escissio es un
requisit indispensable per a [l'efectiva interconversié de subfraccions de
HDL?!%2' Novament es mostra un forta relacié entre la malaltia de GESF i les
HDL o algun dels seus components, com ja ha estat reportat en altres

eStudiSZ79_281’299.

Efecte d’ApoA-Ib en les HDL

Per poder desvetllar quin tipus d’'implicacié podria tenir ApoA-lb en el seu
entorn fisiologic aixi com en un intent de trobar un marcador substitutiu per a
ApoA-Ib en sang, es van explorar els possibles efectes posteriors causats per
I'alteracié present en ApoA-Ib sobre les particules HDL, sent ApoA-I el seu

principal component proteic.
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Hem utilitzat un nou enfocament per detectar la distribucié d'ApoA-I en
subpoblacions de HDL. Tot i que les técniques estandard requereixen
I'aillament d’aquestes HDL del plasma abans de la separacié de fraccions i
quantifiquen la proteina total’® en el nostre cas hem utilitzat una quantificacié
immunoquimica d'ApoA-l en una electroforesi nativa de plasma total. Aquest
procés permet, a més, determinar la distribuci6 d'ApoA-lb entre les
subfraccions HDL, la deteccié d'una fraccié de baix pes molecular inferior a
55kDa que inclou I'ApoA-I lliure que no es pot detectar en determinacions

convencionals que impliquen l'aillament de les HDL del plasma.

Es va estudiar un grup de pacients amb GESF recidivants amb ApoA-Ib
en orina, un grup de GESF no recidivants sense ApoA-lb i un tercer grup de
pacients amb un rang de proteindria similar als pacients GESF recidivants pero
gue no sense antecedents de GESF i també sense ApoA-Ib en l'orina, aquest
tercer grup ens permetia compensar els possibles efectes de la pérdua de
proteines dels lipids plasmatics. No es van trobar diferéncies en la concentracio
de colesterol total o colesterol lligat a HDL (taula 28), pero si que hi va haver
diferéncies en la distribucié de les diferents fraccions de HDL (figures 32 i 33).
La fraccié A3 es trobava disminuida considerablement (p<0.01) en els pacients
GESF recidivants (ApoA-Ib positius), respecte els altres dos grups d’estudi
(ApoA-Ib negatius), mentre que la fraccid6 A5 corresponent a I'apoA-I/ApoA-Ib
no unida a HDL incrementava significativament (p<0.001) en el grup
corresponent als pacients ApoA-Ib positius. En cap cas s’observen diferencies
pel que fa a la distribucié de les diferents subfraccions de HDL entre els dos
grups ApoA-Ib negatius (GESF-NR i P-noGESF) (figura 33A). Es va interpretar

gue ApoA-Ib podria vincular-se més feblement a les HDL o interferir amb la
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uni6 de I'ApoA-lI estandard, el que faria augmentar proporcionalment la
guantitat d'ApoA-lb o ApoA-l lliure, quedant reflectida aquesta correlacié

inversa en I'analisi de regressi6 (p<0.01) de la figura 33B.

A causa del petit pes molecular, 'ApoA-1 o ApoA-Ib lliure s’aclareixen molt
rapidament de la sang a l'orina. ApoA-lI estandard no es sol observar en
l'orina?’>72"* perd en els pacients GESF recidivants es detecta I'ApoA-Ib perd no
I'’ApoA-I estandard®. Es postula que ApoA-lb s'uneix de forma feble a I'HDL,
circula a la sang com a proteina no unida i s'aclareix rapidament a l'orina, on es

pot detectar.

També hem demostrat que la proporcio fraccio A5 / A3 és major en els
pacients amb recidives de GESF en comparacio amb els altres dos grups
testats (GESFN no recidivants i proteindries no relacionades amb GESF,
Figura 34A). Aquesta relaciéo de les fraccions A5 / A3 podria discriminar la
proteindria relacionada amb la recidiva de GESF d’altres tipus de proteinuria
d'una manera similar a la com ho fa I'ApoA-lb, sent aixi un marcador
complementaria a ApoA-Ib, que a més ens proporcionaria I'avantatge de que al
ser una determinacié plasmatica es podria determinar en pacients anurics.
L'analisi ROC de la relaci6 A5 / A3 mostra el seu gran potencial com a
marcador diagnostic de recidives de GESF (Figura 34B), amb un rendiment
diagnostic similar al obtingut amb ApoA-lb. Aquesta alteracid6 de les HDL,
permet reforcar la hipotesis d’'una possible relacio entre 'ApoA-Ib i la sindrome

nefrotica via les HDL.
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Efecte d’ApoA-Ib en biopsies renals

Esta descrit que els diposits proteics en el glomerul poden ser causa de

nefropaties com per exemple la nefropatia per IgA®*® o la nefritis lGpica®*®*%*

on
es produeixen diposits de C4d (fraccid del component del complement 4).
També s’ha observat que la deposicié d’apolipoproteines juga un paper en la
coagulacio i la fibrinolisi dins dels glomeruls en pacients amb malalties
glomerulars®®?. També existeix I'amiloidosi renal hereditaria on s’ha observat
gue mutacions en el gen APOA1 provoquen una inestabilitat en 'ApoA-1 fent
que es formin agregats filamentosos d’aquesta que en dipositar-se al glomerul
causen la lesié glomerular que acabara desenvolupant la malaltia renal®®*2*,
Tots aquests indicis reportats feien pensar en una possible implicacioé entre la
ApoA-1b i el glomerul on s’acabés produint igual que en el cas de I'amiloidosi o

la nefropatia per IgA diposits d’ApoA-Ib que acabessin donant lloc a la GESF i

les seves recidives.

Per a la deteccié d’aquets possibles diposits es van immunotenyir amb
anticos contra I'apoA-I/ApoA-Ib biopsies de dos grups de pacients, un primer
grup estava format per pacients amb GESF recidivants amb ApoA-Ib positiva
en orina (figura 36), i el segon grup estava format per pacients amb malalties
renals d’etiologia diferent a GESF (figura 35), entre els que hi havia hipoplasia
renal congeénita, insuficiencia renal no filiada i glomerulonefritis
membranoproliferativa. No es van detectar diferencies en quant a la tincié amb
ApoA-I entre els dos grups d’estudi, a més de no observar cap tipus de diposits

d’ApoA-I que pogués reforcar la nostra hipotesis.
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Malgrat tot no es descarta que hi pugui haver alguna interaccié transitoria
d’ApoA-lb amb el glomeérul i per tant no detectable amb aquesta técnica, o que
fins i tot hi hagi un diposit minoritari amb ApoA-l que seria també indetectable,
doncs seria necessari I'is d'un anticos especific contra aquesta proteina de
més pes molecular que ens permetés diferencia si hi ha alguna distribucio

diferencial de ApoA-Ib en el glomérul.
Efecte d’ApoA-Ib in vivo

Esta ampliament estudiat que el factor o factors causants de GESF han

de ser plasmatics*®%®

, i s’ha comprovat que el plasma de pacients GESF
idiopatics és capag¢ d’augmentar la permeabilitat a I'albumina en gloméruls
aillats de rata® aixi com induir 'esborrament podocitari i provocar proteindria en
ser injectat en rates™’®"%3%_ per tant, per obtindre una confirmacié definitiva de
si ApoA-Ib és o0 no causa directa de GESF i les seves recidives es va dissenyar
una prova pilot (figura 37) que consistia en la injeccié d’aquesta proteina en
rates i la posterior determinacié de la proteinuria. Per a dur a terme aquesta
prova pilot eren necessaris dos punts clau, un consistia en obtenir el plasma
d’un o varis pacients GESF idiopatics capagos de produir la proteindria en rates

i un segon punt consistia en obtenir una columna d’afinitat prou eficient com per

eliminar tota '’Apo-I/ApoA-Ib del plasma d’aquests pacients.

Despres de recollir orina de 12 pacients GESF recidivants (ApoA-lb
positius en orina) potencialment inductors de proteindria en rata i dur a terme la
primera part de la prova pilot, vam poder obtenir un augment de la proteinuria
en rates en dos dels dotze casos provats (figura 38). Paral-lelament es va

elaborar una columna d’afinitat am partir d’1mg d’anticos anti-ApoA-I (el qual
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també reconeixia ApoA-lb) i malgrat que si que es va aconseguir acoblar un
60% I'anticos, la columna no era prou eficient per eliminar tota I'’Apo-Al/ApoA-Ib
present en el plasma, probablement pergue la Iligacié covalent de I'anticos a la
columna li fa perdre gran part de la seva activitat, fent aixi que aquest punt del
projecte quedes parat a expenses d’aconseguir més finangament per a la
realitzaci6 d’'una columna amb més contingut d’anticos que ens permetés
eliminar tota I'ApoA-lI/ApoA-lb plasmatica i segui aixi amb el disseny
experimental plantejat (figura37B), i determinar si ApoA-Ib es capag per si sola

d’induir proteinuria en rates.

Despres de la realitzacio d’aquesta tesi s’ha demostrat en dos cohorts
independents que ApoA-lb és un bon biomarcador de recidiva post-
trasplantament de GESF amb una sensibilitat i una especificitat del 92.8% i el
98.1% respectivament en el primer grup d’estudi de validacio, i del 93.3% i
89.1% en el segon estudi de confirmacio, a més de poder ser utilitzat com a
biomarcador negatiu (valor predictiu negatiu del 99% en el primer grup i del
97.6% en el segon grup), es a dir 'abséncia d’ApoA-lb permet excloure el
diagnostic de recidiva amb una elevada confianca, fins i tot en presencia de

proteindria severa.

S’ha pogut comprovar que complementa el diagnodstic classic basat en
evidencies histologiques en la biopsia renal, sobretot en els casos primerencs
on les lesions encara no s’han desenvolupat i que per tant el diagnodstic no es
clar, a més, té com avantatge que és un biomarcador no invasiu que permet fer

mesures facils i repetides amb un resultat qualitatiu.
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Les dades obtingudes a partir del seguiment en el periode d’'un any de
diversos pacients, indiguen que ApoA-lb podria ser de gran utilitat en la
prediccié de la recidiva post-trasplantament de GESF. | en els casos on no es
disposa d’'orina, com és el cas dels pacients en dialisis, la determinacié de

subclasses d’HDL permeten ser un biomarcador alternatiu a la ApoA-Ib.

Finalment ApoA-Il sembla presentar una correlacié6 amb ApoA-lb pel que
fa a les recidives de GESF pero la sensibilitat i 'especificitat més baixes que les
obtingudes amb ApoA-Ib no permetrien utilitzar-lo com a biomarcador alternatiu

a ApoA-Ib.

Hem pogut determinar que ApoA-lb és en realitat una forma de
apolipoproteina A-l amb una maduracié erronia i que presenta una part del pro-
péptid unit a ella, donant-li aixi més pes molecular i un punt isoeléctric més
basic del que s’esperaria per a la ApoA-l estandard. A I'estar descrit que la
presencia del pro-péptid d’ApoA-I produeix inestabilitat en les HDL, fent aixi

que no madurin correctament”*®**°

, €s va estudiar aguesta possibilitat, obtenint
coma resultat que hi havia els pacients GESF recidivants presentaven més
ApoA-I/ApoA-lb lliure que els grups de pacients GESF no recidivants i els
pacients amb proteinudria no relacionada amb GESF, cosa que ens fa pensar
gue potser aquesta ApoA-lb s’'uneix més feblement a les HDL i que per tant en
circular en sang com a proteina no unida s’aclareix més rapidament, el que
respondria la pregunta de perque tot i ser capagcos de veure-la en orina, no
podem trobar-la en sang. Que circuli de manera lliure en la orina i s’aclareixi
rapidament en el rony6 també dona peu a la hipotesis de que aquesta forma

anomala de ApoA-I amb el pro-pétid podria ser un dels factors plasmatics

catalitzadors de la malaltia de GESF.
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Sabent que GESF idiopatica esta causada per un factor plasmatic encara

desconeg ut48,83,286,287,304

i havent trobat que ApoA-lb esta fortament
relacionada amb les recidives de GESF a més de desaparéixer quan es
produeix la remissié d’aquesta recidiva, ja sigui de manera espontania o en
resposta al tractament, ens va fer pensar que aquesta forma anormal
d’Apolipoproteina A-1 podria tenir un paper en la patogénia de GESF, ja sigui de
manera directa o d'una manera indirecta. El fet de que aparegui només en els
pacients recidivants i no en tots els pacients GESF idiopatics es podria explicar
tenint en compte que els pacients no recidivants estan en remissio, en fase no
activa i sense proteindria, i que per tant seria interessant aconseguir una cohort
més grans de pacients i determinar si tots els pacients GESF idiopatics en fase
activa de la malaltia presenten o no ApoA-lb independentment de si despres
recidiven o no. La hipotetica accié patogénica de I'ApoA-lIb es podria donar
indirectament a través de les alteracions que produeix sobre les HDL, doncs ja
ha estat estudiada la important relaci6 que tenen els lipids en el
desenvolupament de la glomeruloesclerosis focal i segmentaria®®®. Podria ser
gue aquesta ApoA-lb a causa del pro-péptid interferis en el desenvolupament
de les HDL, impedint la correcte formacié de les diferents subfraccions de HDL
en els pacients GESF recidivants i que aquest mal desenvolupament de les
HDL acabes produint efectes en el ronyé que es traduirien en les lesions
glomerulars, bé per dipdsit o per interaccié dels lipids amb els podocits®*®. Una
altre alternativa seria una acci6 directa per diposits de la mateixa ApoA-Ib no
unida a HDL sobre el ronyé que produis la lesié glomerular, d'una manera

semblant a com succeeix amb I'amiloidosi renal®®2®', Tot i que aquesta Ultima
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hipotesis es va intentar comprovar mitjangcant la immunotincié de biopsies
renals, el fet de no disposar d’'un anticds especific contra ApoA-Ib no va
permetre extreure’'n conclusions definitives. Per aquest motiu la prova in vivo
seria definitiva per saber si realment aquesta ApoA-lb esta directament
implicada en la malaltia de GESF o es un consequéncia d’aquesta malaltia, la
gual és una linia d'investigacio que s'esta duent a terme en el nostre laboratori

per tal d’aclarir la implicacié d'ApoA-Ib en la fisiopatologia GESF.
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Conclusions

1. ApoA-lb és un bon marcador diagnostic de recidiva post-trasplantament,
havent-la detectat en la orina amb una sensibilitat del 92.8% i una
especificitat del 98.1%, aixi com un 99% i un 86.6% de valor predictiu

negatiu i positiu respectivament.

2. L’abséncia d’ApoA-Ib en orina permet excloure un diagnostic de recidiva de
GESF amb una elevada probabilitat, fins i tot en presencia de proteinudria

severa.

3. L'automatitzacié de la seva mesura en nefelometres clinics amb anticos
contra ApoA-1 és menys sensible i especifica que la seva determinacio

manual per western-blot.

4. ApoA-lim té una pitjor correlacio amb la malaltia que ApoA-Ib.

5. ApoA-lb no presenta cap modificacié genetica especifica en el gen APOA1L

diferent de 'ApoA-I estandard.

6. L’'augment de pes molecular d’ApoA-lb es causat per la presencia d’'una part

del pro-péptid, concretament els tres altims aminoacids (N-22WQQ24-C).

7. No s’observen diposits d’ApoA-I diferencials en biopsies de ronyé GESF

recidivants respecte controls amb proteinuria no relacionada amb GESF.

8. Hi ha una associaci6 entre I'alteracié de les fraccions A3 i ApoA-I lliure (A5)
de les HDL i la presencia d’ApoA-Ib, la qual no esta relacionada amb la

proteinuria ni amb la malaltia de GESF propiament.

9. L'analisi de la subclasse HDL podria constituir un marcador alternatiu per

ApoA-1b a la sang.
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10. L'ApoA-Ib podria ser util per detectar els pacients amb risc de recidiva
post-trasplantament de GESF, malgrat que son necessaris estudis amb

més pacients
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