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Resumen: La nefropatia diabética es la causa mas comun de enfermedad renal terminal.
La deteccion temprana de riesgo de ND antes de que un daiio renal avanzado haya ocurri-
do supondria un gran avance en la lucha contra esta enfermedad. Con ese fin, en esta tesis
doctoral, se ha abordado el estudio proteémico de la ND desde dos puntos de vista distin-
tos. Por un lado se ha llevado a cabo por primera vez un andlisis cualitativo y cuantitativo
del conjunto de proteinas que componen los exosomas de orina humana, en el contexto de
la ND. Este estudio nos ha permitido identificar 352 proteinas cuya presencia en exoso-
mas de orina no habia sido descrita hasta el momento. Ha permitido ademas establecer, un
panel de 25 proteinas significativamente variadas en nefropatia diabética. Por otra parte
hemos estudiado el tejido renal de animales que presentaban ND en estadios tempranos.
Este estudio nos ha permitido detectar cambios a nivel de expresion proteica, que ocurren
al inicio de la enfermedad dando lugar a una serie de posibles biomarcadores tempranos
de la misma (Regucalcina). Las técnicas desarrolladas para el aislamiento y estudio de

los exosomas han sido aplicadas con éxito en las muestras de orina de estos animales que
presentaban ND en estadios tempranos, pudiendo asi corroborar datos obtenidos en el
estudio del tejido renal.

Summary: Diabetic nephropathy (DN) is the most common cause of end-stage renal di-
sease (ESRD). The early detection of DN before an advanced kidney injury occurs would
suppose a great advance in the fight against this disease. With this aim, in this doctoral
thesis, two different proteomic approaches were proposed. On the one hand a culitative
and cuantitative analisys of the urine exosome proteome was preformed for the first time
in ND context. This approach led us to identify 352 proteins that had not been previously
described in the urine exosome proteome and allowed us to stablish a panel of 25 differen-
tialy expressed proteins in DN. On the other hand, a proteomic analisys of kidney tissue
proteins of an animal model of early of DN was performed. This study allowed us to detect
significantly varied protein levels, occurring at the initial stages of the disease therefore
being promising possible biomarkers for the early detecteion of DN. The techniques, here
developed for the isolation and exosomal proteome analysis were successfully applied to
the study of the urine exosomes of this early model of DN and permited the confirmation
of the data obtained in the kidney tissue approach.
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Introduccion

1. LANEFROPATIA DIABETICA.

1.1  El Rinon.

El rifén es un 6rgano vital que realiza funciones fundamentales para el mantenimiento
del organismo:

- Eliminacién de productos metabdlicos de desecho en forma de orina.
- Mantenimiento del equilibrio hidroelectrolitico y acido-base.

- Funcion endocrino-metabdlica, destacando la produccion de eritropoyetina.

Los rinones eliminan la urea y otros productos desechables de la sangre filtrando aproxi-
madamente 200 litros de plasma para producir aproximadamente un litro de orina al dia.
Este proceso se realiza principalmente a través de las unidades de filtracién denominadas
nefronas. La nefrona es la unidad estructural y funcional de los rifones y participa en
procesos de filtracion, reabsorcion y secrecion. Cada nefrona esta formada por el corpts-
culo renal o corpusculo de Malpighi (formado a su vez por el glomérulo y la capsula de
Bowman), por el tibulo contorneado proximal, los segmentos delgado y grueso del asa de
Henle y por el tibulo contorneado distal. Los corpusculos de Malpighi y los tibulos proxi-
mal y distal pertenecen a la zona denominada corteza, mientras que los dos segmentos del
asa de Henle se localizan en la médula (Figura 1). La orina formada en la nefrona se recoge
en los tubulos colectores, donde se concentra.
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Figura 1. Representacion esquematica del rindn y de la nefrona.
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El glomérulo esta formado por una red capilar rodeada de células endoteliales y podocitos
y por un nucleo de células mesangiales. Los tabulos estan formados por células tubuloe-
piteliales, que son las responsables de la regulacion del trafico de solutos en el proceso de
creacion de la orina. En el ttibulo proximal se produce la reabsorcion de sustancias meta-
bélicas utiles como glucosa, sodio, aminoacidos y péptidos.

1.2  Fisiopatologia de la Nefropatia Diabética.

La diabetes mellitus (DM) es una alteracién metabdlica que se caracteriza por la presen-
cia de hiperglucemia crénica como resultado de la falta o la resistencia a insulina. La insu-
lina es una hormona polipeptidica formada por 51 aminoacidos, producida y secretada por
las células beta de los islotes de Langerhans del pancreas. La Organizacion Mundial de la
Salud reconoce tres formas de diabetes mellitus: tipo 1, tipo 2 y diabetes gestacional, cada
una con diferentes causasy con distinta incidencia. Es una de las enfermedades con mayor
impacto socio-sanitario, tanto por su elevada frecuencia como por sus complicaciones
cronicas. Estas incluyen complicaciones microvasculares (retinopatia, nefropatia y neuro-
patia) y desarrollo precoz de la enfermedad macrovascular (enfermedad cardiaca, cerebral
y enfermedad vascular periférica). La aparicion de complicaciones es de dificil prediccion,
ya que en su génesis confluyen diversos factores, que van desde los niveles de glucosa en
sangre o factores hemodinamicos e inflamatorios, hasta la predisposicion genética.

La nefropatia diabética (ND) es una de las principales complicaciones y la causa mas
comun de enfermedad renal terminal. El dafno renal cronico se caracteriza por la dismi-
nucion progresiva del tamano del rifion. En la ND, esta fase de atrofia se ve precedida por
otra etapa de aumento del tamaiio renal. La disminucion del tamaio renal se asocia a una
pérdida de células parenquimatosas renales (atrofia glomerular y tubular), que a su vez
suele implicar un incremento en la produccion de matriz extracelular y en el nimero de
fibroblastos y leucocitos (fibrosis e inflamacién intersticial). Se cree que las células tubu-
loepiteliales pueden tener un papel importante en la inflamacion y fibrosis renal [1]. Son
células capaces de producir citoquinas, quimioquinas y moléculas de adhesion en respues-
ta a varios estimulos, inmunes y no inmunes [2] contribuyendo de esta manera a la atrac-
cion de células infiltrantes.

Los altos niveles de glucosa son considerados tradicionalmente los principales respon-
sables del desarrollo de la ND. Sus acciones se realizan directa o indirectamente, estas
ultimas mediante la generacion de Productos de Degradacion de la Glucosa (PDGs) o de
AGEs (“Advanced Glycation End products”). Los altos niveles de glucosa contribuyen
ala ND al promover la sintesis de mediadores secundarios del daio renal, la hipertrofia
y muerte celular, el incremento de la sintesis de matriz extracelular y la acumulacién de
macrofagos.

a) Diagndstico, tratamiento y prondstico.

La deteccion temprana de riesgo de ND antes de que un dafio renal avanzado haya
ocurrido supondria un gran avance en la lucha contra esta enfermedad. Este objeti-
vo hasta el momento ha resultado dificil de alcanzar ya que gran parte de los eventos
que generan dafo estructural en el rifion ocurren de manera silente.
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La practica clinica rutinaria no permite llevar a cabo biopsias renales por tratarse de
un procedimiento muy invasivo. La presencia de microalbuminuria es un signo de
nefropatia incipiente y se usa como ensayo para la deteccion precoz de la afectacion
renal (National Kidney and Urologic Diseases Information Clearinghouse). Actual-
mente, la microalbuminuria es el mejor biomarcador no invasivo disponible para la
deteccion de esta enfermedad. Sin embargo el valor predictivo de esta, esta siendo
cuestionado ultimamente ya que muchos pacientes normoalbuminuricos presentan
importantes dafios renales en el momento de la aparicion de la microalbuminuria,
presentando cambios histopatoldgicos avanzados [ 3, 4]. Ademas esta claro que no es
un buen marcador para seguir el avance de la enfermedad ya que una buena parte de
los pacientes con microalbuminuria revierten su estado [5, 6], volviendo a ser nor-
mo albuminuricos y solo una pequeia parte de los pacientes con microalbuminuria
evoluciona a estados de macroalbuminuria o proteinurial5].

La deteccion temprana de la microalbuminuria asi como el control de la glucemia
y de la tension sanguinea mediante la inhibicion del sistema renina — angiotensina,
son medidas que han hecho que la mortalidad disminuya y que sea posible retrasar
la progresion de la ND. Sin embargo, muchos pacientes desarrollan la enfermedad
hasta su estadio final a pesar de estar recibiendo la terapia adecuada. [7]

Por estos motivos la busqueda de nuevos marcadores que nos ayuden a prevenir el
desarrollo de ND en pacientes diabéticos es de gran interés.

b) Estadios de la nefropatia diabética. Clasificacion clinica del paciente.

Estadio I.: No provoca sintomas. Existe hiperfiltracion glomerular y los niveles de
creatinina sérica y orina son normales. Tampoco hay alteraciones histoldgicas.

Estadio I1.: Aparece aproximadamente después de 5 anos de evolucion. Es silente.
Mantiene funcion renal normal aunque comienzan a aparecer alteraciones mini-
mas en el glomérulo como inicio de engrosamiento de membranas basales o ligero
aumento de la matriz mesangial.

Estadio I11: Presencia de microalbuminuria (mas de 30 mg de albtimina en 24
horas o0 20 mg/litro de orina). La creatinina en sangre es normal. La hipertension
arterial asociada puede empeorar la lesion renal. Expansion mesangial y de las
membranas basales.

Estadio I'V: Aparicion después de 15 anos del diagndstico. Proteinuria persistente y
disminucion de la funcion renal. Creatinina sérica en limites altos de lo normal (ma-
yor o igual de 1.3 mg/dl en la mujer o varones de menos de 65 kg de peso o mayor o
igual 1.5 mg/dl en varones). Puede presentarse como sindrome nefrotico. Histolo-
gia: glomerulosclerosis parcheada. Engrosamiento de membranas basales. Expan-
sion mesangial. Se asocia a retinopatia en mas del 75%, coronariopatia en mas del
45% y enfermedad cerebro vascular en mas de 25% de los casos.

Estadio V.: Aparicion en general después de 20 afios de evolucion. Proteinuria per-
sistente. Creatinina sérica mayor de 2.2 mg/dl. Hipertension arterial. Con presencia
de glomerulosclerosis, lesiones nodulares, fibrosis intersticial y atrofia tubular.
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¢) Aproximacion a su estudio.

Hoy en dia los estudios que se llevan a cabo para conseguir comprender mejor la ND
desde el punto de vista de la investigacion basica se realizan mediante ensayos que
emplean modelos animales, tejidos obtenidos a través de biopsia o transplantes de
rinén humano, fluidos bioldgicos como sangre y orina que pueden reflejar cambios
en el rifndn y en la ultima década ademas existe un creciente interés en el estudio de
las microparticulas presentes en dichos fluidos.

Estas aproximaciones al estudio de la ND, emplean diversas técnicas de biologia
molecular (PCR, WB, IHQ,citometria, microscopia confocal,etc) y distintas aproxi-
maciones genomicas y protedmicas. En esta tesis nos centraremos en los estudios
protedmicos que mas adelante seran descritos en mayor detalle.
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2. EXOSOMAS

En 1981 Trams et al.| 8] propusieron el termino exosoma para referise a vesiculas membra-
nosas desprendidas desde la membrana celular, pudiendo éstas aparecer como vesiculas
de mayor (500-1000nm) o menor (40 nm) tamaio. Pocos aiios después .Johnstone et
al.|9] descubrieron proteinas especificas como el receptor de transferrina que eran secre-
tadas por reticulocitos en maduracion en forma de vesiculas de tamafio menor a100nm a
las que llamaron exosomas.

Hoy en dia los exosomas se definen como vesiculas membranosas 40-100 nm de diametro,
de origen endocitico, con forma de copa y una densidad de flotacion en gradiente de saca-
rosade 1,10 a1,19 g/cm?, contienen ARN y microARN pero estan desprovistos de ADN.
Estas vesiculas son liberadas al espacio extracelular en condiciones fisiologicas y patolo-
gicas por diversos tipos celulares tales como células dendriticas, reticulocitos, linfocitos B,
varios tipos de células madre, células epiteliales o endoteliales |8, 10-16]. Es posible aislar
exosomas desde cultivos celulares asi como desde distintos fluidos bioldgicos como sangre,
orina, semen, liquido amnidtico, o liquido pleural [10,16-20]

Ademas de exosomas, se pueden aislar distintos tipos de microvesiculas presentes en la
orina [21] (tabla 1). Estas microvesiculas no tienen origen endocitico y suelen presentar
un tamano mayor que el de los exosomas (mayor de Ium) se suelen generar por escision
directa desde la membrana plasmatica, aunque existen también entre estas, microvesicu-
las de menor tamano, que encajan dentro del rango de los exosomas [22]. En orina existen
vesiculas derivadas de las microvellosidades de los podocitos que estan dentro del rango
de tamano y densidad de los exosomas [23]. Debido a este solapamiento, estas vesiculas
suelen estar incluidas dentro de las muestras exosomales cuando éstas son aisladas desde
la orina [24]. Por este motivo, sigue a dia de hoy habiendo gran controversia en torno a

la denominacion de las muestras exosomales y a la posibilidad de diferenciar las micro-
particulas que puedan estar presentes en las muestras (tales como cuerpos apoptoticos o
microvesiculas de mayor tamaiio). En esta tesis nos referiremos como exosomas o fraccion
exosomal al subproteoma que obtenemos al aislarlos por distintos métodos a partir de
orina, aunque no sea posible descartar que exista cierta contaminacion de otras microvesi-
culas del mismo rango de tamaiio presentes en la muestra.

MICROVESICULAS CUERPOS
EXOSOMAS ,
SECRETADAS APOPTOTICOS
Tamano (didametro) 30-100 nm 100-1000 nm 50-500nm

Densidad de flotacion

1,10-1,19 g/ml

Desconocida

1,16-1,28 g/ml

Morfologia Forma de copa Heterogenea Heterogenea
LBPA, poca exposicion
de fosfatidilserina, Alta exposicion de L
o . o . Alta exposicion de
Composicion lipidica ceramidas, fosfatidil serina, o .
o fosfatidil serina
esfingomielina, colesterol
“rafts”lipidicos
. Selectinas,
. Alix, Tsg 101, HSC70, . . .
Marcadores proteicos integrinas, CD40, Histonas

CD63,CD81,CD9

metaloproteinasas
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Origen celular

MVB

Membrana plasmatica

Modo de liberacion
extracelular

Constitutivo y regulado

Regulado

Regulado

Mecanismo de

liberacion

Exocitosis de MVB

Escision desde la

membrana plasmatica

Contraccion de la célula

durante la apoptosis

Composicion

Proteinas, ARNmi,
ARNm.

Proteinas, ARNmi,
ARNm

Proteinas, ARNmi,
ARNm

Tabla 1. Caracteristicas de las distintas microvesiculas membranosas extracelulares [25].

2.1 Biogénesisy caracteristicas de los exosomas.

Los exosomas tienen un origen endocitico y para entender bien sus caracteristicas y su
composicion, es necesario tratar de comprender la via endocitica y los procesos que llevan
a su formacion.
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a) Laviaendociticay biogénesis de los exosomas.

En las células eucariotas, moléculas de la membrana plasmatica como lipidos,
proteinas transmembrana y receptores, ademas de solutos y ligandos se internalizan
mediante procesos de invaginacion de la membrana plasmatica a través de la via
endocitica dando lugar a endosomas tempranos [26].

Estos endosomas tempranos pueden tener distintos destinos:
- Pueden ser reciclados, volviendo a la superficie celular.
- Pueden ser trasladados a la red trans-golgi.| 27, 28]

- Pueden ser dirigidos a la ruta de endosomas tardios y lisosomas [ 29, 30].

Es el tercer destino el que nos interesa a la hora de explicar la via por la que se
forman los exosomas. En este caso los endosomas tempranos, pueden dar lugar a
invaginaciones de membrana generando una curvatura en la misma hacia la luz del
endosoma, dando lugar a la formacion de vesiculas intralumenales (ILV); mediante
este proceso de vesiculacion se forman los cuerpos multivesiculares (MVB). Duran-
te la invaginacion de la membrana plasmatica, proteinas transmembrana quedan
incorporadas en las porciones de membrana invaginada mientras que componentes
citosédlicos quedan englobados en las ILV [30, 31]. Dependiendo de sus caracteris-
ticas bioquimicas los MVB tienen dos posibles destinos, derivar en la formacion

de MVB degradativos con destino lisosomal o en MVB exociticos, cuya membrana
se volvera a fusionar con la membrana plasmatica dando lugar a la liberacion de
exosomas al medio extracelular. La via que lleva a los endosmas tempranos hasta
los lisosomas se desarolla mediante mecanismos mejor conocidos que la que lleva
ala formacion de MVB exociticos; la formacion de MVB con proteinas y lipidos
cuyo destino no es ser degradados.L.os MVB exociticos presentan ILV con mem-
branas ricas en miembros de la familia proteica de las tetraspaninas y moléculas
presentadoras de antigenos del tipo MHC, ademas son ricas en un fosfolipido de
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dificil degradacion llamado acido lisobifosfatidico (LBPA). Parece que la formacion
de exosomas requiere de la participacion de ceramidas y es independiende de la
cascada de accion de los complejos ESCRT. Se cree que LBPA y alix pueden jugar
un papel importante en la generacion de MVB exociticos. Existen indicios de que
LBPA bajo el control de alix puede regular la formacion de ILV en la membrana de
los endosomas tardios, ya que estas moléculas, parecen controlar procesos de fusion
de vesiculasy el de la fusion con la membrana plasmatica. LBPA y alix estan impli-
cados de manera selectiva en el trafico y distribucion de proteinas y lipidos desde

el endosoma hasta destinos distintos del lisosomal y puede que hacia los exosomas
[32]. Sin embargo este proceso puede estar acoplado a la maquinaria Hrs-ESCRT
responsable de la vesiculacidn que sufren los endosomas tempranos para dar lugar a
MVB (parece que este nexo se daria a traves de la interaccion de Alix y Tsg 101).

Espacio Urinario

ﬁ Exosomas

Prots. de
Membrana
Endocitosis Exocitosis
b Vesiculas
' Internas
Endosoma
Célula Epitelial Renal Cuerpo Multivesicular

Figura 2. Representacion esquematica del proceso de secrecion y formacion de los exosomas de orina.

Este proceso de formacién de los exosomas define sus caracteristicas concretas y su
composicion, ya que durante la vesiculacion para la formacion de 1LV, componentes
citoplasmaticos como proteinas solubles, micro ARN y ARNm y otras moleculas
quedan englobadas en los exosomas, mientras que lipidos y proteinas de determi-
nadas caracteristicas quedan incorporados durante la invaginacion de la membrana
plasmatica. Este proceso es responsable tambien de la orientacion de las membra-
nas lipidicas de los exosomas, identica a la de las células [33]. Se piensa que ademas
de los componentes citoplasmaticos englobados de manera aleatoria existen pro-
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teinas y moléculas de ARN que pueden ser incorporadas a los exosomas de manera
selectiva| 34-36].

b) Componentes proteicos de los exosomas.

Los exosomas han sido analizados de manera exaustiva en varios tipos celulares

asi como fluidos corporales empleando métodos de espectometria de masas (MS),
Western blot (WB), estudios de fluorescencia en células en los que los mecanismos
de vesiculacion estan activados y métodos de inmunodeteccién empleando micros-
copia electronica.[25]

La composicion proteica de los exosomas varia dependiendo del origen celular de
los mismos, aunque existe un grupo de proteinas conservado para todos los exoso-
mas, con independencia del origen celular. A este grupo de proteinas caracteristicas
de los exosomas pertenecen proteinas implicadas en el proceso de la formacion de
los MVB como Alix, Tsg 101 o clatrina. Otra clase de proteinas detectadas con fre-
cuencia es la de la familia Rabs, la mayor familia de pequenas GTPasas que regulan
procesos de acoplamiento y fusion en las membranas plasmaticas y fusion de mem-
branas de los exosomas [37]. También se han visto con mucha frecuencia en estos
estudios distintos tipos de anexinas (LILIV,VVLVII y X1) que participan en meca-
nismos de trafico y fusion de membranas. Los exosomas son ricos en tetraspaninas (
CD63, CD81y CD9) vy en proteinas “heat shok” (HSP60, HSP70, HSPAS5, CCT2).
Se havisto que los exosomas portan ademas enzimas metaboélicas (como aldolasa 1,
enolasal , GADPH, GSTP, periredoxinas, etc,) proteinas ribosomales (como RPS3),
proteinas transmembrana (como LAMP1), proteinas de sefializacion, AT Pasas, pro-
teinas del citoesqueleto (como actinas, tubulinas, cocirina,ezrina,etc) y ubiquitinas
[25] entre otras.

Existe una base de datos de proteinas y ARN llamada Exocarta (www.exocarta.org),
elaborada con datos obtenidos a partir de 75 publicaciones basadas en estudios rea-
lizados en exosomas de diversos origenes celulares. En este catalogo encontramos
2624 proteinas, 901 ARNm y 274 micro ARN, que han sido detectados en exoso-
mas. Es una base de datos de libre acceso de gran utilidad para contrastar estudios
proteomicos y gendmicos [25]

2.2 Papel fisiologico y patoldgico de los exosomas, funciones.

Los exosomas son multifuncionales: por un lado los exosomas son responsables de la
eliminacion de proteinas y lipidos en exceso o senescencia, por otro, existen importantes
evidencias sobre el papel de los exosomas en la senalizacion celular de una manera selec-
tiva [ 38-42], tales como: la regulacion de la respuesta inmune, presentacion antigénica,
transferencia de ARN y proteinas, transferencia de particulas infecciosas y sefializacion
intercelular [43]. Se sabe ademas que los exosomas pueden provocar efectos en células
diana como minimo a través de tres posibles mecanismos:
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- Pueden adherise a la superficie de células diana de forma altamente especifica,
sin fusionarse con ellas, a través de moléculas de adhesion y receptores especi-
ficos de la superficie celular, llevando a una activacion de receptores y con ello
influyendo en la regulacion de la senalizacion celular [39-42, 44 .
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- De manera hipotética los exosomas pueden fusionarse directamente con las
celulas diana transfiriendo a éstas, todo su contenido (proteinas, ARNm, micro
ARN, lipidos y moléculas de sefializacion).

- El contenido exosomal puede ser incorporado a la célula diana tras la endocito-
sis de los exosomas y procesamiento de los mismos a través de la via endocitica;
este mecanismo esta mas documentado en la bibliografia [40-42, 45].

El mejor ejemplo del papel de los exosomas la comunicacion célula-célula es el papel de
los exosomas en la senalizacion en células madre y células del sistema inmune.

2.3 Los Exosomas como fuente de biomarcadores. Antecedentes de estudios clinicos
basados en el analisis de exosomas.

Por todo lo expuesto anteriormente y teniendo en cuenta las evidencias claramente docu-
mentadas en la literatura podemos afirmar, que los exosomas son una importante fuente
de informacion y una prometedora apuesta en la bisqueda de biomarcadores para diversas
enfermedades. Como ya se ha comentado con anterioridad, los exosomas portan informa-
cion de las células que los secretan, conteniendo tanto moléculas citoplasmaticas como de
membrana. Pueden ser aislados a partir de células o tejidos en cultivo asi como de fluidos
bioldgicos como orinay sangre. Por todo ello, en la tiltima década han sido estudiados en
una gran variedad de procesos patoldgicos para una mejor comprension de los mismos,

asi como para encontrar nuevas dianas terapéuticas y marcadores tempranos de enfer-
medad. Varios estudios de exosomas de la orina han permitido una mejor comprension

de distintas enfermedades renales tales como la enfermedad renal aguda, la nefropatia de
Inmunoglobulina A, el sindrome nefrético o la nefropatia poliquistica como se detalla a
continuacion.

24 Exosomas de orinay su papel en enfermedades renales.

Los exosomas de la orina podrian desempenar un importante papel en la fisiologia renal.
Puede que sean mediadores de la transferencia de informacion en la cascada de eventos
que ocurren cuando tiene lugar la hipertrofia del tubulo renal que se observa cuando existe
una perdida de nefronas, como ocurre en la ND. En este proceso el aumento de la tasa de
filtracion glomerular de nefronas individuales coincide con el aumento de la capacidad de
transporte de sales y agua en los segmentos distales de la nefrona . Asociado a este proceso
se puede observar una marcada elongacién del tubulo asi como un aumento de la luz del
mismo[46]. Es posible que esta transferencia de informacion a lo largo de la nefrona ocu-
rra en estado fisioldégico normal. De hecho se han detectado proteinas propias del tibulo
proximal en el tibulo colector como es el caso del canal de agua acuaporina-1{47] y de la
enzima generadora de amonio glutaminasa [48, 49| Esta transferencia de informacion
tardia puede que no siempre sea beneficiosa. Se ha especulado con la posibilidad de que la
proteina uromodulina, una proteina polimerica muy abundante en orina, juegue un papel
en este proceso, limitando la fusion de exosomas con los segmentos distales de las nefro-
nas. Se sabe que los exosomas quedan atrapados en las largas fibras polimericas que forma
esta proteina. Esto podria evitar que los exosomas entren en contacto con las superficies
celulares a menos que la red polimerica se disuelva localmente[ 46, 47]. Si estas especu-
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laciones quedasen demostradas se podria explica por qué mutaciones o deficiencias de
uromodulina son causa de enfermedad renal [50, 51].

Otra via por la que los exosomas podrian jugar un importante papel en la fisiologia renal es
através de la accion directa de proteinas exosomales en la luz del tiibulo renal. Un ejemplo
de esto puede ser la demostrada abundante presencia de una enzima conversora de angio-
tensina en los exosomas de orina [10, 52], que podria desempenar un importante papel en
el sistema-renina angiotensina intralumenal [53].

También es muy posible que la principal funcion fisioldgica de los exosomas de orina, sea
la eliminacion de proteinas senescentes de las células, ya que este podria ser un método
mas eficiente para la eliminacion de proteinas que la degradacion lisosomal o la degrada-
cion por parte del proteosoma [24].

Aunque en esta tesis nos centraremos en el estudio de los exosomas de la orina, también

los exosomas de la sangre pueden jugar un importante papel en la fisiologia y patofisiolo-
giarenal, afectando especialmente a aquellas celulas cuya membrana plasmatica esta en
contacto directo con el compartimento vascular, como son células del sistema inmune y

las células endoteliales.[24]
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3. PROTEOMICA.

La Proteémica es la disciplina que estudia de manera dinamica todas las proteinas expre-
sadas por un organismo, en un momento dado y bajo determinadas condiciones concretas
de tiempo y ambiente, lo que se denomina proteoma [54]. Las proteinas son las biomolé-
culas que actiian como efectores finales de los procesos que tienen lugar en las células, por
lo que el estudio proteémico es la manera mas adecuada de analizar los procesos bioldgi-
cos que tienen lugar en un organismo, asi como de comprender los mecanismos molecula-
res subyacentes a dichos procesos.

Su principal ventaja radica en que no se realiza una pre-seleccion de candidatos a estudiar
sino que se trata de un abordaje global y sin sesgo, lo cual permite estudiar el proteoma en
conjunto.

El andlisis del proteoma de un organismo tradicionalmente se ha llevado a cabo median-
te separacidn de las proteinas por electroforesis bidimensional en gel(2-DE) y posterior
identificacion de las mismas por espectrometria de masas (MS). Este tipo de estudios
protedmicos se conocen en la actualidad como Protedmica Clasica. La aparicion del
método de ionizacion por electroespray (ESI) [55], que permite realizar la identificacién
de proteinas por MS en lineay de forma inmediata tras su separacion por cromatogra-

fia liquida (LC-MS), ha abierto un nuevo campo en la Proteémica que se conoce como
Proteémica de Segunda Generacion. Esta nueva rama de la Protedémica permite realizar
identificaciones a gran escala de las proteinas presentes en una mezclay su creciente desa-
rrollo ha dado lugar a la descripcion de multitud de proteomas que no se conocian hasta el
momento.

3.1  Preparacion de la muestra.

La preparacion de la muestra para su analisis proteomico, es un paso critico que va a limi-
tar la cantidad y la calidad de los datos obtenidos. L.as muestras generalmente estudiadas
se componen de: células, tejidos, fluidos o microparticulas. En los dos primeros casos, es
necesario disgregar el tejido y/o romper las células para obtener el proteomay en el caso
de las microparticulas sera necesario realizar un correcto aislamiento de las mismas y
posterior lisado, para asi tener acceso a su proteoma.

En cualquier caso es fundamental que las estrategias de extraccién purificacion proteica,
concentracion limpieza, etc. sean compatibles con el tipo de analisis posterior selecciona-
do. En los siguientes puntos se indican brevemente procedimientos comtinmente emplea-
dos previos al analisis protedmicos, sin pretender realizar una compilacion exhaustiva, ya
que los procedimientos elegidos seran altamente dependientes del tipo de muestray el
analisis a realizar.

3.1.1 Lisis celular

Larotura de las células se puede realizar por métodos fisicos: choque osmotico, rotura
mecanica, congelacion /descongelacion, sonicacion, etc.; o quimicos, que estan
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basados en el empleo de detergentes. Los detergentes disocian las interacciones lipido-
proteina e interacciones hidrofébicas entre proteinas, rompiendo las membranas 'y
ayudando ademas a solubilizar las proteinas. Generalmente se combinan ambos tipos
de métodos realizandose una lisis fisica en soluciéon con detergente.

3.1.2 Solubilizacion

Para realizar una correcta solubilizacion de las proteinas de una muestra ésta debe
llevarse a cabo en un medio tamponado suplementado con una serie de aditivos. En
primer lugar, los tampones de solubilizacion deben contener alta concentracion de un
agente caotropo, generalmente urea o una combinacién de ésta con tiourea, que des-
naturaliza las proteinas mediante la ruptura de enlaces hidrofobicos, asi como de las
interacciones intramoleculares. En segundo lugar, se debe incluir un detergente que
mantenga a las proteinas en disolucion al impedir que se formen de nuevo las interac-
ciones hidrofébicas, como [ 3-[(3-Colaamidopropil)dimetilamonio|-1 propanosulfo-
nato| (CHAPS), SDS, Triton X-100, entre otros. La presencia de un agente reductor
(ditiotreitol (DTT), B-mercaptoetanol, fosfinas...) que produzca la ruptura de los puen-
tes disulfuro entre residuos de cisteina es también fundamental para una solubilizacion
eficaz. En aquellos casos en el que la muestra vaya a ser analizada mediante 2-DE, la
presencia de anfolitos, o mezcla de compuestos cargados, ayuda a solubilizar las pro-
teinas y evita que precipiten al entrar en la primera dimensién de la 2- DE al impedir la
agregacion por interacciones por carga. Ademas, los anfolitos contienen grupos amino,
de tal manera que, al competir con los grupos amino de las proteinas, contribuyen a
minimizar el efecto negativo de los cianatos producidos por la urea. Si se emplea un
detergente idnico en la solubilizacion de la muestra, éste debe ser eliminado antes de la
separacion por 2-DE. Si el analisis protedmico se llevara a cabo por LC-MS, es preciso
incluir etapas adicionales de limpieza para evitar la influencia de detergentes.

3.1.3 Limpieza de extractos.

Existen distintas aproximaciones para llevar a cabo la limpieza de extractos proteicos
que van a ser analizados mediante técnicas protedmicas, la mayoria de ellos persiguen
la eliminacion de sales, lipidos, detergentes que pudieran estar presentes en la muestra
tras la solubilizacion de la misma y pudieran interferir con el método seleccionado
para el analisis. Entre las mas empleadas se encuentran la precipitacion con acetona o
empleando Kits comerciales de limpieza que estan basados en el mismo principio de
precipitacion y que incluyen ademas reactivos que favorecen la resolubilizacion de la
muestra (como por ejemplo el 2D-Clean up, GE healthcare). La didlisis es otro método
muy empleado para la eliminacion de sales presentes en la muestra. Estos métodos

de limpieza permiten ademas llevar a cabo cambios de tampon, pudiendo sustituir el
empleado durante el proceso de solubilizacion por un tampon mas compatible con el
método de andlisis.

3.14 Concentracion o fraccionamiento.

La gran complejidad de los proteomas en estudio exige generalmente un prefrac-
cionamiento y/o concentracion de las muestras, ya que en ocasiones tras aplicar los
procesos de lisis y solubilizacion las muestras se encuentran muy diluidas y han de ser
concentradas. Esta concentracion se puede llevar a cabo durante el paso de limpieza
(precipitacion y resuspension en menor volumen) o empleando otros métodos como
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por ejemplo unidades de ultrafiltracién para reducir el volumen de muestra eliminando
parte de la solucion y obteniendo muestras mas concentradas.

El fraccionamiento de la muestra permite separar las proteinas presentes en una
muestra, dando lugar a fracciones mas sencillas que seran analizadas por separado.
Segin la muestra en estudio y la técnica elegida para su analisis, el fraccionamiento se
podra llevar a cabo basandose en distintos paramentros proteicos y empleando distin-
tos sistemas; asi las proteinas podran ser separadas, seglin su carga (cromatografia de
intercambio idnico), tamaio (SDS-PAGE), polaridad (cromatografia de fase reversa) o
punto isoeléctrico (“Off-gel”, IEF).

3.1.5 Deplecion.

Como ya se ha comentado en el apartado anterior las muestras bioldgicas, son general-
mente mezclas muy complejas. Estas pueden ademas presentar un gran nimero de pro-
teinas mayoritarias, como ocurre por ejemplo en el plasma (20 proteinas mayoritarias
que suponen el 90% del contenido proteico) o en el caso que nos ocupa el de la orina

de pacientes con albuminuria. La presencia de dichas proteinas mayoritarias dificulta
la identificacion de proteinas menos abundantes por MS. Las proteinas minoritarias
suelen ser ademas las de mayor interés en la busqueda de biomarcadores. Por todo ello
muchas veces es necesario aplicar técnicas de deplecion previas al analisis por MS, ya
que esto permitird una reduccion en la complejidad de la muestra favoreciendo la iden-
tificacion de proteinas poco abundantes con mayor interés clinico.

3.1.6 Digestion.

La tripsina es la proteasa mas comtinmente utilizada para digerir las proteinas y
obtener péptidos tripticos, ya que su corte es altamente reproducible en el extremo C-
terminal de los residuos de lisina y arginina. Existen otras proteasas como la pepsinay
la quimotripsina que pueden ser empleadas para la digestion peptidica pero son mucho
menos empleadas a la hora de llevar a cabo analisis por MS. Generalmente antes de

la digestion se lleva a cabo una reduccion y una alquilacion de las proteinasy se aplica
posteriormente el método de digestion. Existen distintas metodologias para llevar a
cabo la digestion: se puede realizar en gel, en disolucién , de manera manual, automa-
tizada, etc. dependiendo del andlisis al que se les vaya a somenter y de los métodos de
fraccionamiento, limpieza etc, que se le hayan aplicado a la muestra antes de la diges-
tion.

3.2 Técnicas para la separacion de proteinas.

El analisis directo por espectrometria de masas de la mayoria de proteomas es algo inabor-
dable dada la complejidad de los mismos, resultando tinicamente en un niimero

muy limitado de identificaciones correspondientes a un pequeio subgrupo compuesto por
las proteinas mayoritarias presentes en la muestra. En consecuencia, resulta imprescin-
dible realizar un “fraccionamiento” o separacién previa de las proteinas (“top-down”) o
péptidos (“bottom-up”) de las muestras, previo al andlisis por MS.
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En el abordaje clasico por 2DE existe una doble separacion por pl y PM previa a la identi-
ficacion proteica por MS, comtinmente por MALDI-TOEF/TOF.

La cromatografia liquida, mono o multidimensional, combinando generalmente una sepa-
racion de intercambio idénico y una cromatografia de fase reversa posterior es una herra-
mienta muy potente que acoplada a un espectometro de masas permite la identificacion
simultanea de cientos o miles de proteinas en un tinico analisis.

3.3 Espectrometria de masas (MS). Identificacion de proteinas.

La espectrometria de masas es una técnica analitica que se emplea para determinar la
masa molecular de un compuesto mediante el uso de instrumentos que pueden medir la
relacién masa/carga (m/z) de iones en fase gaseosa, trabajando en condiciones de vacio,
llamados espectrometros de masas. A finales de los 90 se desarrollaron dos técnicas de io-
nizacion que permitieron realizar analisis de proteinas y péptidos, entre otras biomolécu-
las, por MS. La primera de ellas es la denominada ionizacion mediante desorcion por laser
asistida por matriz (matrix-assisted laser desorption ionization: MALDI) desarrollada por
Karas y Hillenkamp en 1988 [56]. La segunda de ellas es la ionizacion por electroespray
(electrospray ionization: ESI), desarrollada por Fenny colaboradores [57].

3.3.1 Estructura de un espectrometro de masas.

Los espectrometros de masas se componen de tres elementos basicos, que en orden
secuencial de actuacidn en un andlisis por MS son: fuente de ionizacion (MALDI, ESI),
analizador(Q, TOF, trampa iénica, etc.) de masas y detector. La fuente de ionizacion
convierte las moléculas en iones en fase gaseosa para que pasen al analizador de masas,
donde son separadas segin su relacion masa/carga. Al detector llegan secuencialmen-
te y las senales captadas por el mismo, son integradas por un sistema informatico que
genera los correspondientes espectros de masas, donde se representan la abundancia
(intensidad) de los iones en el eje de ordenadas y la relacién m/z en abscisas. Por com-
paracion con los espectros recogidos en las bases de datos y empleando los motores de
busqueda adecuados se procedera a la identificacion de las proteinas.

Las configuraciones més habituales hasta la fecha son: Triple cuadrupolo (Q-Q-Q),
cuadrupolo y tiempo de vuelo (Q-TOF), trampa iénica (IT), cuadrupolo-cuadrupolo-
trampa idnica lineal (Q-Q-LIT) Trasformada de Fourier (FT) y Orbitrap.
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Figura 3. Tipos de espectrometros de masas empleados en Protedmica. A. En los equipos MALDI-TOF los
iones son acelerados y separados en un tubo de vuelo de acuerdo a sus diferentes velocidades. B. E1 MALDI-
TOF-TOF incluye una celda de colision entre dos tubos de vuelo. C. En el triple cuadrupolo los iones son selec-
cionados en el primer cuadrupolo (Q1), fragmentados en la celda de colision (Q2) y sus fragmentos separados
en el (Q3). En una trampa lineal, los iones son capturados en una secciéon cuadruple conductor representada
por un punto rojo en Q3. A continuacion son sometidos a un campo de resonancia y se escanean a su salida.
D, El cuadrupolo-TOF combina la parte frontal de un triple cuadrupolo con un analizador de masas para los
fragmentos peptidicos tipo TOF. E, La trampa iénica tridimensional funciona de manera similar a la lineal, re-
teniendo los iones peptidicos, fragmentando los de determinada m/z y escaneando los fragmentos a su salida
para generar el espectro de fragmentacion. F. El FT-MS retiene también los iones pero ayudandose de campos
magnéticos de alta intensidad. En la figura aparece representada la configuracion que combina una trampa li-
neal para separacion y fragmentacion de iones y el FT-MS para detectar los fragmentos con alta resolucion. G.
Trampa idnica lineal con analizador de masas OrbiTrap. Adaptado de: Aebersold R, Mann M. Mass spectrome-
try-based proteomics. Nature. 422(6928):198-207 (2003).
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3.3.2 Identificacion de proteinas por MS.

Laidentificacion de proteinas por MS se lleva a cabo mediante las siguientes aproxima-
ciones:

a) Huella dactilar peptidica (peptide mass fingerprint, PMF)

Consiste en la identificacion de una proteina mediante el registro de las masas de
los péptidos obtenidos tras digestién enzimatica, que generalmente se realiza con
tripsina. Cada proteina puede ser identificada en base a las masas de los péptidos
que la forman, y eso constituye lo que denominamos huella dactilar peptidica. Este
tipo de identificacion se realiza para proteinas purificadas o mezclas simples de
proteinas, que pueden provenir de manchas proteicas de un gel 2-DE y bandas de
geles unidimensionales o fracciones de L.C de baja complejidad. Una vez obtenido
el espectro en un espectrometro de masas tipo MALDI-TOF, se utiliza un programa
informatico denominado motor de bisqueda que compara el espectro obtenido con
los espectros tedricos de una base de datos que contiene las digestiones tedricas de
todas las proteinas descritas y nos da un listado de las posibles proteinas ordenadas
seglin su mayor correlacion con el espectro, lo que se corresponde con un mayor
valor de significacion.

b) Espectrometria de masas en tindem (MS/MS)

Actualmente se emplean en la mayoria de los casos espectrometros de masas con
dos analizadores de masas en tandem para llevar a cabo identificaciéon de proteinas.
Estos equipos permiten realizar la medicion de m/z de los péptidos intactos en el
primer analizador de masas y, tras una fragmentacion de algunos de los péptidos en
una camara de colision (por disociacion inducida por colisién (CID)), la medicion
de las m/z de los fragmentos de los mismos en el segundo analizador de masas.
Esto permite realizar la identificacion de la proteina con informacion adicional a la
realizada por huella peptidica, ya que el espectro de fragmentacion de un péptido
es caracteristico de cada péptido. Este espectro de fragmentacion puede incluso
permitir la secuenciacion total o parcial del péptido. La obtencion de la secuencia
de aminoacidos de un péptido, utilizando exclusivamente los datos presentes en el
espectro de fragmentacion se conoce como secuenciacion de novo.

Pararealizar MS/MS de mezclas poco complejas se emplean los espectrometros
de masas tipo MALDI-TOF-TOF. El andlisis de identificacion proteica de muestras
de gran complejidad en cuanto a nimero de proteinas y rango dinamico lineal se
aborda por LC-MS/MS (fuente ESI)

Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas de fragmentacion como alter-
nativa a la CID en busca de una mejor secuenciacion peptidica. Existen dos nuevos
métodos basados en la transferencia de electrones de los iones presentes en la cama-
ra de colision denominados disociacion por captura de electrones (electron capture
dissociation, ECD) y disociacion por transferencia de electrones (electron transfer
dissociation, ETD)[58].
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34 Analisis de expresion diferencial de proteinas. Protedmica Cuantitativa.

Lametodologia tradicionalmente utilizada para realizar un andlisis comparativo de dos
grupos de muestras mediante analisis protedmico estda basada en la 2-DE, y sigue siendo la
mas utilizada hoy en dia, mediante la metodologia 2D-DIGE (“Differential in gel elec-
troforesis”), debido a su menor coste con respecto a LC-MS y a una mayor facilidad de
implementacion en el laboratorio. La tecnologia 2D -DIGE, o electroforesis bidimensional
en gel con marcaje fluorescente, permite la comparacion de perfiles proteicos entre los
distintos grupos y la identificacion mediante analisis estadistico de manchas proteicas de
intensidad variable significativa que posteriormente son identificadas por espectrometria
de masas. Es una técnica que cuenta con gran sensibilidad y reproducibilidad al incluir en
cada analisis una muestra “pool” compuesta por una alicuota de todas las muestras que
componen el estudio y que actiia como patron interno en todo el estudio, superando enor-
memente a la electroforesis 2-DE convencional con tincion de plata en cuanto a sensibili-
dad, reproducibilidad y rango dinamico lineal.

Aun asi, los avances en LC-MS experimentados en los tltimos afios nos han dotado de

un gran numero de nuevas estrategias para realizar analisis cuantitativos basados en la
abundancia o intensidad de los péptidos (MS) y/o de los fragmentos de éstos (MS/MS),
y su uso esta en constante crecimiento. La mayoria de los métodos empleados se basan

en el uso de is6topos estables con los que se marcan las proteinas de uno o varios de los
grupos de estudio. Las propiedades quimicas de los compuestos marcados con los isotopos
estables son idénticas a las de sus homodlogos no marcados, excepto en masa, lo que
permite emplearlos como estandares internos o referencias relativas en un analisis por
espectrometria de masas [59]. Dentro de los métodos de marcaje isotopico podemos en-
contrar, entre otros: marcaje de afinidad codificado por isétopos (Isotope-Coded Affinity
Tag, ICAT), marcaje metabdlico con 15N, marcaje enzimatico con 180, marcaje proteico
codificado por is6topos (Isotope-Coded Protein Labeling, ICPL), marcaje isobarico para
cuantificacion relativa y absoluta (Isobaric Tags for Relative and Absolute Quantification,
iTRAQ), marcaje con isétopos estables mediante aminoacidos en cultivos celulares (Sta-
ble Isotope Labeling by Amino Acids in Cell Culture, SILAC) 31y una reciente variante
aplicada a tejidos denominada comparacién de la velocidad de incorporacion de aminoa-
cidos marcados con is6topos (Comparison of isotope-labeled amino acid incorporation
rates, CILAIR) [60]. Aunque estos métodos permiten cuantificaciones fiables, tienen la
desventaja de permitir la comparacion de un niimero limitado de muestras en paralelo
(salvo el método iTRAQ), en el que se pueden comparar hasta 8), de un alto coste de los
reactivos, posibilidad de marcaje incompleto en algunos de ellos y una importante comple-
jidad de la preparacion de la muestra, asi como la necesidad de mayores concentraciones
de ésta [59].

Por estos motivos, una metodologia bastante reciente denominada cuantificacion libre

de marcaje (“label free”) se emplea cada vez de manera mas frecuente debido a que no
requiere ningin marcaje, lo que minimiza el niimero de pasos en la preparacion de la
muestra y evita las desventajas antes comentadas. De este modo la cuantificacion de las
proteinas en base a todos los péptidos detectados en el espectrometro de masas, y no

s6lo de aquellos correctamente marcados. Uno de los primeros métodos empleados para
realizar cuantificacion libre de marcaje es el de contaje de espectros (“spectral counting”).
Este método esta basado en la existencia de una correlacion entre la frecuencia con la que
un espectrometro de masas en tindem fragmenta un ién de un m/z dado y la abundancia
de la proteina de la que procede ese ion [61]. Es decir, al aumentar la abundancia de una
proteina en una muestra aumenta el nimero de péptidos resultado de la digestion protei-
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ca, por lo que cabe esperar: a) un aumento en el porcentaje de cobertura de secuencia, b)
un aumento en el niimero de péptidos tinicos identificados, y ¢) un aumento de espectros
de MS/MS adquiridos [59]. De estos 3 factores, s6lo se encontré una relacion lineal pro-
porcional a la abundancia proteica para el nimero de espectros MS/MS adquiridos y es
por tanto en esta medida en la que se basa la metodologia de contaje para la cuantificacion.
Para realizar una normalizacidn, se puede emplear la suma de todas las intensidades de los
iones o “total ion chromatogram” (TIC) [62].

Tras una primera fase de descubrimiento de potenciales biomarcadores, donde se estudia
un namero no muy elevado de muestras, se procede a una segunda fase de validacion. Para
ello, la metodologia “selected reaction monitoring” (SRM) resulta idonea por su poder de
resolucion y sensibilidad. Se basa en el andlisis por espectrometria de masas, empleando
un equipo que permita una previa seleccion de las transiciones especificas asociadas a

los péptidos de las proteinas de interés, que permita que éstas sean detectadas y cuantifi-
cadas, pudiéndose validar asi las diferencias encontradas previamente en la fase de des-
cubrimiento entre controles y grupos de pacientes. Esta técnica requiere habitualmente
del empleo de un espectrémetro de masas triple cuadrupolo (QQQ) acoplado en linea
anano cromatografia liquida (nL.C). En el que el primer cuadrupolo del equipo, Q1, se
emplea para seleccionar un ion precursor de masa conocida. Este ion pasa al Q2, donde

es fragmentado mediante CID. Los fragmentos resultantes son analizados en el Q3,y las
transiciones precursor-fragmento seleccionadas de antemano se emplean para cuantificar
el péptido [63] (figura 4). También se puede realizar este analisis en espectrémetros de
masas tipo trampa idnica, ya que en éstos la trampa puede funcionar como un tercer cua-
drupolo en el que monitorizar las transiciones. Para realizar una cuantificacion por SRM
debemos conocer la/s proteina/s de interés, motivo por el cual, no permite su empleo
para andlisis diferencial en la fase de descubrimiento de biomarcadores. Sin embargo, esta
técnica, que lleva empleandose desde hace décadas para cuantificar compuestos de bajo
peso molecular (principalmente en la industria farmacéutica), se esta imponiendo como
técnica de validacion de biomarcadores debido a su gran selectividad y sensibilidad, asi
como por el manejo de alto nimero de muestras que permite.

Q3
P
IF
al o—] =
( :?o | ( ‘»
P | =
ot i Q
ES| | =
Time ~ Time

Figura 4. Figura esquematica en la que podemos observar los componentes y funcionamiento de un triple cua-

drupolo (QQQ).
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4. PROTEOMICA APLICADA AL ESTUDIO DE LA
NEFROPATIA DIABETICA.

Tal y como se ha comentado con anterioridad, no exisite actualmente un adecuado tra-
tamiento ni un adecuado método para la deteccion temprana de la ND y prevencion de

la misma. Esto es probablemente debido a que no se ha llegado a comprender de manera
global y clara el complejo mecanismo a través del cual cursa la enfermedad, por ello, no es
extrafio que no se consiga una buena prevencion de esta importante complicacion deriva-
da de la DM ya que una mejor comprension de su patogénesis y patofisiologia son crucia-
les para su prevencion y tratamiento [64]. Durante la Gltima década la proteomica ha sido
ampliamente aplicada en investigacién biomédica [65]. Se han establecido una serie de
colaboraciones internacionales con el fin de unificar los esfuerzos en el estudio de estay
otras enfermedades renales desde el punto de vista proteémico como EuroKUP(European
kidney and urine proteomics, www.eurokup.org) y la HKUPP (kidney and urine proteome
project. www.hkupp.org, respaldada por la HUPO, human proteome project)

La orina ha resultado ser la fuente de estudio preferida en la busqueda de biomarcadores
parala ND, ya que refleja el estado fisiopatoldgico del rifidn y se puede obtener en grandes
cantidades de manera no invasiva. Ademas presenta la ventaja de ser la mas util ala hora
de trasladar los resultados a la practica clinica [ 66, 67] ya que los biomarcadores identifi-
cados en ellas se podrian identificar en orina de pacientes, pudiendo facilitar el diagnostico
sin llevar a cabo practicas invasivas. También se han llevado a cabo estudios a partir de
tejido renal obtenido desde biopsias humanas o desarrollando modelos animales. Existen,
aunque en menor numero, estudios protedomicos in vitro empleando cultivos celulares a
alta concentracion de glucosa [68-71] y estudios en suero de pacientes y controles sanos
con nefropatia diabetica [72-74]. En los ultimos afios ademas el estudio de microparticulas
de orina provenientes del rifion , tales como los exosomas ha ganado una gran importan-
cia en el estudio de enfermedades renales y ha generado un gran interés en la comunidad
cientifica internacional.

En los siguientes apartados se resumen, las principales aportaciones llevadas a cabo en
este campo.

4.1 Estudios protedomicos en tejido renal.

El analisis protedomico del tejido renal se ha abordado desde muchos puntos de vista,
empleando diversas fuentes de estudio, como biopsias, o gran variedad de modelos ani-
males (ratas diabeticas por estreptozotozina (STZ), ratones OVE26, ratas espontanea-
mente diabeticas OLETEF, ratones db/db, etc.). Muchos de estos estudios se han centrado
en el descubrimiento de proteinas que presentan una expresion diferencial en modelos
animales con ND establecida, permitiendo detectar variaciones que afectaban a la via del
sistema elastina- elastasa y variaciones en un alto numero de proteinas como por ejemplo
un aumento en los niveles de calbindina-D28K, proteina de unién a calcio dependiente de
vitamina D [75-77], asi como alteraciones con especial implicacion en vias metabdlicas
[78]. Existe ademas otra serie de estudios centrados exclusivamente en el estudio de la
protedmica glomerular [79, 80] o en la bisqueda de marcadores de progresion de ND en
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un modelo animal [81], en el estudio de la glicosilacion de proteinas [82, 83] o en la efica-
cia de distintos tratamientos para la mejora de la ND [84, 85].

Todos estos estudios en conjunto han generado importantes e interesantes resultados que
poco a poco aumentan la informacion para una mejor comprension de los mecanismos por
los que cursa esta enfermedad, asi como gran numero de candidatos a ser buenos bio-
marcadores para la deteccion y seguimiento de la misma. Algunos de ellos, con aparente
aplicacion clinica que esta siendo testada a través de diversos ensayos clinicos . Pero hasta
el momento, no se ha realizado ningtin estudio de proteémica del rifidn en un modelo de
ND temprana como el que en esta tesis se presenta.

4.2 Estudios proteomicos en orina.

El estudio proteomico de la orina para una mejor comprension de la ND se ha abordado
también desde distintos puntos de vista; se han realizado estudios para un seguimiento de
la evolucion de la misma [86-88], para la busqueda de marcadores que permitan discrimi-
nar entre ND y otro tipo de nefropatias [89-92] y para la busqueda de marcadores tempra-
nos en estadios iniciales de la enfermedad [93, 94].

La mayoria de los estudios se han centrado en el analisis de la fraccién de bajo peso mole-
cular (peptidoma). La electroforesis capilar acoplada a espectometria de masas (CE-MS)
es una de las herramientas mas empleadas en el estudio del perfil peptidomico de la orina
[93-95]. La mayoria de estos estudios han llegado a la conclusion de que los fragmentos
de colageno tienen una menor presencia en orina de pacientes con ND, apareciendo éstos
como biomarcadores relevantes de 3 a 5 aflos antes del establecimiento de la macroalbu-
minuria. Por otra parte se han encontrado importantes diferencias entre el perfil peptido-
mico de pacientes microalbuminuricos con funcion renal normal de aquellos con funcion
renal disminuida, mediante un analisis por LC-MALDI-TOF identificandose fragmentos
de colageno (al1(IV) y al) disminuidos y sugiriendo estos péptidos como potenciales mar-
cadores de la progresion de la ND [95].

La tecnologia SELDI-TOF ha sido también empleada con éxito en distintos estudios [91,
92], encontrandose una firma molecular de 12 espectros que permitian diferenciar a los
pacientes que desarrollaron microalbuminuria de aquelllos que permanecieron nor-
moalbuminuricos 10 anos después de realizar el estudio [96]. Otras tecnologias aplicadas
recientemente al estudio del proteoma urinario han sido la tecnologia de microfluidos en
chip [89], la tecnologia iTRAQ [88] y la técnica de 2D -DIGE para establecer diferencias
de expresion proteica entre orina de pacientes en un estado avanzado de ND y controles
sanos.[86, 87|

Adicionalmente se ha empleado un modelo temprano de ND en ratas en los dos primeros
meses de desarrollo de la enfermedad, igual al empleado para los experimentos presenta-
dos en esta tesis, para llevar a cabo un estudio del proteoma de la orina de estos animales

a distintos tiempos con el objetivo de determinar cambios en los perfiles proteicos que
dieran como resultado la posibilidad de obtener biomarcadores tempranos y de progresion
de la enfermedad traves de una aproximacion “label free”. En él se encontraron intere-
santes diferencias y entre ellas se prestd especial atencion al aumento del precursor del
a-colageno, que fue validado mediante SRM [93].
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5. ESTUDIO PROTEOMICO DE EXOSOMAS DE ORINA.

A pesar de que en los tltimos anos el interés en el estudio de las microparticulas ha provo-
cado un rapido aumento del numero de publicaciones relacionadas con el estudio proteo-
mico de exosomas de orina, al realizar una busqueda exahustiva, no encontramos ningun
trabajo publicado que aborde el estudio protedmico de los exosomas de orina en ND. Sin
embargo, si existen antecedentes para un correcto aislamiento de esta fraccion [46, 97,
98], comparativas sobre ventajas y desventajas del empleo de distintos métodos de aisla-
miento [99,100] y tratamiento de la muestra [101] o estudios proteomicos de exosomas
de orina en otro tipo de enfermedad renal [102,103] o en enfermedades no renales [104-
107]. Creemos que es importante tener en cuenta estos antecedentes ya que resultaran
muy utiles a la hora de explicar y entender por qué se ha procedido de una manera deter-
minada al abordar y llevar a cabo el trabajo presentado en esta tesis y en qué anteceden-
tes nos hemos basado para poder alcanzar una mejor comprension de la ND a través del
estudio de los exosomas de orina.

Para un buen estudio proteomico de exosomas hay que tener muy en cuenta el grado de
pureza de las muestras y el rendimiento obtenido en el aislamiento. Obtener un rendi-
miento optimo depende principalmente de dos factores. Por un lado, la forma en que se
trata la muestra de orina, desde el punto de vista de la recogida y conservacion y etapas
previas al aislamiento. Por otro lado, al propio método de aislamiento empleado. Se ha
publicado un estudio sobre la influencia del manejo y almacenamiento de las muestras de
orina en lo que respecta a la conservacion y recuperacion de proteinas exosomales. Para
ello, analizaron mediante electroforesis e inmunodeteccion, el rendimiento y la calidad
de la muestra obtenida. Los resultados experimentales demostraron la importancia de la
adicion de inhibidores de proteasas para evitar la degradacion de las muestras recogidas,
demostrando también que la degradacion de proteinas en la primera orina de la manana
debida al almacenamiento y retencion en la vejiga no era significativa. Confirmaron la
importancia de congelar las muestras a -70°C, ya que las muestras asi conservadas daban
lugar a una mayor rendimiento en la recuperacion de proteinas exosomales que las con-
geladas a -20°C (andlisis realizados siete meses después). También se puso de manifiesto
la importancia de agitar vigorosamente las muestras con ayuda de un vortex, durante el
proceso de descongelacion de la muestra, ya que esto aumentaba significativamente el
rendimiento en la recuperacion de proteinas exosomales[101].

El hecho de que la conservacion a menor temperatura asi como la agitacion de la muestra
den lugar a una mejor recuperacion de los exosomas puede deberse a un menor secuestro
de los exosomas por parte de la proteina Tamm-Horsfall (THP) o uromodulina [46]. Esta
proteina es la proteina mas abundante en orina de individuos sanos y a bajas temperatu-
ras forma agregados dando lugar a grandes redes poliméricas, entre las que los exosomas
pueden quedar atrapados. Al llevar a cabo centrifugaciones a baja velocidad, estas redes
poliméricas tienden a precipitar arrastrando con ellas parte de los exosomas presentes en
la muestra. Se han descrito también protocolos para la recuperacion de estos exosomas
atrapados que aumentan el rendimiento del proceso de extraccion [46].

En cualquier caso, la mayoria de los estudios en los que se comparan métodos para el aisla-
miento de exosomas, se han centrado en el estudio de orina de individuos sanos, pero no se
han evaluado, la eficiencia de estos métodos y su aplicabilidad sobre muestras de pacientes
que presentan proteinuria. En 2010 se publico un estudio que abordaba esta problematica,
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comparando métodos de ultrafiltracion y ultracentrifugacion con una variante del método
de ultracentrifugacion que incluia un paso posterior de purificacion de la muestra precipi-
tada mediante cromatografia de exclusion por tamario [100] obteniendose preparaciones
mas limpias. De manera similar en esta tesis, se presenta otra aproximacion metodoldgica
distinta que persigue el mismo fin, pero buscando acortar los tiempos de analisis y facilitar
su implantacion en el laboratorio, desde un punto de vista clinico.

En 2004 se mostro por primera vez el potencial de los exosomas para favorecer la detecta-
bilidad de proteinas poco abundantes con significado fisiopatoldgico partiendo de mues-
tras de orina de humanos sanos. Desde entonces, se han llevado a cabo varios trabajos
centrados en la busqueda de biomarcadores de enfermedades renales y del tracto urina-
rio mediante el estudio de los exosomas de orina. La mayoria de estos estudios han sido
llevados a cabo empleando LC-MS/MS, generarando un perfil a gran escala del proteoma
de los exosomas urinarios de humanos sanos que ha quedado recogido en una gran base

de datos, de acceso publico (http://dir.nhlbi.nih.gov/papers/lkem/exosome/). Esta base
de datos proporciona una lista de 1160 proteinas presentes en los exosomas urinarios y
contiene potenciales proteinas biomarcadoras que pueden ser la base de hipotesis referen-
tes al mecanismo de distintas enfermedades [52]. En otro analisis general del proteoma

de la orina patoldgica [108] se identificaron un gran numero de proteinas de membrana,
presumiblemente debido a la presencia de exosomas en esas muestras. Las proteinas
exosomales representan alrededor de un 3% del total de las proteinas de la orina, por tanto
el aislamiento de estas muestras proporciona un enriquecimiento de la muestra de unas
30 veces en proteinas exosomales, permitiendo que proteinas minoritarias del proteoma
de la orina sean facilmente detectables. En 2009 Gonzales et al. llevaron a cabo un estu-
dio mediante el analisis de LC-MS/MS del proteoma y el fosfoproteoma de exosomas de
orina, describiendo un perfil protedmico que incluia 1132 proteinas exosomales, de las que
177 habian sido previamente descritas como proteinas asociadas a distintas enfermedades.
Pudieron describir ademas 14 fosfoproteinas . En paralelo se identificaron 27 proteinas di-
ferencialmente expresadas, entre exosomas aislados en orina de ratas sanasy los aislados
en orina de ratas a las que se les habia generado un daino renal agudo mediante la inyeccion
de cisplatino. Este estudio se realizé mediante 2D-DIGE seguido de identificacion por
MALDI-TOF-TOF y concluy6 que la Fentuina-A podria emplearse como nuevo marcador
exosomal, para la deteccién del dano renal agudo [102].

Buscando una mejor comprension del proceso por el que cursan la Nefropatia IgA y la
nefropatia por engrosamiento de la membrana basal, se identificaron 1877 proteinas
exosomales de orina, de entre las cuales 4 (aminopetidasaN, precursor de vasorina, a-anti
tripsina y ceruloplasmina) fueron seleccionadas como posibles biomarcadores para dife-
renciar entre estas dos patologias.

Se ha visto ademas, que el andlisis de exosomas puede resultar util para la clasificacion de
otros procesos patologicos relacionados con el tubulo renal como la enfermedad del rifién
poliquistico [109], enfermedad de almacenamiento lisosomal (como la enfermedad de
Nieman-Pick y la cistinosis) y mutaciones en los transportadores (como el sindrome de
Gitelmany Bartter) [52].

Los exosomas urinarios han mostrado ser utiles para la clasificacién de dafio hepatico que
puede afectar al rindn de forma secundaria [110]. Se ha propuesto también que el anali-
sis del proteoma exosomal en pacientes con hipertension puede contribuir a encontrar
biomarcadores que predigan qué drogas son mas efectivas para provocar un descenso de la
presién sanguinea en un paciente dado (medicina personalizada) [111].
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Queda claro por tanto el potencial de estas microvesiculas en el estudio de la ND, objetivo
que se aborda desde un punto de vista proteémico en la presente tesis doctoral.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral consiste en descubrir nuevos mecanismos fi-
siopatologicos operantes en el desarrollo de Nefropatia Diabética, para una mejor com-
prension de la misma y descubrimiento de nuevos marcadores de diagnéstico, evolucion y
potenciales dianas terapéuticas. Para ello, nos centramos principalmente en el estudio de
los exosomas aislados de orina como nueva fuente de proteinas marcadoras.

Para este abordaje general, planteamos los siguientes objetivos particulares:

1.

Puesta a punto de un protocolo éptimo para el analisis proteémico de exosomas
de orina de individuos sanos y pacientes con Nefropatia Diabética (ND) mediante
2DE, LC-MS/MSy SRM.

Identificacion de nuevas proteinas presentes en exosomas de orina de individuos
sanos y pacientes ND. Andlisis cualitativo del proteoma exosomal por LC-MS/MS.

Analisis diferencial cuantitativo del proteoma de exosomas de la orina en indivi-
duos sanos y pacientes ND en estadios avanzados por LC-MS/MS (cuantificacion
libre de marcaje).

Analisis diferencial cuantitativo del proteoma del rifion en un modelo animal de
ND en estadio temprano mediante 2D -DIGE. Identificacion de potenciales mar-
cadores en fluidos bioldgicos directamente accesibles: orina y exosomas de orina.

Validacion de los resultados obtenidos en la identificacion de las proteinas diferen-
cialmente expresadas y candidatos a marcador de ND mediante técnicas com-
plementarias: Western Blot, Inmunohistoquimica y monitorizacion de reaccion
seleccionada (SRM).
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1.1

Material y métodos

ANALISIS DE EXOSOMAS DE ORINA HUMANA DE
INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON NEFROPATIA
DIABETICA: METODOS DE AISLAMIENTO Y
DEPLECION DE PROTEINAS MAYORITARIAS
CONTAMINANTES.

Seleccion de pacientes y recogida de muestras.

a) Seleccion de pacientes.

Los pacientes seleccionados para todos los estudios realizados, padecian nefropatia
diabética de grado avanzado I11-V (pre-didlisis). Se descartaron aquellos pacientes
que sufrieran ademas afecciones graves de otro tipo, como enfermedades hepaticas,
pulmonares, infecciosas o cancer. Como controles se seleccionaron individuos sanos
mayores de 45 afos de edad para que la media de edad por grupos fuera comparable
y asi poder descartar diferencias debidas al envejecimiento renal y no a la enferme-
dad en estudio. Todas las personas implicadas en el estudio fueron debidamente
informadas sobre el mismo, se firmé ademas un consentimiento informado que
garantizaba la confidencialidad y el estudio fue aprobado por el comité ético de el
I1S-Fundacion Jiménez Diaz.

Tabla 1: Caracteristicas de los pacientes en estudio empleados en la fase de caracte-
rizacion y descubrimiento, en el estudio libre de marcaje empleando el Orbitrap.

. Creatinina Albuminuria Alb/creatinina
Sexo Edad
mg/dl mg/dl mg/g

Paciente 1 hombre 77 37.8 1286,6 3403,7
Paciente 2 mujer 48 824 743,06 9024
Paciente 3 mujer 35 374 5,9 15,8
Paciente 4 mujer 03 55 120,2 218,5
Paciente 5 mujer 78 46,1 1325 2874,2

Tabla 2: Caracteristicas de los pacientes empleados en la fase de validacion en los
estudios de SRM empleando un nL.C- chip cube-QQQ.

Creatinina Albuminuria Alb/creatinina
Sexo Edad
mg/dl mg/dl mg/g
Paciente 1 hombre 77 52,7 204 5009
Paciente 2 mujer 56 153 232 151,6
Paciente 3 mujer 76 43,6 4979 8784
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b) Recogida de muestras.

Se recogié la segunda orina de la maiana, en un recipiente esteril de plastico. Se
recogid siempre un volumen minimo de 50 ml para asegurar un rendimiento su-
ficiente de exosomas extraidos para un analisis protedmico, siendo preferibles
volimenes entorno a los 100 ml. A cada muestra se le anadié una mezcla comercial
de inhibidores de proteasas (104 mM AEBSF, 80uM aproteinina, 4mM bestatina,
2mM leupeptina, 1,5 mM pepstatina, 1,4 mM E-64. Sigma Aldrich P8340, 50 ul por
cada 100 ml). Todas las muestras fueron almacenadas a -80°C hasta su analisis, ya
que la recuperacion de exosomas a partir de muestras que han estado congeladas y
almacenadas mas 7 meses, es mayor para muestras congeladas a -80°C que a-20°C
[101].

1.2  Aislamiento de exosomas.

Las muestras congeladas a -80°C se mantuvieron a temperatura ambiente durante una
hora, se llevaron después a un bafio a 37°C hasta que estuvieron completamente descon-
geladas (aproximadamente 15 minutos) y se agitaron vigorosamente empleando un vortex
durante al menos 2 minutos. Es necesario solubilizar de manera adecuada el contenido de
las mismas cuando han sido previamente congeladas, ya que este paso afectara al rendi-
miento final en la recuperacion de exosomas.[101]
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a) Aislamiento de exosomas por ultracentrifugacion.

Una vez descongeladas y agitadas estas muestras fueron sometidas a un primer
paso de centrifugacion de baja velocidad 17.000 g durante 10 minutos a 4°C. Se
recomienda llevar a cabo este paso en frio cuando las muestras han sido previamen-
te congeladas, como es el caso de las muestras empleadas en este estudio; para las
muestras que no han sido congeladas es prefierible llevar a cabo todos los pasos de
centrifugacion y ultracentrifugacion a 25°C, ya que asi se evitara la formacion de
agregados de la proteina uromodulina, también llamada proteina Tamm Horsfall
(THP). El propdsito de este paso de centrifugacion es eliminar restos celulares y de
membrana y recuperar el sobrenadante.

La THP es una proteina que polimeriza y forma grandes agregados que dan lugar
aredes capaces de atrapar exosomas (especialmente cuando la orina es sometida

a bajas temperaturas). Parte de estos agregados de THP, al centrifugar a 17.000g
precipitan junto con los restos celulares. Resuspendiendo este precipitado en solu-
cién de aislamiento (10 mM trietanolamina y 250 mM sacarosa en H,0dd, pH 7,6)
reduciéndolo, por adicion de DTT (200 mg/ml) y calentandolo a 37°C durante 10
minutos, se consigue disgregar estas redes y liberar los exosomas que pudieran estar
atrapados en ellas. [46]

Este paso de enriquecimiento mediante tratamiento reductor, se evalu6 en uno de
los métodos de aislamiento probados (detallados en esta seccion y en Resultados),
para aumentar la recuperacion de estos exosomas atrapados por las redes de THP.
Para recuperar estos exosomas y separarlos de los restos celulares, el precipitado
tratado con D'T'T en solucién de aislamiento se llevd a un tubo limpio y se anadie-
ron 10 ml de esta misma disolucion. Se centrifugd otra vez a 17.000¢ para volver a
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recuperar el sobrenadante y unirlo al sobrenadante obtenido en la primera centrifu-
gacion. Esta vez se descartd definitivamente el precipitado.

El sobrenadante resultante de estas dos centrifugaciones de baja velocidad se llevd

a botellas de policarbonato. Por cada 100 ml de sobrenadante se utilizaron 2 tubos
especificos de ultracentrifugaciéon de 25 ml de capacidad cada uno (Bottle, with Cap
Assembly, Polycarbonate, Beckman Coulter) (50 ml en cada ciclo de centrifugacion,
2 ciclos) y se sometieron a ultracentrifugacion a 175.000¢ durante 70 minutos a
4°C.

El nuevo sobrenadante resultante del primer ciclo de ultracentrifugacion se des-
cartoy al precipitado se le anadio el volumen adicional de 50 ml para llevar a cabo
el ciclo de ultracentrifugacion siguiente. Se emplearon 2 tubos en vez de 4 porque
se sabe que el rendimiento en la extraccion es mayor cuanto menor es el nimero de
tubos empleados. Por ello, es importante escoger un numero de tubos tal que nos
permita una mejor extraccion sin alargar en exceso el tiempo de experimentacion;
en nuestro caso 4 tubos hubieran permitido una extraccion mas rapida aunque de
menor rendimiento, mientras que emplear un tubo por muestra hubiera aumentado
el rendimiento pero hubiera alargado el proceso hasta el punto de hacerlo menos
eficiente [97]. Descartado el sobrenadante, se resuspendio el precipitado del primer
tubo en 50 pl de solucion de aislamiento (u otros tampones dependiendo cual sea el
siguiente paso, tal y como se detallara mas adelante), se transfirié al segundo tubo
para resuspender el segundo precipitado de exosomas y asi sucesivamente en caso
de que se emplearan mas de dos tubos, hasta resuspender todos los precipitados
exosomales en un mismo volumen de 50 pl.

La solubilizacion del precipitado exosomal generalmente es dificil y problematica.
Esta dificultad esta causada por diversos motivos; el precipitado en ocasiones no es
facilmente visible, en otras ocasiones no se resuspende facilmente en un volumen
tan pequenio y es necesario aumentar un poco el volumen en el que seria teorica-
mente recomendable resuspenderlo; por otra parte, la forma de los tubos no ayuda a
eliminar todo el sobrenadante. Ademas, es necesario secar bien las paredes del tubo
antes de su uso y eliminar completamente los residuos de sobrenadante de orina que
queden junto al precipitado, para que la disolucion de éste no quede contaminada
por restos de sobrenadante de orina. Para una correcta solubilizacion del precipita-
do, es recomendable pipetear el liquido una y otra vez sobre el precipitado, tratando
de tocar lo menos posible las paredes del tubo y realizarlo lentamente, intentando
no formar espuma, ya que esto dificultaria todavia mas el proceso de resuspension.

Los exosomas solubilizados en solucion de aislamiento u otros tampones se conge-
laron a -80°C.

b) Aislamiento de exosomas con Exoquick”.

Se empleo una solucion comercial para la precipitacion de exosomas llamada Exo-
quick®. Para la extraccion con Exoquick” se siguio el protocolo recomendado por

el fabricante; se centrifugd 1 ml de orina a 3.000¢ para eliminar restos celulares y
células muertas. Se recuperé el sobrenadante, se llevé a un tubo limpio de plastico
y se le afiadio 1 ml de Exoquick”. La muestra se incubo durante toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente la mezcla se centrifugd a 1.500¢ a temperatura ambiente durante
30 minutos, se descarto el sobrenadante y el precipitado se resuspendio en 50 pl de
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solucion de aislamiento (u otros tampones dependiendo cual sea el siguiente paso,
como se explica mas adelante). Las muestras se congelaron a -80°C hasta su poste-
rior analisis.

Este reactivo fue empleado sobre muestras de orina control y sobre muestras de
orina de pacientes, siguiendo las indicaciones del fabricante, como se ha comentado
y también empleando el doble de volumen de partida para las muestras control para
intentar mejorar los resultados.
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Figura 1. Los tres métodos de extraccion, que se han evaluado en la presente tesis doctoral, descritos de
manera esquematica.

1.3 Deplecion de uromodulina (proteina Tamm Horsfall THP).

La THP es la proteina mas abundante en orina y como ya se ha comentado, puede dismi-
nuir el rendimiento del proceso de aislamiento. Ademas, puede contaminar el precipitado
obtenido por lo que se evalud la opcidn de deplecionarla. El precipitado de exosomas
obtenido por ultracentrifugacion, una vez solubilizado en 50 ul de solucién de aislamiento,
fue sometido a un proceso de reducciéon con DTT (200mg/ml) y se calent6 a 95°C duran-
te 2 minutos. Este paso se llevd a cabo para reducir la THP y asi evitar la polimerizacion de
estay con ello su coprecipitacion durante el proceso de ultracentrifugacion. Para separar
la THP reducida del precipitado exosomal se afiadieron 20 ml de solucion de aislamiento,
se llevd a un tubo de ultracentrifugacion limpio y se repitio el paso de ultracentrifugacion.
El precipitado final obtenido tras la ultracentrifugacion, teéricamente libre de THP se
resuspendio en 50 pl de solucion de aislamiento (u otro tampon dependiendo del siguiente
paso) y el sobrenadante que contendria la THP reducida se eliminaba junto con la solu-
cion de aislamiento.

Cabe destacar que esta etapa extra de ultracentrifugacion no solo elimina la THP, sino que
adicionalmente supone una limpieza del precipitado exosomal.
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14  Deplecion de Albumina.

La albiimina supone también un problema a la hora de abordar un estudio protedmico de
exosomas de orina, especialmente cuando la enfermedad en estudio provoca la aparicion
de altos niveles proteicos en este fluido. La albumina cuando se encuentra muy concentra-
da en orina, como es el caso de las orinas de pacientes con proteinuriay ND en particular
de grado avanzado co-precipita junto con los exosomas al ultracentrifugar la orina, dando
lugar a una muestra contaminada con proteinas solubles de orina que no pertenecen a

la fraccion exosomal. Para eliminar esta contaminacion por albiimina se emplearon tres
métodos distintos, basados en tres reactivos comerciales llamados Albumin Removal
SwellGel Discs “(Pierce), Albusorb® (Biotech Support Group) y ProteoPrep” Immunoaffi-
nity Albumin & IgG Depletion Kit (Sigma Aldrich). Estos tres reactivos comerciales estan
disefiados para la deplecion de proteinas mayoritarias del plasmay aqui se aplicaron sobre
el precipitado exosomal, siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante al aplicar-
lo a plasma. Se compararon los resultados obtenidos a partir de cada uno de ellos. Tras la
aplicacion de cualquiera de los tres reactivos, el precipitado exosomal ha de ser recupera-
do mediante la adicion de 20 ml de solucion de aislamiento y un nuevo ciclo de ultracen-
trifugacion. Tras ello el precipitado sera resuspendido en 50 pl solucion de lisis (7M urea,
2M tiourea, 4% CHAPS). Este proceso de deplecion se llevé a cabo en exosomas no lisa-
dos. El éxito de la recuperacion por ultracentrifugacion requiere que los exosomas estén
intactos, ya que si estuvieran lisados debido al procesamiento de la muestra, no se podrian
recuperar por este método. Por otra parte si llevasemos a cabo la deplecion de albimina
en exosomas previamente lisados, no podriamos asegurar que sélo proteinas contaminan-
tes no exosomales fueran eliminadas. Los tres reactivos comerciales eran teéricamente
compatibles con experimentos de 2D-PAGE y comprendian los pasos que se detallan a
continuacion.

Albumin Removal SwellGel Discs”: Se colocaron dos discos SwellGel en unas mini colum-
nas (“mini spin columns”) para hidratar los discos se afiadieron 380ul de H20dd. Se rom-
pio la parte de abajo de las mini columnas y se colocaron en tubos de centrifuga de 1,5 ml.
Se centrifugaron los tubos durante un minuto a 12.000 gy se elimino el agua en exceso. Se
anadieron entonces 50 ul de exosomas obtenidos por ultracentrifugacion, resuspendidos
en solucion de aislamiento y contaminados por albiimina. Se incubd la muestra durante 2
minutos para permitir la unién de la albtimina a los discos y se centrifugd a 12.000¢ para
recuperar la muestra que no se hubiera unido a los discos y volver a cargarla en la columna.
Se repitieron los pasos de incubacién y recarga del eluido en la columna hasta un total de
4 veces. Se recupero el eluido y se llevo la columna a un nuevo tubo colector limpio. La co-
lumna se lavo con 100ul de solucién de union/lavado (“Binding/wash buffer”) para poder
recuperar la muestra que pudiera quedar en la columna sin estar unida a los discos y poder
unirla a lo recuperado anteriormente. Mediante este procedimiento tedricamente recupe-
rariamos los exosomas intactos, mientras que la albumina contaminante habria quedado
unida a los discos colocados en las mini columnas.

Albusorb®: Se acondicioné el reactivo, se pesaron 35 mg de Albusorb® en polvo y se afiadie-
ron 400 ul de un tampon llamado “Binding Buffer BB1” suministrado con el kit comercial;
se agito con un “vortex” durante 3 minutos y se centrifugé durante 2 minutos a 3.000g, se
descarto el sobrenadante y se repitio ese paso de acondicionamiento del reactivo Albu-
sorb®. El reactivo acondicionado quedd en forma de precipitado, se le afadieron 250 ul de
la solucion BB1y 50ul de exosomas obtenidos por ultracentrifugacion, resuspendidos en
solucion de aislamiento y contaminados por albiimina. Se agit6 en rotacion durante 10 mi-
nutos, se centrifugd a 3.000¢g durante 2 minutos y se recupero el sobrenadante que debia
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contener la fraccion exosomal libre de albimina, ya que esta se quedara unida al reactivo
Albusorb” precipitado.

ProteoPrep”: La mini columna de afinidad, se colocé sobre un tubo colector y se rompio
la parte de abajo de la misma eliminando por centrifugacion a 5.000¢ 10 segundos, el
liquido conservante de la columna. Posteriormente, se anadio la solucion de equilibrado
(04 ml) suministrada con el kit comercial ( solucion de Tris-HCI pH 74), se centrifugo

a 5.000¢g durante 10 segundos. Se repitio este paso hasta llegar a un total de tres ciclos de
equilibrado. A los 50ul de exosomas obtenidos por ultracentrifugacion, resuspendidos en
solucion de aislamiento y contaminados por albimina se le afiadieron 50ul de solucion

de equilibrado y se cargaron los 100 ul en la columna. Se incub6 la muestra durante 10
minutos a temperatura ambiente en la columna, para permitir la union de albtimina e IgG
ala columna de afinidad, después se llevd la columna a un tubo colector nuevo, se centri-
fugd a 8.000¢g durante 1 minuto. El eluido se volvid a cargar en la columna, se repitieron
los pasos de incubacion y centrifugacion. Se recuperé el eluido. A la columna se afiadieron
125 pl de solucion de equilibrado para recuperar las proteinas que no se hubieran unido de
manera especifica alamismay se anadieron al eluido obtenido en los anteriores ciclos. De
esta manera se podra recuperar la fraccion exosomal en la solucion de equilibrado de las
columnas.

La fraccion retenida por la columna se puede recuperar aiiadiendo una disolucion propor-
cionada por el kit comercial “ Protein extraction reagent type 4” que contien 7M urea, 2M
tiourea y 1% de detergente (C7Bz0); anadiendo 150 pl de este reactivo a la columna, los
anticuerpos que ésta contiene se desnaturalizan y liberan las proteinas unidas. Centrifu-
gando a 8.000¢g durante 1 minuto se puede recuperar el eluido en una solucién compatible
con la electroforesis diferencial.
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Figura 2. Protocolo definitivo para el aislamiento de exosomas y su posterior analisis protedmico.
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Confirmacion de la identidad exosomal, mediante microscopia electronicay
western blot.

a) Microscopia electronica.

El analisis de las muestras se llevo a cabo en colaboracion con el Centro Nacional
de Microscopia Electrénica, Universidad Complutense de Madrid. El precipitado
exosomal, obtenido por ultracentrifugacion aplicando el paso de enriquecimiento,
se resuspendid en 500 ul 4% paraformaldehido en PBS (137mM NaCl, 2,7mM KClI,
8,ImM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,2). En una ocasién sin aplicar el paso
parala deplecion de albumina y en otro aplicandolo. Se depositd una gota sobre una
pequena lamina de Parafilm® (Pechiney Plastic Packaging Company). Sobre esta
gota se colocé unarejilla recubierta con Formvar-Carbon (Ted Pella Inc. CA-USA)
y se dejo flotando sobre ella durante 10 minutos. Con la ayuda de unas pinzas de
punta fina se apoyo el borde de la rejilla sobre papel de filtro para eliminar el exceso
de liquido de la rejilla. A continuacion se coloco la rejilla sobre una gota de H20dd
durante 5 minutos. Para conseguir el contraste necesario para visualizar las mues-
tras se llevo a cabo una tincion negativa; para ello se coloco la rejilla sobre una gota
de acetato de uranilo 2% en H20dd durante 30 segundos. Se empled nuevamente
papel de filtro para apoyar la rejilla y eliminar el exceso de liquido por capilaridad.
Se dejo secar la rejilla durante 5 minutos sobre un papel de filtro (la cara revesti-

da hacia arriba). Se observé el resultado con un microscopio de transmisiéon JEM
1010(JEOL) que permitié captar las imagenes que corroboran la presencia de
exosomas en la muestra.

b) Western Blot.

En este caso el precipitado de exosomas obtenido mediante la precipitacion con
Exoquick®y del precipitado obtenido por ultracentrifugacion empleando el paso de
enriquecimiento, se solubilizé empleando un tampdn de lisis (7 M urea 2M tiourea
v 4% de CHAPS) y se cuantificé empleando el método de Bradford (Bradford ultra,
Expedeon). En cada pocillo se cargaron 25ug de proteinas exosomales, se afiadio
solucion de carga 4x (252mM Tris- HCI, 40% Glicerol, 8% SDS) y se llevd a una
concentracion final de 1x, y anadiendo posteriormente un 5% de b-mercaptoetanol y
trazas de azul de bromofenol. La muestra se calent6 durante 5 minutos a 95°C.

Estas muestras se cargaron en un gel de acrilamida y se llevd a cabo la electrofo-
resis, SDS-PAGE a 70-100 V, en un tampé6n compuesto por 0,03M Tris (Biorad),
0,2M glicina (Biorad) y 0,1% dodecil sulfato sédico SDS (Biorad). El gel separador
empleado contenia un 10% de acrilamida/bisacrilamida (ProtoGel), Tris-HCI 1M
pH8,8,10% SDS, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED, BioRad), y una so-
lucién 10% persulfato aménico (APS, BioRad) preparada en el momento en H,Odd.
El gel concentrador empleado estaba compuesto por 4% de acrilamida/bisacrilami-
da, IM Tris-HCI pH6,8, solucion de 10% SDS , TEMED y soluciéon de 10% APS.

Las proteinas fueron transferidas desde el gel a una membrana de nitrocelulosa
(Biorad) por electrotrasferencia a 10V durante 1 hora. Se bloquearon las membra-
nas para evitar uniones inespecificas con un 5% de leche en PBS-T durante una
hora, a temperatura ambiente. Se incubaron las membranas durante toda la noche a
4°C con anticuerpos especificos para los marcadores exosomales, Alix, 1:500 (raton,
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Santa- Cruz), Tsgl01, 1:500 (ratén, Abcam) y el anticuerpo contra el marcador
negativo Calnexina, 1:2500 (conejo, Enzo life sciences). Se lavaron las membra-

nas durante 10 minutos con PBS-T (este lavado se repitio 5 veces). Se incubaron

las membranas con anticuerpos conjugados con peroxidasa durante una hora; un
anticuerpo de conejo anti ratén (Santa Cruz) con concentracion 1:2500 para la de-
tecciéon de Alix y Tsg 101 y un anticuerpo de cabra anti conejo (Santa Cruz) con una
concentracion de 1:5000 para la deteccion de Calnexina. Todos los anticuerpos se
emplearon diluidos en 5% de leche en PBS-T. El revelado se llevd a cabo empleando
ECL’ (GE Healthcare)

Electroforesis bidimensional en gel (2D-PAGE).

a) Preparacion de la muestra.

Las muestras obtenidas tras la extraccion (y los pasos de deplecion, en caso de que
se lleven a cabo) tuvieron que ser tratadas para su limpieza y eliminacion de sales,
que de otro modo interfieren en el enfoque. Se empled para ello un kit comercial
llamado 2D -Cleanup (GE- Healthcare). Este kit consta de dos reactivos que favore-
cen la precipitacion de proteinas, un reactivo de lavado (acetona) y uno que favorece
la solubilizacion del precipitado proteico que se obtiene. Todas las muestras fueron
cuantificadas mediante el método de Bradford después de haberles aplicado este
protocolo siguiendo las indicaciones del fabricante.

b) Isoelectroenfoque (1* dimension)

Pararealizar la 2D-PAGE, al volumen de extracto proteico de exosomas de orina
que contenia la cantidad de proteina que se deseaba analizar (exosomas lisados tras
la extraccion por ultracentrifugacion con/sin paso de enriquecimiento o emplean-
do el reactivo comercial Exoquick”, con/sin deplecion de THP y/o albumina) se le
anadio el volumen de tampdn de lisis (urea 7M, tiourea 2M y CHAPS 4%) necesario
hasta completar el volumen de carga (350ul para las tiras de 17 cm) recomendado
por el fabricante. En el momento previo a cargar las muestras, se les afiadio 0,5%

de anfolitos (BioRad), 20mM DTT (BioRad) y una punta de espatula de azul de
bromofenol. Las tiras IPG empleadas fueron de rango no lineal de pH 3-11 y de
longitudes de 17cm (GE Healthcare). La rehidratacion se realizé de manera activa a
50V durante 12 horas, en una fuente IPGphor (GE Healthcare). Las tiras se cubrie-
ron con aceite mineral (BioRad) para evitar la evaporacién de la muestra durante el
proceso. El programa de isoelectroenfoque (IEF) empleado fue el siguiente: 200V
1h, 500V 1h, 1000V 1h, gradiente de 1000V a 8000V en 1h y 8000V hasta que se
acumularon 60000V,

¢) SDS-PAGE (22 dimension).

Previo a la segunda dimension, se trataron las tiras IPG durante 15 minutos con 1%
DTTy 2,5% de yodoacetamida (IAA), sucesivamente, en tampén de equilibrado
(Tris-C11,5M pH 8.8, urea 6M, glicerol 30%). La segunda dimension se realizd

en geles SDS-PAGE al 10%, en los que solo se polimeriza el gel separadory la tira
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IPG se coloca directamente en contacto con la region superior de éstos. Los geles se
corrieron en el sistema EttanDalt Six (GE Healthcare) durante toda lanoche a 0,5

W/gel.

La composicion de los geles de acrilamida y del tampén en el que se llevo a cabo la
electroforesis son las mismas que se han especificado en el apartado 1.5.b. La tinica
diferencia este caso, es que el tampon con el que se llend la camara superior del
sistema EttanDalt Six, tenia el doble de concentracion de SDS que la especificada
anteriormente para el tampon de electroforesis.

d) Tincién de plata.

Tras la SDS-PAGE, se tifieron los geles con plata empleando el kit de tincion PlusO -
ne Silver Staining (GE Helathcare) con algunas variaciones respecto a las recomen-
dadas por el fabricante, segtin se detalla a continuacion.

Las distintas soluciones del kit de tincion se prepararon como se indica para 100 ml:
Fijacion: 40% de metanol y 10% de acido acético; sensibilizacion: 30% de etanol,
4% tiosulfato de sodio (5% peso/volumen desde una disolucion comercial pro-
porcionada en el kit), 68mg/ml de acetato de sodio (se prepar6 con antelaciéony se
conservd a 4°C para que estuviera fria en el momento de su utilizacion); tincion de
plata: 0.25% de nitrato de plata; revelado: 25mg/ml de carbonato de sodio con 20-
40ul de formaldehido (37% peso/volumen desde una disolucién comercial propor-
cionada en el kit); disolucion de parada: 14.6 mg/ml de EDTA. Se prepararon 250ml
por cada gel a tenir.

Parala tincion de los geles, se sacaron con cuidado de los cristales, y se colocaron en
una batea con solucion de fijacion, durante 30 minutos como minimo. Se elimind

la disolucion de fijacion y se anadio la disolucion fria de sensibilizacion durante 20
minutos. Se elimind la solucion de sensibilizacion y se lavaron los geles con H,0dd
durante 5 minutos, un total de tres veces. A continuacién se anadié la solucion de
platay se tineron los geles durante 15 minutos. Se eliminé la solucion de platay se
volvieron a lavar los geles con H,Odd; esta vez se llevaron a cabo dos lavados de un
minuto cada uno. Se elimind el agua y se anadié la disolucion de revelado. Cuando
las manchas proteicas eran claramente visibles y sin dejar que el fondo del gel se
oscureciera se elimind la disolucion de revelado y se afiadio la disolucion de para-
da. Después de 10 minutos en solucion de parada, ésta se sustituy6 por H,Odd y se
realizaron dos lavados de 10 minutos. Todas las incubaciones y lavados se realizaron
en agitacion. Una vez tenidos, los geles se escanearon en un densitémetro GS-800
(BioRad).
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2. ANALISIS DIFERENCIAL DEL PROTEOMA DE
EXOSOMAS DE ORINA HUMANA: ALTERACION DEL
PROTEOMA EN ND.

2.1 Analisis diferencial por 2D-DIGE de saturacion.

La puesta a punto de la electroforesis bidimensional para exosomas extraidos de orina de
individuos sanos y de pacientes con ND permitio, ademas de hacer un buen seguimiento
de la eficacia de los métodos de aislamiento para una correcta extraccion y deplecion de
los exosomas, llevar a cabo un estudio comparativo por electroforesis bidimensional dife-
rencial en gel 2D-DIGE.

Para este estudio se empleo el kit comercial para muestras escasas con marcaje de satu-
racion (“CyDye DIGE Fluor Labeling Kit for Scarce Samples“; GE Healthcare) ya que
el rendimiento obtenido en la extraccion no siempre permitia obtener una cantidad de
muestra suficiente para emplear el DIGE de marcaje minimo.

a) Preparacion de la muestra.

Las muestras exosomales se obtuvieron a partir de muestras de orina de 6 indivi-
duos sanos y de 7 pacientes con ND. Los exosomas se aislaron por ultracentrifuga-
cion aplicando el paso de enriquecimiento y se les aplico el protocolo de deplecion
de albiimina pero no el de THP.

5 ug de cada una de las muestras cuantificadas por el método Bradford, fueron
precipitados, empleando el kit 2D Clean-up descrito con anterioridad (apartado
1.6.a) y se resuspendieron en 9ul de la solucidon de lisis recomendada para DIGE
(7M urea, 2M tiourea, 10mM Tris y 4% CHAPS, pH 8.0). En las primeras mues-
tras analizadas, se midio el pH de las proteinas en solucion de lisis utilizando tiras
de mediciéon de pH de rango 5.0 a10.0 (Merck), y se comprobo que ninguna de las
muestras variaba significativamente el pH 8.0 requerido para el correcto marcaje
de las mismas. Para los experimentos de analisis diferencial, se elabor6 un estandar
interno que contenia una alicuota de cada una de las muestras del experimento. A
continuacion, se redujeron las muestras con TCEP durante 1 hora a 37°C en oscu-
ridad, y se marcaron durante 30 minutos a 37°C, con Cy5 las muestrasy con Cy3 el
estandar interno. Las cantidades de TCEP y fluorocromo anadidas se determinaron
en experimentos de optimizacion del marcaje, y fueron: Inmol de TCEP y 2nmol de
Cy3. Tras realizar el marcaje, se aiadié un volumen de solucion equivalente al de la
mezcla de marcaje, compuesto por 7M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS, 0,5% Anfoli-
tos pH 3- 11, ditiotreitol 10mM DT'T.

b) Isoclectroenfoque.

Una vez marcadas, las muestras se cargaron en tiras IPG previamente rehidrata-
das pasivamente durante 14 horas. En los experimentos de analisis diferencial, se
mezcld previamente cada muestra con un volumen equivalente del estandar interno.
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La carga de la muestra se llevd cabo mediante el método de carga en copa (“cup-
loading”). El programa de IEF de las muestras fue el descrito para el 2D-PAGE de
estas mismas muestras(en el apartado 1.6.b), salvo para la rehidratacién que como
ya se ha comentado en este caso se llevd a cabo de forma pasiva.

¢) SDS-PAGE

Igual que en el caso del 2D-PAGE las tiras tuvieron que ser rehidratadas en un paso
previo a la segunda dimension, pero en este caso llevando a cabo un solo paso de
equilibrado, en el que se empled un 1%de D'TT durante 15minutos en la solucion de
equilibrado. La segunda dimension se realizo mediante SDS-PAGE igual a la descri-
taparael 2D-PAGE.

Las imagenes de fluorescencia de cada uno de los fluorocromos se tomaron em-
pleando un escaner Typhoon 9400 (GE Healthcare) a una resolucion de 100 ppm,
previa optimizacién de la intensidad del laser para cada fluorocromo a resolucion de
1000 ppm.

d) Analisis diferencial mediante 2-D DIGE.

En la seccidn de resultados se detallan las dificultades encontradas en el analisis
del proteoma exosomal por lo que el andlisis estadistico no se llevo a termino. Mas
adelante (en el apartado 3.5.¢) se comenta de modo general el modo de abordar un
analisis diferencial mediante 2D-DIGE.

Analisis diferencial por nLC-MS/MS (Orbitrap”); analisis cualitativo y cuantita-
tivo “label-free”.

Parallevar a cabo el andlisis culitativo y cuantitativo libre de marcaje, se recogieron
muestras de orina de 5 individuos sanos y de 5 pacientes con nefropatia diabética
(ver tabla 1). Los exosomas de estas muestras se aislaron por ultracentrifugacion
aplicando el paso de enriquecimiento y se les aplicé el protocolo de deplecion de
albimina pero no el de THP.

Se empled un sistema nLLC-MS/MS en un espectometro de masas Orbitrap”(
Termo-Fisher). La técnica libre de marcaje (“label free”) fue la elegida para llevar a
cabo el analisls semicuantitativo ya que no requiere ningtin marcaje isotépico, lo que
minimiza el niimero de pasos en la preparacion de la muestra, evita las desventajas
de otros métodos que implican marcaje evitando asi el alto coste de los reactivos de
marcaje y/o la sintesis de péptidos estandar marcados isotopicamente [59] y permi-
te realizar la cuantificacion de las proteinas en base a todos los péptidos detectados
en el espectrometro de masas, y no sélo de aquellos correctamente marcados. Se
trata de un método semi-cuantitativo, que se ha realizado de modo similar a trabajos
previos llevados a cabo en nuestro laboratorio.
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a) Limpieza, concentraciony digestion triptica de la muestra:

Las exosomas aislados por ultracentrifugacion y deplecionados se lisaron y limpia-
ron, (como se detalla en apartados anteriores) la mezcla proteica resultante se cargd
en un sistema SDS-PAGE. La electroforesis se realizo hasta que las muestras su-
peraron el gel concentrador y alcanzaron el gel separador. En ese momento se pard
la electroforesis y se tifié el gel con Coomassie coloidal (Fermentas). De este modo
todas las proteinas se concentran en una tinica banda que se recortara y se digerira
en su totalidad [61]. Para llevar a cabo la tincidon el gel se lavé durante 5 minutos con
H20dd (tres lavados) se aiiadi6 después la tincion de Coomassie y se dejo tinendo
el gel durante toda la noche. Al dia siguiente se destiné el gel en H20dd (tantos
lavados como fueran necesarios para tener un fondo limpio). Una vez tefiido el gel,
se procedio a la escision de las bandas correspondientes a cada una de las mues-
tras. Tras la reduccion de de los puentes disulfuro con 10mM DTT y la posterior
alquilacién con 50mM IAA se llevé a cabo la digestion con tripsina porcina modi-
ficada (Promega) durante toda la noche a 37°C, aiadida en una relacién; 1ug:50ug
(tripsina:proteina) en bicarbonato amonico 50mM (grado HPLC, Scharlau), pH
8.,5. Para parar la reaccion se empled 1 ul de acido trifluoroacético (Merck). Se
recogio la disolucion y se llevé a un tubo limpio para llevar a sequedad en un speed
vac (Termo-Fisher). La mezcla peptidica se disolvid en acido acético (Merck)1% en
H20dd, para el analisis LC-MS.

b) Andlisis nLC-MS/MS.

Las mezclas de péptidos tripticos resultantantes se analizaron cargandolas en una
nano-columna de fase reversa C-18 (75 mm de diametro interno y 25 cm de longi-
tud, Acclaim PepMapl00, Thermo Scientific) en un gradiente continuo de acetoni-
trilo (Merck) de 0 a 43% de fase B (95% acetonitrilo, 0.5% acido acético) durante
90 min, en el que se alcanzaba posteriormente un 90% de fase B en 1 min, en la

que los péptidos se separaron a un flujo de 300nl/min en un HPLC Ultimate 3000
(LC-Packings) acoplado a un espectrémetro de masas LTQ- orbitrap XL (Thermo
Fisher, San José, CA, USA)

Alo largo de la carrera cromatografica se adquirieron espectros de resolucion mejo-
rada mediante transformada de Fourier (resolucion=30000) y los espectros de MS/
MS de los diez iones precursores de mayor intensidad. La exclusion dinamica se fijo
en 30 segundos. Para la identificacion de las proteinas, se lanzaron basquedas con
los espectros de fragmentacion en SEQUEST™ (Thermo Fisher Scientific), MAS-
COT™ (Matrixscience) y Tandem (The GPM, thegpm.org) empleando el paquete
informatico Proteome Discoverer 1.2.0.207 (Thermo Fisher Scientific). Las btisque-
das se llevaron a cabo con los siguientes parametros: se asumio una digestion tripti-
ca completay errores de 15ppm y 0,8 Da para espectros de MS y MS/MS, respecti-
vamente (MSIPI_Human_3.67.fasta (1.0, 87040 entradas)); como modificaciones
dinamicas se seleccionaron la oxidacion en M, fosforilacién en S o T'y deamidacion
en Q o N. Se establecié un valor de 0,05 como punto de corte del valor de la tasa de
falsos-positivos (false discovery rate, FDR) para las identificaciones. Para el anali-
sis semicuantitativo “Label-free” se emple6 el programa Scaffold 3 (version 3.6.2)
(Proteome Software Inc., Portland, OR). Asignando probabilidad a las proteinas en
base al algoritmo Protein Prophet. Las proteinas que contenian peptidos similares
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y no pudieron ser diferenciadas, inicamente en base al analisis de MS/MS fueron
agrupadas para satisfacer el principio de parsimonia.

¢) Validacién de proteinas diferenciales por SRM.

Tras una primera fase de descubrimiento de potenciales biomarcadores, donde

se estudia un nimero no muy elevado de muestras, se procede a una segunda fase
de validacion. Para ello, la metodologia “selected reaction monitoring” (SRM)
resulta idonea por su poder de resolucion y sensibilidad. Se basa en el analisis por
espectrometria de masas, empleando un equipo que permita una previa seleccion
de las transiciones especificas asociadas a los péptidos de las proteinas de interés,
que permita que éstas sean detectadas y cuantificadas. Para ello, se estudiaron por
este método extractos proteicos de exosomas (30 pug/ muestra) obtenidos a partir
de orina de una nueva cohorte de individuos (3 pacientes y 3 controles, ver tabla
2). Para ello las muestras proteicas fueron reducidas con DTT 10mM (30 minu-
tos, 37°C, en agitacion), alquiladas con IAA 55mM (15 minutos, 37°C, oscuridad y
agitacion) y digeridas con tripsina bovina modificada (Merck) en un ratio 1ug:20ug
(tripsina:proteina) (toda la noche,37°C, oscuridad y agitacion). La reaccion de
digestion se detuvo mediante la adicion de 1ul de acido trifluoroacético (Merck).
Lamezcla de péptidos tripticos obtenida se someti a un proceso de limpieza con
unas columnas C18 (“spin columns”) (Protea Bioesciences) siguiendo el protocolo
comercial. La muestra se llevo a sequedad en un speed-vac y se resuspendio en fase
movil A (acetonitrilo 5%, dcido féormico 0,1%) con un 10% de acetonitrilo (Merk).
Las muestras se analizaron en modo SRM (Selected Reaction Monitoring) em-
pleando un triple cuadrupolo 6460 LC/MS/MS (Agilent Technologies) conectado
en linea a un HPLC-chip cube (Agilent Technologies) y a modulos de cromatografia
liquida de la serie 1200 (Agilent Technologies) auto muestreador preenfriado para
nano LC.

La separacion de péptidos se llevd a cabo en un chip ProtID Zorbax 300B-C18-5um
con una clumna analitica de 43x0.075-mm y una columna de enriquecimiento de
40nL (Agilent Technologies). Se inyectaron tres microlitros de muestray la sepa-
racion se llevo a cabo a 0,4ul/min en un gradiente continuo de 3-15%B durante 2
minutos, alcanzando el 50% a los 44 minutos y posteriormente el 99% de B en 2
minutos (fase B: 100% acetonitrilo, 0,1% 4cido formico).

El control del sistema se gestiond empleando el programa informatico Mass Hunter
Software (v4.0). El espectometro de masas trabajé en modo de ion positivo con un
voltaje capilar de 1950 V, la fuente de gas a una temperatura de 325°C y un flujo de
5L/min. El fragmentador se fijo en 130V y un “dwell time” de 50 ms el delta EMV a
400V y la energia de collision se optimizo para cada transicion SRM.

Las transiciones tedricas se disefiaron empleando Skyline (v.1.1.0.2905)[116] y se
revisaron manualmente. La especificidad de los peptidos para una proteina se con-
firmé el programa Blast”(Basic Local Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.
nih.gov/) y se seleccionaron los péptidos proteotioicos para el analisis SRM. Las
senales individuales se normalizaron en base al TIC (total ion current) y las arcas de
los picos fueron calculadas para llevar a cabo la comparacion.
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3. MODELO ANIMAL PARA EL ESTUDIO PROTEOMICO DE
LANEFROPATIA DIABETICA EN TEJIDO COMPLETO,
ORINAYY EXOSOMAS.

3.1  Induccion de hiperglicemia mediante inyeccion de estreptozotocina (STZ).

Se emplearon diez ratas macho, Wistar kyoto (Criffa, Barcelona, Spain) de 5 semanas de
edad, 230+23g de peso y conocida sensibilidad a la diabetes Mellitus inducida por estrep-
tozotocina (STZ). A cinco de esas ratas se les provoco el desarrollo de diabetes mediante
una tnica inyeccion intraperitoneal de STZ (Sigma, St. Louis, MO). La dosis inyectada fue
de 50 mg/kg empleando una disolucién 0,01M citrato (pH 4.5) como vehiculo [112]. A las
cinco ratas restantes se les inyecto el vehiculo sin el toxico, para poder emplearlas como
control. Todos los animales fueron sacrificados ocho semanas después de la induccién de
la diabetes. Todo el estudio se llevo a cabo respetando la normativa de la Unién Europea. A
los animales diabéticos se les administraba de 1 a 4 unidades de insulina, en funcion de la
glucemia presentada por estos, (Insulatard NPH; Novo Nordisk, Bagsvaerd, Dinamarca)
mediante una inyeccion subcutanea cada tres dias, con el propédsito de evitar la muerte de
estos animales pero sin corregir totalmente la hiperglucemia. La administracion de insuli-
na comenzo siete dias después de la inyeccion con STZ, una vez se hubo comprobado que
la glucemia de los animales era superior a 400mg/dl (Glucocard; Menarini, Barcelona)

3.2 Recogida de muestras de orina.

Tanto las ratas diabéticas como las control fueron llevadas a jaulas metabdlicas, se reco-
grié de la orina de 24 horas. Esta orina se recogio en tubos estériles que contenian 50 ul de
inhibidores de proteasas (Sigma Aldrich P8340) y trazas de azida sddica (Sigma- Aldrich)
para evitar el crecimiento de colonias bacterianas.

Las orinas recogidas de ratas control se mezclaron para ser tratadas como una tinica mues-
tray lo mismo se hizo con las orinas de las ratas diabéticas, ya que el volumen excretado
por cada animal era insuficiente para un estudio proteémico individual a nivel exosomal.
Este procedimiento se llevo a cabo un dia antes del sacrificio.Todas las muestras fueron
centrifugadas a 2.000g durante 15 minutos, se separaron 5ml de cada una para hacer estu-
dios del proteoma de la orina completa y se congelaron a -80°C.

3.3 Diseccion renal y caracterizacion del dano en el modelo animal.

Los rinones se perfundieron con solucion salina fria. Una vez extraidos y decapsulados,
una parte de cada rindn se separo y congeld en N2 liquido para los estudios de expresion
proteica a nivel de tejido completo. Otra parte se fijo para que pudiera ser empleado para
estudios histoldlogicos e inmunohistoquimicos. Esta fijacion se llevé a cabo conservando
las secciones en paraformaldehido al 4% durante 24 horas. Después se deshidrataron e
incluyeron en parafina para su estudio histoldgico. Para ello, estas secciones se cortaron
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con un microtomo en laminas de 3 pumy fueron montadas en cristales de poly-1.-lisina

(DAKO). El tejido se desparafiné con xilol (Panreac Quimica SAU) y se hidraté median-
te un gradiente decreciente de etanol. La morfologia de los riflones se evaluo por tincion
tricromica de Masson y tincion con hematoxilina/ eosina, mediante microscopia dptica.
Para la tincion con hematoxilina/ eosina, las secciones de rifion se fijaron con 70 % etanol,
se lavaron en H20( se dejaron secar al aire), se sumergieron en hematoxilina durante 5
minutos y se lavaron con agua, se sumergieron un instante en eosina. Para la tincion con
tricromico de Masson se empleé un kit comercial (Masson trichrome goldner,Bio-optica,
Strumentazioni Scientifiche) y se siguieron las indicaciones del fabricante.Para la tincion
con rojo sirio, los nucleos se tineron con hematoxilina durante 8 minutos y se lavaron
durante 10 minutos, se tineron durante una hora con rojo sirio, se lavaron las muestras con
agua acidificada y se secaron bien antes de proceder a la deshidratacion y montaje de las
muestras.

Para comprobar la lesion renal se examind cada muestra por separado evaluando los
tabulos proximales y distales asi como los glomérulos. Se definié el daio tubular como tal
cuando se observa desorganizacion epitelial, aumento del lumen, vacuolizacion, descama-
ciones, necrosis y pérdida de la estructura del borde en cepillo en los tabulos proximales.
El dano glomerular se definié como aumento en la expansion de la matriz mesangial y
dano intersticial cuando hay presencia de fibrosis. Para evaluar la fibrosis intersticial, te-
fimos las secciones de tejido renal con una mezcla que contiene Rojo Sirio y acido picrico
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, los portaobjetos fueron des-
hidratados y tratados con medio de montaje DPX (Sigma-Aldrich), para su conservacion.

34 Obtencion de extracto protéico a partir de rinon de rata y preparacion de la mues-
tra para el analisis proteémico diferencial por 2D-DIGE.

Los fragmentos de los riflones conservados en nitrogeno liquido fueron pulverizados me-
diante el empleo de un mortero de titanio preenfriado con nitrogeno liquido y un martillo.
El rinén pulverizado se llevé desde el mortero hasta un tubo de 1,5 ml con la ayuda de una
espatulay se resuspendié en tampon de lisis (7M urea, 2M tiourea, 4% CHAPS), median-
te agitacion vigorosa con ayuda de un vortex durante al menos cinco minutos y posterior
sonicacion, en un bano con hielo durante 10 minutos. Se procedié despues a una centri-
fugacion a 4°Cy 12.000g durante 10 minutos para eliminar el material que no se hubiera
solubilizado correctamente en el tampoén. Se cuantifico del extracto proteico mediante el
método de Bradford y se hicieron alicuotas de 100ug de proteina total. Cada una de estas
alicuotas fue sometida a limpieza y desalado mediante la aplicacion del kit comercial 2D -
Cleanup. El precipitado obtenido tras la aplicacion del kit fue resuspendido en tampén de
lisis (7M urea, 2M tiurea, 4% CHAPS, Tris 30mM, pH 8,5) y se volvio a cuantificar me-
diante el metodo de Bradford, ya que el rendimiento obtenido tras este paso de limpieza
no es siempre del 100%. El empleo de 30mM de Tris en el tampdn de lisis garantiza en
este caso el pH 6ptimo que deben tener las muestras para que el marcaje con fluorocromos
sea ptimo, tal y como se detalla mas adelante.

3.5 Electroforesis bidimensional diferencial 2D-DIGE.

Se llevo a cabo un analisis proteémico diferencial por electroforesis bidimensional em-
pleando extractos proteicos obtenidos a partir del tejido completo del rifidn de ratas
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control (n=5) frente a las ratas con ND tratadas con STZ(n=5), para ello se empled la
técnica de DIGE minimo (GE Healthcare) que permite el andlisis de 50 pg de proteina
total por muestra, en lugar de DIGE de saturacion (marcaje de 5 pug de proteina por total
por muestra) como era el caso explicado en el apartado anterior (2.1) . En este caso, si se
obtenian rendimientos de proteina suficientes para emplear el marcaje minimo, al tratarse
de extractos de tejido completo.

a) Marcaje de las muestras.

Antes de llevar a cabo el isoelectroenfoque, es necesario marcar covalentemente

las proteinas de las muestras con el fluorocromo correspondiente. Para ello, las
muestras se resuspendieron en 50 ul del tampon de lisis a pH 8,5 con Tris-HCI 30
mM tras el paso de limpieza. Para que la reaccién de marcaje se produzca adecuada-
mente es necesario que el pH de las muestras se encuentre entre 8,0 y 9,0 por lo que,
una vez resuspendidas en este tampon, adicionalmente se comprobdé que el pH de
cada muestra continuaba dentro de este rango. El pH se midio aplicando 1 ul de cada
muestra sobre papel indicador de pH (Merck).

Los fluorocromos, se suministran como polvo sélido formando parte del kit DIGE
(CyDye DIGE Fluor, minimal labeling kit, GE Healthcare )y se reconstituyeron

en dimetilformamida anhidra (Sigma-Aldrich), creando una soluciéon madre a una
concentracion de ImM. Para su utilizacion, la cantidad que se iba a emplear debid
ser diluida (de nuevo en dimetilformamida) hasta la concentracién de la solucion de
trabajo (400pmol/ul). Se anadi6 a cada muestra, constituida por 50 ug de proteina
total, 1ul (400 pmol/ 50 pg proteina) de la solucion de trabajo del fluorocromo co-
rrespondiente (Cy3 ¢ Cy5 segtn el diseno experimental). Por otra parte se prepard
una mezcla de todas las muestras del experimento (25 pug de cada muestra) para

ser marcada con Cy2, anadiendose 400 pmol del fluorocromo por cada 50 pg de
muestra a marcar. Esta mezcla se empled como estandar interno ya que en ella estan
representadas todas las muestras del estudio y la cargaremos en cada uno de los
geles del estudio. El disefio experimental incluyd 5 muestras por grupo, marcadas
de manera alterna con Cy3 o Cy5, para evitar un marcaje preferencial de uno de los
grupos en caso de que uno de los fluorocromos diera lugar a un marcaje mas eficien-
te, como se muestra en la siguiente tabla.

GEL Cy3 Cy5 Cy2

] Control 1 Diabética 1 Estandar interno
(50 pg) (50 ug) (50 pg)

9 Diabética 2 Control 2 Estandar interno
(50 pg) (50 ng) (50 ug)

3 Control 3 Diabética 3 Estandar interno

) (50 pg) (50 ug) (50 pg)

4 Diabética 4 Control 4 Estandar interno
(50 pug) (50 ng) (50 png)

5 Control 5 Diabética 5 Estandar interno
(50 ug) (GIOTE) (50 ug)

Tabla 4. Disefo experimental para el estudio comparativo por 2D-DIGE.
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Una vez anadidos los fluorocromos, las muestras se incubaron en hielo durante 30
minutos para permitir la reaccion de marcaje. Para detener la reaccion se afiadio 1
pl de lisina 10 mM por cada 50 pg de muestra y se volvieron a incubar las muestras
en hielo durante 10 min. Todo el proceso de incubacion se llevo a cabo en oscuridad
para evitar la degradacion de los fluorocromos.

b) Electroforesis bidimensional.

Para llevar a cabo el isoelectroenfoque, en un tubo se combinaron aleatoriamente
una muestra marcada con Cy3 con una marcada con Cy5 y se anadié el volumen
correspondiente a 50 pg del estandar interno marcado con Cy2. Se le anadio el vo-
lumen necesario de tampon de muestra para obtener la composicion final adecuada
para el IEF (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%, anfolitos pH 4-7 1% (GE Health-
care), DTT 10mM). En este caso las muestras se cargaron empleando la técnica de
“cup-loading” sobre tiras de pH 4-7 de 24 cm previamente rehidratadas de manera
pasiva con 450 pl de tamp6n de rehidratacion (urea 7M, tiourea 2M, CHAPS 4%,
anfolitos pH 4-7 1%, DTT 10mM). Las tiras y la muestra se cubrieron con aceite
mineral para asi evitar que estas se secasen durante el proceso. EI IEF se llevé a
cabo en una fuente IPGphor (GE Healthcare) empleando el siguiente programa de
enfoque: 200V durante 1h, 500V durante 1h, 1000V durante 1h, gradiente de voltaje
de 1000V a 8000V en 3h y 8000V hasta que se acumularon 60000V. La segunda
dimension se llevd a cabo en geles de poliacrilamida al 10% empleando el sitema
EttanDalt Six System (GE Healthcare) a 0,5 W/Gel durante toda la noche.

¢) Digitalizaciony andlisis de las imédgenes.

Sin extraer los geles de los cristales y habiendo empleado cristales de baja fluores-
cencia las imagenes de los geles 2D -DIGE se digitalizaron empleando un escaner de
fluorescencia (Typhoon 9400 Variable Mode Imager, GE Healthcare). Se obtuvie-
ron las imagenes emitidas por cada fluorocromo por separado (aplicando las lon-
gitudes de onda de excitacion y emision especificas de cada fluorocromo) con una
resolucion de 100 um. Las imagenes fueron entonces importadas a los diferentes
modulos del programa “DeCyder Differential Analysis Software” (GE Healthca-
re), version 6.5, con el que se realizé el procesamiento y andlisis estadistico de las
mismas.

Se trata de una aplicacion informatica de analisis automatico de imagen que consta
de varios modulos: Image Loader, DIA (Differential In-gel Analysis), BVA (Biologi-
cal Variation Analysis), EDA (Extended Data Analysis) y XML (Toolbox), cada uno
de los cuales desempena una funcion en el analisis de las imagenes digitalizadas de
los geles 2D-DIGE. Mediante el mddulo “Image Loader”, se genero6 un proyecto en
el que se incluyeron las imagenes de los geles, haciéndolas accesibles al resto de los
modulos. A continuacion, todos los mapas proteicos de un mismo proyecto se anali-
zaron mediante el médulo “DIA (Differential In-gel Analysis)”, que detecta y cuan-
tifica las manchas proteicas de las tres imagenes (Cy2, Cy3, Cy5) correspondientes
a cada gel. El algoritmo que emplea este mddulo para la deteccidn de las manchas se
basa en la co-deteccién de las tres sefiales fluorescentes (2 muestras y 1 control in-
terno, mezcla de todas las muestras en estudio) y permite diferenciar las senales de
manchas verdaderas de los artefactos del gel. Por su parte, la cuantificacion se basa
en el calculo de las relaciones entre las senales fluorescentes Cy3/Cy2y Cy5/Cy2,
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lo que permite tener un valor de intensidad de fluorescencia normalizado para cada
mancha. Una vez completada esta fase, los datos generados mediante DIA fueron
importados al médulo “BVA (Biological Variation Analysis)”, que permite el empa-
rejamiento de las manchas detectadas entre las imagenes de los diferentes geles del
proyecto para obtener después datos estadisticos sobre los niveles de expresion de
las manchas en los diferentes grupos de estudio. Se concluyo que existe variacion
cuando los niveles de expresion estaban variados en + 1,5 veces y dicha variacion se
considerd estadisticamente significativa cuando se encontraba dentro del intervalo
de confianza del 95% (p< 0.05) determinado por la prueba t-Student. Por tiltimo,
los datos contenidos en los archivos generados por BVA se analizaron en el médulo
“EDA (Extended Data Analysis)” que ofrece un analisis estadistico avanzado. Este,
se empled para llevar a cabo el Andlisis de Componentes Principales (PCA); es un
método estadistico cuyo objetivo es la simplificacion y reduccion de la dimensiona-
lidad de un conjunto de datos con numerosas variables, de tal manera que los datos
transformados mantienen las caracteristicas basicas de los datos iniciales con una
pequeiia pérdida de informacion[113]. En otras palabras, se trata de encontrar una
serie de componentes capaces de explicar la mayor parte de la varianza total de las
variables originales. De esta forma se obtiene una imagen simplificada del conjunto
de datos inicial, que sigue describiéndolos en su mayor parte, pero que resulta mu-
cho mas sencilla a la hora de interpretarlos y puede usarse para ver la agrupacion de
los datos y encontrar valores extremos o atipicos dentro de los mismos.

d) Tincion de los geles y escision de manchas proteicas.

Tras la digitalizacion de las imagenes los geles del experimento 2D -DIGE se tine-
ron con plata (como se detalla en el apartadol.6.b) para poder cortar las manchas
proteicas expresadas de manera diferencial y poder asi identificarlas.

3.6 Identificacion de las manchas proteicas diferenciales mediante MALDI-TOF
MS.

Las manchas proteicas de los geles 2-DE escindidas manualmente, tras su tincion con
plata fueron digeridas automaticamente empleando un Ettan Digester (GE Helathcare).
El protocolo de digestion empleado fue descrito por Shevchenko et al. [114] con minimas
variaciones: los fragmentos de gel fueron sometidos a reduccion empleando 10mM de
DTT en 50 mM de bicarbonato aménico y a posterior alquilacion con 50mM de IAA en
50 mM de bicarbonato amonico, después se lavaron con bicarbonato amoénico 50 mM en
metanol 50% (grado HPLC, Scharlau) y acetonitrilo 50% y se secaron en un Speedvac.
A continuacidn, se anadié tripsina porcina modificada a una concentracion de 20ng/ul
en bicarbonato amoénico 20mM para llevar a cabo la digestion a 37°C durante una noche.
La extraccién de los péptidos se realizé empleando acetonitrilo 60% y 0,5% acido trifluo-
roacetico (99.5% pureza; Sigma Aldrich).

Una alicuota de 0,5 pl de la solucion de digestion se deposito en una placa 384 Opti-TOF
123x81 mm MALDI (Applied Biosystems. La misma cantidad de matriz se aplicé en cada
punto con muestra de la placa de MALDI (acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)
(Sigma Aldrich) en acetonitrilo acuoso 60% y acido trifluoroacético 0,5%). Los espectros
de MSy MS/MS se obtuvieron en un equipo 4800 Plus MALDI-TOF/TOF Analyzer
(Applied Biosystems). Los espectros fueron adquiridos en modo reflector de ion positivo
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con un laser Nd; YAG, 350 nm de longitud de onda, a 200 Hz de frecuencia y se prome-
diaron de 1000 a 2000 espectros. Los experimentos fueron adquiridos de manera unifor-
me con intensidad de laser fija. Para el modo de analisis de MS/MS 1kV, los precursores
fueron acelerados en la fuente 1 a 8 kV, seleccionados con una resolucion relativa de 200
(FWHM) y supresion metaestable. Los iones fragmento generados por colision con el aire
enuna camara CID fueron acelerados hasta 15kV en la fuente 2. Para el analisis automa-
tico de los espectros de masa obtenidos se empled el paquete informatico 4000 Series
Explorer version 3.5.3 (Applied Biosystems). La calibracion interna de espectros de masas
del MALDI-TOF se llevd a cabo empleando dos iones resultantes de la autodigestion de
la tripsina, con una relacion masa carga (m/z) de m/z=843,510 y m/z=2211,105. Para las
calibraciones de MALDI-MS/MS se emplearon espectros de iones fragmento obtenidos
para Glub-fibrinopeptide( 4700 Cal Mix, Applied Biosystems). Los datos de MS y MS/
MS fueron combinados mediante el paquete informatico GPS Explorer Software version
3.6 (Applied Biosystems); de esta manera se realizé una bisqueda frente a una base de
datos de proteina no redundante (NCBInr o SwissProt) empleando Mascot version 2.2
(Matrix Science) [115], con una tolerancia de precursor de 50ppm, una tolerancia de masa
0,6 Da en los fragmentos de MS/MS y permitiendo la presencia maxima de 1 tinico punto
de corte fallido. Los espectros de MS y MS/MS y los resultados de las basquedas fueron
inspeccionados en detalle manualmente empleando los paquetes informaticos antes
comentados. Las identificaciones, en base a espectros de fragmentacion (MS/MS) fueron
aceptadas cuando su intervalo de confianza (C.1.%), proporcionado por el programa GPS
era mayor o igual a 95%. La puntuacion obtenida a partir de los distintos buscadores no
puede ser directamente comparada; por este motivo el programa GPS calcula este C.1%,
que permite combinar los resultados de la biisqueda en las distintas bases de datos reali-
zadas para los fragmentos de MS y MS/MS. Este valor de C.1.% indica que la probabilidad
de que la identidad de la secuencia sea un suceso casual es menor al 5%. Para el espectro
de huella peptidica (MS), las identificaciones fueron aceptadas cuando el C.1% proporcio-
nadas por el programa GPS era igual a 99% o mayor.

3.7 Analisis por Western Blot de proteinas diferenciales en tejido orina y exosomas.

Se cargaron 25 pg de proteina total por muestra en el caso de proteinas procedentes del
extracto de tejido completo de los rifiones de rata control y diabética (n=4) para la valida-
cion de los datos obtenidos mediante 2D-DIGE. Para intentar detectar estas variaciones
en orina se cargaron también 25 pg de proteinas de orina (concentrada 30 veces), ob-
tenidas a partir de la alicuota de 5 ml que habia sido separada de la mezcla de las orinas
recogidas de los animales de cada grupo. Para intentar detectar las variaciones en protei-
nas exosomales, se cargaron 10 ug de proteina exosomal total, extraidas (por ultracentrifu-
gacion aplicando el paso de enriquecimiento) a partir de la mezcla de la orina de todos los
animales de un mismo grupo (50 ml). La albiimina fue deplecionada empleando el método
proteoprep” tanto en el caso de las muestras de orina como en las de exosomas.

Para llevar a cabo el Western blot, las condiciones fueron las mismas que las recogidas
en el apartado 1.5.b, a excepcion de las caracteristicas especificas que a continuacion se
detallan; el SDS-PAGE se llevo a cabo siempre en geles de acrilamida al 14% (con un gel
concentrador al 4%). Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosay
bloqueadas durante Thora a temperatura ambiente con 7,5% de leche en PBS-T.
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Las membranas fueron incubadas durante una hora hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo anti-regucalcina concentracion 1:200 (cabra, Santa Cruz), el anticuerpo anti-
I-Cristalina, concentracion 1:200 (conejo,Santa cruz) y V-ATPAsa B 1:100 (ratén,Santa
Cruz). Para el anticuerpo anti-HIBADH, concentracién 1:100 (conejo, Abcam) las mem-
branas tuvieron que ser incubadas durante toda la noche a 4°C. LL.as membranas se incu-
baron después con anticuerpos secundarios especificos conjugados con HRP, durante una
hora a temperatura ambiente. La regucalcina fue detectada con una anticuerpo secundario
de burro anti cabra 1:2000(Santa cruz). I-Cristalina con un anticuerpo secundario de
cabra anti conejo 1:2000 (Nordic), ATPasa con un secundario en conejo anti ratén 1:2000
(Nordic) y HIBADH con un secundario cabra anti conejo 1:10000. Todos los anticuerpos
se diluyeron en un 5% de leche en PBST.

3.8 Analisis diferencial del tejido renal por técenicas inmunohistoquimicas.

Las muestras incluidas en parafinay cortadas en finas laminas de 3 um (como se describe
en el apartado anterior) se desparafinaron, se rehidrataron y se expuso el antigeno em-
pleando la plataforma PTlink (DAKO). Después de lavar con tampén de lavado (wash
buffer, DAKO) durante 5 minutos, se bloquearon las muestras con una solucién al 10%

de BSA en tampon de lavado, durante 1 hora a temperatura ambiente. Las secciones se
incubaron con el anticuerpo primario durante 1 hora a temperatura ambiente. Se lavaron
las secciones nuevamente y se trataron con 3% H202 durante 5 minutos para bloquear
la peroxidasa interna propia del tejido. Tras este bloqueo, las secciones de tejido se incu-
baron con anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa durante 1h a temperatura
ambiente. Se procedio al revelado con 0,05% 3,3’-diaminobenzidina (DAB)(DAKO,
Denmark). Las secciones se contrastaron con hematoxilina y se lavaron en agua, se des-
hidrataron empleando una bateria ascendente de alcoholes y se montaron con DPX. Para
descartar tinciones no especificas se realizo un control negativo de cada muestra omitien-
do el anticuerpo primario. La cuantificacion de las regiones tefiidas en las secciones de
tejido estudiadas por inmunohistoquimica u otras tinciones fue realizada empleando el
Software Image Pro-Plus. La tincidn positiva se expresa como porcentaje de area tenida
respecto del drea total evaluada en cada muestra(se toma la media de valores adquiridos
para 15 campos por seccion renal, empleando un aumento 200x).

Las diluciones empleadas para los distintos anticuerpos fueron: Regucalcina(Santa Cruz)
1:50, detectada con una anticuerpo secundario de burro anti cabra 1:200 (Santa cruz).
I-Cristalina (Santa Cruz) 1:1000, con un anticuerpo secundario de cabra anti conejo 1:500
(Nordic) y ATPasa(Santa Cruz)1:500 con un secundario en conejo anti ratén 1:200 (Nor-
dic). Todos los anticuerpos se diluyeron en 1% BSA en Wash buffer.

3.9 Validacion de la expression diferencial de regucalcina en tejido y exosomas me-
diante “Selected Reaction Monitoring” (SRM).

Se estudiaron por este método extractos proteicos individuales de tejido(obtenidos de
cada uno de los animales de cada grupo n=4), extractos proteicos de orina y de exosomas
obtenidos a partir de dos mezclas de orina recogidas de las 5 ratas control y de las 5 ratas
diabéticas, respectivamente. Las muestras proteicas fueron reducidas, alquiladas, digeri-
das, sometidas a limpieza y llevadas a sequedad, tal y como se detalla en el apartado 2.2.c.
Tras ello fueron resuspendidas en fase mdvil A (acetonitrilo 5%, acido férmico 0,1%). Las
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muestras se analizaron en modo SRM empleando el mismo equipo y parametros que en el
estudio de validacion descrito en el apartado 2.2c¢.

Las transiciones tedricas se disefiaron empleando Skyline (v.1.1.0.2905)[116] y se revi-
saron manualmente. La especificidad de los peptidos para una proteina se confirmo el
programa Blast"(Basic Local Alignment search tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) y se
seleccionaron los péptidos proteotipicos para el analisis SRM (tabla 3).

Péptidos proteotipicos de la regucalcina analizados

RVGVDAPVSSVALRQ [51, 63] 635
K.FCALNWEDQSVFILAMVDEDK.K [76,96] 844
RYFAGTMAEETAPAVLER.H [112,128] 619

Tabla 5. Péptidos proteotipicos de la regucalcina analizados en el estudio comparativo por SRM.
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1.  ANALISIS DE EXOSOMAS DE ORINA HUMANA DE
INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON NEFROPATIA
DIABETICA: METODOS DE AISLAMIENTO Y
DEPLECION DE PROTEINAS MAYORITARIAS
CONTAMINANTES.

1.1  Aislamiento de exosomas.

Se probaron dos métodos distintos para el aislamiento de exosomas de orina, uno basa-
do en ultracentrifugacion y otro basado en un reactivo comercial llamado Exoquick”. El
primer método es un método largo, requiere una media de 4 horas de trabajo experimen-
tal para la extraccion de exosomas de una muestra e instrumental y material especificos
(ultracentrifuga, rotores, tubos de ultracentrifuga). El segundo método es sencillo y
requiere poco tiempo de trabajo experimental, permitiendo el aislamiento de una muestra
en aproximadamente 1 hora de trabajo, no requiere instrumental especifico ni maquinaria
complejas pero supone un elevado gasto econémico.

a) Aislamiento de exosomas por ultracentrifugacion:

Este método, se llevo a cabo aplicando dos protocolos. Uno sencillo, basado en
centrifugacion y ultracentrifugacion de la muestra de orina y otro muy similar que
comprendia un paso extra entre la centrifugacion y la ultracentrifugacion. Este paso
extra se aplicd para la obtencion de un mayor rendimiento del aislamiento de exoso-
mas a partir de la orina [46].

- Centrifuga de baja velocidad y ultracentrifugacion:

Mediante este método, se obtuvo un buen aislamiento de proteinas exosoma-
les, la preparacion y limpieza de la muestra asi como la cantidad obtenida a
partir de 100 ml de orina fue suficiente para que pudiera ser evaluada mediante
electroforesis bidimensional en gel (2-DE). Se pudo obtener asi un perfil con
manchas proteicas bien enfocadas, definidas y reproducible (figura 1,A).

- Centrifuga de baja velocidad, enriquecimiento de la fraccion exosomal con
tratamiento reductor (DTT) y ultracentrifugacién:

Mediante este método se obtuvo un mayor rendimiento en el aislamiento de
proteinas a partir de la misma cantidad de orina. La muestra obtenida era igual-
mente compatible con la obtencién de un perfil bidimensional 2-DE definido y
reproducible. (Fig 1,B)

Se compararon los perfiles de manchas proteicas obtenidos mediante las dos
variantes del método, se observo el mismo patrén de manchas protéicas, siendo
el segundo mas rico y pudiendo observarse en él mayor numero de manchas, ya
que muchas eran indetectables en el primero debido a su baja abundancia.
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Se procedio también a comparar el perfil del proteoma aislado por este método
con el obtenido para el proteoma de la orina (figura 1 C). Se pudo comprobar
asi que el enriquecimiento obtenido con el paso de reduccion se debia a una
mayor recuperacion de exosomas, pudiendo descartar la posibilidad de tener
un mayor rendimiento por una mayor contaminacion de proteinas de orina.

La diferencia entre ambos patrones era clara. Se consiguio por tanto aislar un
subproteoma de la orina'y poner a punto un método para su estudio de este
mediante 2D -PAGE. Para todos los experimentos y analisis posteriores, se em-
pled por tanto este método que incluye el paso de enriquecimiento por reduc-
cion y resuspension de las redes de THP que atrapan exosomas en la centrifuga
de baja velocidad.

pH 3

Figura 1. Andisis de la fraccion exosomal obtenida por centrifugacion sin y con el paso adicional

de enriquecimiento (A y B respectivamente) a partir de 100 ml de la misma orina para cada uno

de los geles; Se observa una clara similitud entre el perfil de ambos y una patente diferencia al
compararlos con el perfil proteico completo de la orina (C).

b) Aislamiento de exosomas con Exoquick.

El aislamiento de exosomas a partir de orina, mediante el método que implica la
precipitacion con el reactivo comercial Exoquick® no dio lugar a una recupercion

76



Resultados

proteica susceptible de ser cuantificada cuando la muestra de partida era orina de
controles sanos. La cuantificacion proteica en el precipitado obtenido por este méto-
do indicaba que no se habia conseguido aislar correctamente la fraccion exosomal,
cuando se partié de 1 ml de orina, ni cuando se partié del doble de volumen inicial
para intentar mejorar los resultados. Cuando este reactivo se emple6 para aislar
exosomas desde la orina de pacientes con ND si se obtenian proteinas; el perfil pro-
teico obtenido (Fig 2.A) era distinto al obtenido cuando el aislamiento se llevaba a
cabo mediante métodos de ultracentrifugacion, siendo mas parecido al proteoma de
la orina de paciente (Fig 2, B).

pH 3 1

10% ~ 14% :

Figura 2. 2D-PAGE de la fraccion exosomal de la orina de un paciente ND con proteinuria, obtenida
empleando el reactivo comercial Exoquick® a partir de 1 ml de orina.

1.2 Deplecién de uromodulina (proteina Tamm Horsfall THP).

LaTHP es la proteina mas abundante en la orina. Esta proteina polimeriza formando re-
des polimericas de gran tamano, principalmente a bajas temperaturas. Cuando la muestra
de orina es sometida a ultracentrifugacion para el aislamiento de los exosomas, las redes
de THP pueden co-precipitar con los exosomas presentes en la muestra dando lugar a una
contaminacion de este precipitado exosomal y pudiendo impedir la deteccion o identifica-
cion de proteinas menos abundantes asi como alterar el perfil bidimensional de las protei-
nas propiamente exosomales. Por estos motivos se llevo a cabo una evaluacion de la nece-
sidad de deplecion de esta proteina mayoritaria en la orina, siguiendo el protocolo descrito
por Pisitkun y su grupo [97] que queda recogido en el apartado de material y métodos.

Es importante no confundir este proceso de eliminacion de la proteina THP (la THP
queda en el sobrenadante que sera descartado) con el descrito con anterioridad para el en-
riquecimiento del proceso de extraccion. Por ser dos protocolos similares (tratamiento re-
ductor en calory centrifugacion aplicados con el fin de despolimerizar las redes de THP)
es facil que den lugar a confuson y es importante destacar que en el apartado anterior, las
redes polimericas que precipitan (solo una parte habra precipitado a esta velocidad) en la
primera centrifugacion de baja velocidad para el aislamiento de exosomas, son reducidads
y resuspendidas para ser recuperaradas junto con los exosomas atrapados en ellas en el
sobrenadante que sera posteriormente ultracentrifugado. Mientras que, en este apartado
resaltamos la importancia de eliminar la proteina THP que precipitara junto con los exo-
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somas en el precipitado obtenido tras la ultracentrifugacion (en este caso, una vez llevado
a cabo el tratamiento la THP quedara en el sobrenadante y sera descartada) (ver figura 1,
en el apartado de material y métodos).

Se observo que la deplecion de THP mediante reducion con DT'T del precipitado de
exosomas y nueva ultracentrifugacion permitiria un obtener un precipitado exosomal mas
limpio, pero implicaba también una pérdida considerable de rendimiento en la recupera-
cion de proteinas exosomales.

Por otra parte se vio que la deplecién de THP no es siempre completa, en la figura 3 se
observa una muestra sometida a este tratamiento en la que la deplecion ha sido parcial. De
modo similar, la Fig 1(A, B) muestra como atin cuando el protocolo se aplico dos veces, si
bien ésta mejord, sigue siendo incompleta. Por tanto los resultados sugieren que depen-
diendo de la muestra de partida, la efectividad del tratamiento sera distinta y los perfiles
puede que no sean reproducibles. Ademas, este procedimento implica una manipulacion
de la muestra sin asegurar una completa eliminacion de la proteina y empobreciendo la re-
cuperacion de proteinas exosomales.Considerando que la THP, no es una proteina propia
de un estado patologico provocado por la ND sino que debe aparecer sin presentar dife-
rencias significativas entre grupos y que por ser su pI muy acido y su peso molecular alto,
no distorsiona especialmente el perfil bidimensional de y no dificulta la visualizacion de
las demas manchas proteicas, este paso no fue incluido en el analisis diferencial posterior.

pH 3 1

THP
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Figura 3. Perfil bidimensional de las proteinas exosomales obtenidas mediante el método de ultracentrifuga-
cion aplicando el paso de enriquecimiento, y la deplecion de la proteina THP. Exosomas obtenidos a partir de
100 ml orina control. Se puede observar que mediante este protocolo la proteina THP se ha eliminado s6lo
parcialmente.
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1.3 Deplecion de albumina.

Los pacientes con enfermedad renal, como los pacientes con ND, presentan de modo
caracteristico una elevada concentracion de proteinas en la orina (proteinuria), siendo la
albumina la proteina mayoritaria. Al aislar exosomas a partir de orina de pacientes con
albuminuria se obsrevo que la albumina co-precipitaba y contaminaba el precipitado exo-
somal (figura 4) distorsionando la resolucion del perfil 2DE y haciendo que estas muestras
no fueran comparables con muestras de controles sanos sin proteinuria, (figura 1, B).Por
otro lado, la cuantificacion de estas muestras ricas en albumina no responderia a la misma
concentracion de proteinas exosomales que las cuantificadas en una muestra control. Por
estos motivos se vid que para dar un salto cualitativo y cuantitativo en el analisis dife-
rencial del proteoma de la enfermedad renal es necesario una deplecion de albumina del
precipitado exosomal ya que de lo contrario seria la principal proteina diferencial. Por otra
parte, la gran cantidad de albumina presente en estos precipitados exosomales dificulta la
deteccion de proteinas minoritarias exosomales presentes en la muestra al llevar a cabo un
estudio cualitativo en muestras exosomales de pacientes con ND.

pH 3 11
-

Albumina

Figura 4. 2D-PAGE de proteinas exosomales obtenidas por ultracentrifugacion a partir de orina de paciente
ND con proteinuria, sin deplecion de albumina.

Con este proposito, se testaron tres reactivos comerciales distintos, Albusorb®, Swell gel
blue albumin removal kit y ProteoPrep” Immunoaffinity Albumin & IgG Depletion Kit del
precipitado exosomal aislado por ultracentrifugacion, en una primera aproximacion. Se
emplearon los métodos descritos por el fabricante con modificaciones especificas puestas
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a punto en esta tesis doctoral para su aplicacion a la fraccion exosomal de orina, ya que
estan descritos para muestras de plasma.

En el caso de los dos primeros los resultados fueron muy poco satisfactorios, ya que am-
bos métodos (Albusorb®, figura 5 A, Swell gel blue albumin removal kit figura 5 B) provo-
caban la pérdida de una gran cantidad de manchas proteicas. Observamos como en ambos
geles bidimensionales hay muy pocas manchas proteicas y la albiminay la cadena pesada
de IgG son claramente visibles, representando practicamente la totalidad de las proteinas
presentes en el gel. Empleando el tercer método, ProteoPrep® Immunoaffinity Albumin &
IgG Depletion Kit, basado en columnas de afinidad con anticuerpos especificos para estas
proteinas, se consigio eliminar con éxito la albimina. Como podemos observar en el gel re-
sultante tras aplicar el tratamiento de deplecion de la muestra, se obtiene un perfil limpio y
no se observa perdida de manchas proteicas mientras que se consigue una deplecion total
de albumina (figura 5 C). Para asegurarnos de que otras proteinas no quedaban retenidas
en la columna de manera inespecifica se llevo a cabo una electroforesis bidimensional de
la fraccién retenida por la columna de afinidad y se pudo comprobar asi que no se retenian
proteinas de manera inespecifica (Figura 5 D).

pH 3 11 pH 3 1
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Figura 5. 2D-PAGE de la fraccién exosomal de orina patoldgica deplecionada empleando Albusorb® (A), Swell
gel blue albumin removal kit (B), ProteoPrep” Immunoaffinity Albumin & IgG Depletion Kit (C) y la fraccion
retenida al llevar a cabo el tratamiento con ProteoPrep” Immunoaffinity Albumin & IgG Depletion Kit (D).
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El método ProteoPrep®, se probd también sobre las muestras aisladas empleando el reac-
tivo Exoquick” (figura 6 A) y en muestras de orina completa de pacientes con albuminuria

(figura 6, B).
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Figura 6. 2D-PAGE de la fraccion exosomal aislada empleando el reactivo exoquick (A) y una muestra de orina
completa (B), ambas tratadas con Proteoprep” y la fraccion retenida de la muestra de orina (C). En ambos casos

14

las muestras correspondian a un paciente ND con albuminuria.

Confirmacion de la identidad exosomal, mediante microscopia electronicay
western blot.

a) Microscopia electrénica:

Las microparticulas aisladas de orina se visualizaron mediante técnicas de micros-
copia electronica descritas en el apartado de materiales y métodos.

Se pudo comprobar que el tamario de las microparticulas detectadas era el espera-
do para los exosomas (40-100 nm) y que estos presentaban la tipica forma de copa
descrita en la literatura [117].

En la figura 7 podemos observar cuatro imagenes captadas a través de esta técnica.
En tres de ellas se llevé a cabo la deplecion de albtimina (figura 7 A) y en una de ellas
se observd el precipitado obtenido tras la primera ultracentrifuga llevada a cabo
para el aislamiento de exosomas (figura 7 B). En laimagen en la que la albumina no
ha sido deplecionada se aprecia un fondo mas sucio y con cierta contaminacion de
particulas lipidicas. En las muestras deplecionadas el fondo es mas limpio y home-
géneo, ya que cada paso de deplecion implica un paso extra de ultracentrifugacion
que sirve ademas como paso de limpieza de impurezas de la muestra dando lugar a
fracciones exosomales con menos contaminacion de elementos de la orina.

No se pudieron observar exosomas extraidos mediante el método comercial Exo-
quick”.
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Figura 7. Imdgenes de microscopia electronica en las que se pudieron observar exosomas aislados por ultracen-
trifugacion aplicando el protocolo para el enriquecimiento en la recuperacion exosomal. Escala 50nm para las
imdgenes de los exosomas sometidos a deplecion de albumina (A). Escala 100nm para la imagen que muestra
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exosomas que no fueron sometidos a deplecion (B).

b) Western Blot:

Las proteinas caracteristicas de la membrana exosomal Alix y Tsg 101 pudieron ser
detectadas en la fraccion exosomal aislada de la orina, certificando que la técnica es
adecuada para el aislamiento de estas microparticulas(ver figura 8). Estas proteinas
caracteristicas de la membrana de los exosomas no pudieron ser detectadas en la
orina (concentrada 30 veces) ni en el extracto proteico obtenido a partir de células
renales HK2. Para descartar la presencia de otras microvesiculas secretadas a la ori-
na pero de otro origen distinto al exocitico se empleé el anticuerpo especifico para
la deteccion de la calnexina. La calnexina es una proteina caracteristica del reticulo
endoplasmatico rugoso y por tanto caracteristica de organulos membranosos de
distinto origen al exosomal. En este caso se pudo observar claramente la presencia
de la calnexina en el extracto celular que se empled como control positivo de la téc-
nica, pero no en la fraccion exosomal ni en la muestra de orina concentrada (en este
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ultimo caso probablemente por baja concentracion, ya que en la orina se podrian
encontrar microvesiculas distintas a los exosomas). Cuando se intentaron aislar

exosomas mediante el método de Exoquick” ninguno de los marcadores exosomales
pudo ser detectado.

Alix (95 KDa)

Tsg 101 (46 KDa)

y

” Calnexin (90 Kda)

)

Figura 8. Deteccion por WB de Alix y Tsg en las fracciones exosomales aisladas por ultracentrifugacion (2)

pero no en la fraccién exosomal aislada empleando el reactivo Exoquick® en orina (4) ni en la linea cellular de

células epiteliales del tibulo HK2 (3), en esta tiltima calnexina se detecto claramente, mientras que no pudo ser
detectada en las demas fracciones.
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2. ANALISIS DIFERENCIAL DEL PROTEOMA DE
EXOSOMAS DE ORINA HUMANA: ALTERACION DEL
PROTEOMA EN ND.

2.1  Analisis diferencial por 2D-DIGE de saturacion.

Para poder llevar a cabo un seguimiento del correcto aislamiento de los exosomas de orina,
se puso a punto la 2D-PAGE que a su vez nos permitio realizar un analisis diferencial por
2D-DIGE. Paraello, se empled el kit de marcaje de saturacion ya que permite el analisis
de 5 ug por muestra. El rendimiento obtenido en la extraccion de proteinas exosomales

es muy distinto dependiendo de la orina de partida. Aunque se parta siempre del mismo
volumen (100 ml), la concentracion de la muestra en estudio y por tanto el rendimiento en
la extraccion exosomal no es siempre igual, aunque ésta se realice de la misma manera.

El analisis por 2D DIGE llevé a cabo empleando 6 muestras de individuos sanos y 7 mues-
tras de pacientes con ND en estadio avanzado.

Los resultados fueron tales que 4 de los 13 geles presentaban un perfil alterado, haciendo
inviable un analisis diferencial ya que el hecho de que todas las muestras estén presentes
en el estandar interno, presente en cada uno de los geles hizo que aquellas muestras que
presentaban un perfil alterado, afectaran a la totalidad del experimento. Asi aunque la
comparacion de geles hubiera sido posible en algunas de las regiones del gel, no considera-
mos que fueran las condiciones optimas para llevarla a cabo el estudio y por tanto decidi-
mos no seguir adelante con esta aproximacion.

Idealmente seria deseable hacer un primer analisis en geles 2D-PAGE tefiidos con plata
para comprobar que muestras dan un perfil dptimo. Estas se seleccionarfan para el anaa-
lisis 2D-DIGE, evitando asi que las muestras cuyo perfil esté distorsionado influyan en
todos los geles impidiendo el analisis. .a complejidad del protocoloy la limitada disponi-
bilidad de muestra con volumen minimo requerido, hicieron inviable en este caso el llevar
a cabo un analisis previo de control.

pH 3

Figura 9. Tméagenes geles 2D-DIGE de exosomas de orina humana; perfil normal de una muestra exosomal(A),
perfil alterado (B), estandar interno afectado en cierta medida por aquellas muestras que presentan un perfil
alterado (C).
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2.2 Anadlisis diferencial por NLC-MS/MS (Orbitrap®)

2.2.1 Analisis cualitativo: Caracterizacion del proteoma exosomal en individuos
sanos.

En una aproximacion inicial se empled la orina de un paciente con elevada albuminu-
ria para aislar exosomas por ultracentrifugacion aplicando el paso de enriquecimiento
pero sin llevar a cabo la depleciéon de albumina, ni la de la THP, para poder evaluar la
necesidad de deplecionar la albumina en experimentos en los que el objetivo no sea
comparar muestras sino descubrir nuevas proteinas presentes en los exosomas de ori-
na. En esta aproximacion se pudo detectar un nimero de proteinas (ver tabla?) de 30 a
un 60 % menor que en los posteriores ensayos en los que la albumina fue deplecionada.
Asi se pudo comprobar que la estrategia de deplecion albtimina puesta a punto en la
presente tesis doctoral, favorece claramente la deteccion e identificacion de proteinas
favoreciendo ampliamente el estudio del proteoma de exosomas de orina.

Empleando la metodologia optima descrita con anterioridad se llevé a cabo un analisis
del perfil proteomico de los exosomas de orina asociado a un estado sanoy ala ND. Se
aislaron exosomas de 5 muestras de orina de controles sanos y de 5 muestras de indivi-
duos con ND y se depleciond la albumina de dichas muestras. Para el analisis se empled
un equipo de alta sensibilidad, LC-MS/MS Orbitrap” que permitié detectar inequivo-
camente 562 proteinas (Ver tabla #) detectadas como minimo con 2 peptidos identifi-
cados por proteina (11274 espectros adquiridos) con un 99% y un 95% de confianza de
proteinay péptido respectivamente. Entre las 562 proteinas identificadas, 207 habian
sido previamente identificadas en exosomas de orina, 108 habian sido identificadas en
exosomas de distinto origen y 244 no habian sido previamente descritas en exosomas
(las 3 restantes correspondian a la uromodulina, albiiminay THP).

Estableciendo un valor de corte de 3 péptidos identificados por proteina se pudie-
ron identificar 254 proteinas (9392 espectros adquiridos) (ver tabla#), 90 de estas
proteinas pudieron ser detectadas en ambos grupos. Entre estas 254 proteinas, con
239 se llevo a cabo un mapeo y una clasificacion empleando el programa “Ingenuity
Pathway Analysis “ (IPA). Se vio que 90 proteinas eran proteinas citoplasmaticas, 61 se
localizaban en el espacio extracelular, 44 en la membrana plasmatica y 30 eran pro-
teinas nucleares. 78 de ellas eran enzimas (22 peptidasas, 10 kinasas y 1 fosfatasa) 22
eran proteinas transportadoras y 12 eran proteinas de regulacion transcripcional. Es
interesante destacar ademas que 41 de las proteinas identificadas en este estudio por
LC-MS/MS forman parte de mecanismos moleculares implicados en el desarrollo y
funcién de del sistema renal y urolégico.

2.2.2 Analisis cuantitativo libre de marcaje

Cinco réplicas bioldgicas de los dos grupos en estudio (donantes sanos y pacientes de
ND) fueron analizadas por LC-MS/MS en un Orbitrap® siguiendo el protocolo deta-
llado en el apartado de material y métodos. Se cargo la misma cantidad de proteina por
muestra en un SDS-PAGE sin dejar que ocurriera la separacion, concentrando todas
las proteinas en una tinica banda que fue posteriormente digerida y cargada en el sis-
tema LC-MS. El analisis cuantitativo se llev) a cabo empleando el programa Scaffold,
basado en el nimero de espectros asignados a cada proteina.
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El criterio para seleccionar las proteinas variadas de manera significativa en ND se
basdé en las siguientes premisas: a) p valor menor a 0,01 para evitar resultados engano-
sos que sean consecuencia de muestras indivivuales desviadas de la media de forma
anormal y b) proteinas identificadas en al menos 7 de cada 10 muestras o en un minimo
de 3 muestras, cuando estas son detectadas en un solo grupo. De esta manera se pudie-
ron seleccionar 25 proteinas (tabla 1): 18 proteinas disminuidas en ND y 7 proteinas
aumentadas en este grupo. 8 de estas 25 pudieron ser detectadas s6lo en uno de los
grupos. En concreto 8 proteinas fueron seleccionadas para una posterior validacion

va que pudieron ser identificadas con una cobertura de secuencia de al menos un 5%

en todas las muestras individuales en las que habian sido detectadas: AMBP, VDAC1,
IGK, LOC100290146, ANXA2, RPS27A, APOD and CA2 ademas de éstas se quiso
validar la proteina MLL3, ya que pudo ser detectada en 4 de las 5 réplicas bioldgicas del
grupo de ND y en ninguna de las control.

W Test exacto de

< , Fo .

Gen Nombre de la proteina PM (kDa) Change Fisher

(P-Valor) (95%)
Precursor de amicroglubulina/
AMBP L 55 5,5 0,0000017
bikunina
MLL3 Histona-lisina-N- metil transferasa 3 1067 2,2 0,0028
Canal anionico selectivo dependiente
VDACI1 . 34 -1,2 0,005
de voltaje 1
IGK@ Proteina IGK@ 28 2,5 0,000034
Isoforma 1 de la queratina, tipo I »
KRT13 . . 94 0,5 5x1022
citoesquelética 13

KRT6A Queratina, tipo 11 citoesquelética 6A 139 3,1 0,00000022

ACTGI Actina, citoplasmatica 2 191 -14 0,0000083
Proteina putativa no caracterizada

LOC100290146 55 -1,1 0,0055

DKFZp686G11190
ANPEP Aminopeptidasa N 180 -2,0 0,00000026
ANXA2 Isoforma 2 de la Anexina A2 61 -1,2 0,0092
LOC100126583 Proteina putativa no

LOC100126583 56 2,8 0,0078
caracterizada DKFZp6861.19235

KRT5 Queratina, tipo II citoesquelética 5 311 4,0 0,00000024

EZR Ezrina 100 -1,6 0,0026
Isoforma1 de la lectina unidora de

MASP2 165 -1,9 0,00056

manano serin proteasa 2
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Isoforma alpha-enolasa de alpha

ENO1 112 -2,0 0,0019
enolasa.
APOD Apolipoproteina D 36 -2,6 0,00069
OLFM4 Olfactomedina-4 82 -2.1 0,0041
Proteina 6 de interaccion con muerte
PDCDeo6IP 159 -10,0 0,0000018
cellular programada

Isoformal de la Gamma-
GGT1 . . 150 -3,8 0,00000005
glutamiltranspeptidasa 1

CA2 Anbhidrasa carbdnica 2 54 -2,6 0,00001
Isoforma 1 de la triosafosfato
TPI1 . 77 -24 0,000025
isomerasa.
GSTA1 Glutation S-transferasa Al 05 -1,6 0,00085

Betaina-homocisteina
BHMT 85 -1,8 0,00035
S-metiltransferasa 1

Precursor de la proteina 1 tipo
PODXL . 6l -1,8 0,00035
podocalixina.

Tabla 1. Listado de las 25 proteinas variadas de manera significativa en ND

2.3 Validacion de las proteinas diferenciales por SRM

La me todologia SRM permite la deteccion especifica de proteinas de interés en base a sus
péptidos proteotipicos . Para este estudio de validacion se reclutaron tres nuevos pacientes
y tres nuevos controles (tabla 2, apartado material y métodos) y se efectuaron dos pincha-
zos por muestra. Como muestra la figura 10, la tendencia observada en la fase de descubri-
miento fue confirmada por SRM para MLL3 (con dos transiciones) para AMBP (con dos
transiciones) y para VDAC 1(con una transicion)

MLL3 AMBP VDAC1

Figura 10. Datos obtenidos por SRM para AMBP, transiciones 640-321y 640-354. A. MLL3, transiciones 479-
216y 479-144, B. VDAC 1 transicion 467-491.
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3. MODELO ANIMAL. DESARROLLO DE ND TEMPRANA
EN RATAS.

Se realizé un modelo de ND temprana en ratas Whistar Kyoto mediante la inyeccion de
estreptozotocina (n=5). Un dia antes del sacrificio, a las 8 semanas, se recogio orina de es-
tos animales y de ratas tratadas con el vehiculo de la inyeccién (n=5), que sirvieron como
control sano. En el momento del sacrificio se perfundieron y recuperaron los rifiones de
estos animales para poder evaluar al alteracion del proteoma renal en un estadio temprano
de ND. De este modo y con el andlisis de las orinas recogidas, se persiguio el descubri-
miento de nuevos marcadores moleculares que faciliten un diagnostico temprano y un
seguimiento de la enfermedad o que incluso presenten la posibilidad de ser empleados
como dianas terapéuticas de la misma. Al mismo tiempo el estudio a nivel del tejido nos
permitira conocer en profundidad los mecanismos fisiopatldgicos por los que cursa la ND.

3.1 Caracterizacion del daiio renal en el modelo animal.

Siguiendo la clasificacion histoldgica establecida por la sociedad de enfermedad renal en
2010 [118] y en base a los parametros bioquimicos medidos en sangre en el momento del
sacrificio se clasificé el dano como un dano temprano, ND de clase I1a, ya que se pudo
observar una leve expansién mesangial, un engrosamiento de la membrana basal glomeru-
lar [118], cierta fibrosis intersticial y ligera acumulacion de matriz extracellular. No se
encontraron signos caracteristicos de estadios de afeccién mas severos (expansion me-
sangial severa, esclerosis nodular, etc). Los resultados del andlisis bioquimico mostraron
elevados niveles de urea y nitrogeno ureico (BUN) en la sangre de los animales diabéticos
con respecto a los sanos pero no se encontraron variaciones significativas en los niveles de
creatinina sérica. Todo ello en conjunto indica que se obtuvo un modelo en el que ya existe
un dafio renal provocado por la diabetes sin ser éste todavia un dafio severo (figura 11).
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Figura 11. Imagenes representativas de microscopia éptica de la morfologia del tejido del rindén de ratas sanas

(Al, B, C1) y diabéticas (A2, B2, C2). Aumento 200X. Se evalu6 el daio renal empleando la tincion de hema-

toxilina eosina (Al, A2) y tricrémico de Masson (B1,B2). La tincién de rojo sirio (C1,C2) se utilizé para evaluar

la fibrosis intersticial. La analitica de la sangre mostro diferencias significativas *p<0,0244, en los niveles de
derivados nitrogenados de la urca BUN entre grupos.
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3.2 Analisis porteomico diferencialdel tejido renal por 2D-DIGE

Se llevo a cabo un analisis proteémico diferencial de extractos proteicos obtenidos a partir
de tejido renal de animales sanos y animales con ND temprana.

Se observaron 27 manchas proteicas que presentaban una expresion significativamente
diferencial entre ambos grupos (Tabla 2)(dieciocho manchas protéicas estaban signifi-
cativamente aumentadas y nueve significativamente disminuidas en el grupo diabético al
compararlo con el grupo control)

N¢de lamanchaprotei-  Valor del t-test Average ratio

caen el gel patron.

94 0,001492 -2,0373
112 0,008559 -1,6151
113 0,01204 -2,8571
371 0,04064 -1,7328
640 0,03666 1,6309
774 0,003225 2,3532
781 0,04144 -1,572
859 0,00149 14076
868 0,001578 1,5495
875 0,002592 1,6893
899 0,0005381 1,8545
983 0,01212 1,6147
1017 0,04525 -2,1105
1145 0,004042 -2,9642
1214 0,009165 1,5513
1381 0,007695 1,5901
1401 0,004223 1,5299
1505 0,04532 1,7483
1537 0,005475 1,6495
1572 0,01124 1,5411
1584 0,0007771 1,5078
1597 0,02062 1,5579
1680 0,007775 1,8106
1684 0,003832 -4,5574
1768 0,04444 -1,5498
1804 0,01082 1,5309
1812 0,008982 1,5359

Tabla 2. 27 manchas proteicas con expresion significativamente diferencial, entre grupos.

En la figura 12 se muestran imagenes fluorescentes representativas de los geles de cada
uno de los grupos y del estandar interno en el que estan representadas todas las muestras
en estudio.
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A) Estandar intemmo. B) Diabéticas STZ. C) Control
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Figura 12. Imagenes fluorescentes representativas del proteoma del rifion de rata correspondienetes al estan-
dar interno (A) y alos dos grupos en estudio, gel de rifién de rata diabetica (B) y gel de rifidn de rata control (C).

El gel patron, en base al cual se compararon todas las manchas proteicas de todos los geles
en estudio, se puede observar en la figura 13,A. En él estin marcadas las manchas pro-
teicas diferenciales. En el andlisis de componentes principales (PCA), elaborado con las
manchas proteicas significativamente variadas en el andlisis estadistico de t de Student, se
distingue la correcta separacion de los dos grupos en estudio mediante la primera compo-
nente principal (Figura 13,B).

i

Figura 13. Gel patron del analisis 2D-DIGE en el que las 27 manchas proteicas significativamente variadas es-

tan marcadas con numeros rojos y resaltadas en rosa (A). El andlisis PCA elaborado con las manchas proteicas

significativamente variadas en el analisis estadistico de t de Student muestra una correcta separacion de los dos

grupos en estudio mediante la primera componente principal; vemos en rojo los puntos correspondientes al
grupo diabético y en azul al grupo control (B).
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3.3 Identificacion de las manchas proteicas diferenciales mediante MALDI-TOF-
TOF

Laidentificacion de las manchas proteicas diferencialmente expresadas entre los dos gru-
pos fue realizada a partir de un gel compuesto por una mezcla de proteinas provenientes
de los rifiones sanos y los que presentaban ND con un total de 200 pg de proteina (100 pg
correspondientes a cada grupo). 12 de las 27 manchas proteicas diferenciales pudieron ser
identificadas por espectometria de masas, MALDI-TOF-TOF. En la tabla 3, observamos
la informacion detallada sobre el valor t de student resultante del analisis estadistico, el
ratio calculado para la expresion de las proteinas (el signo positivo indica un aumento y el
negativo una disminucion en los rifiones de las ratas diabéticas respecto a los de las ratas
control), el nimero de acceso de las proteinas, en la base de datos asi como el nombre de
las mismas. Observamos que una de las manchas contenia una mezcla de dos proteinas lo
cual hizo imposible detectar a cual de ellas se debia la variacion.

N°de Mancha IDdela
Valor  Average

proteicaen gel proteina Nombre de la proteina .

i . T-test  ratio
patrén (Uniprot)
040 P62815 Subunidad B de la ATPasa tipo V, isoforma cerebral 0.03 1.6309

P32551and Subunidad 1 del complejo citocromo b-c1 mitocondrial
774 L . 0.003  2.3532
P07335 y Creatina kinasa tipo B.

859 Q86YZ3 Hornerina 0.001 14076
899 P13086 Subunidad b de la succinil-CoA ligasa. 0.0005 1.8545
1214 Q811X6 I-cristalina 0.009 15513
1381 Q68G31 Proteina con dominio de tipo biosintesis de fenacina. 0.007  1.5901
1537 P19234 NADH deshidrogenasa [ubiquinona] flavoproteina 2 0.005 1.6495
1584 P22734 Catecol O-metiltransferasa 0.0007 1.5078
1680 P00787 Catepsina B 0.007 18106
1684 Q03330 Regucalcina 0003  -4.5574
1812 P29266 3-hidroxiisobutirato deshidrogenasa, mitocondrial 0.008 15359

Tabla 3. Proteinas con expresion diferencial en ND detectados por 2D-DIGE e identificadas por espectometria
de masas.

34 Analisis por WB/IHQ/SRM de proteinas diferenciales en tejido, orina y exoso-
mas de orina.

Entre las proteinas diferenciales identificadas, seleccionamos un subgrupo de cuatro pro-
teinas parala validacion por diferentes motivos.
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Laregucalcina o SMP 30 se eligi6 por ser de entre todas las proteinas la que presenta ma-
yor variacion entre grupos (-4,55), I- Cristalina y la subunidad B de la ATPasa tipo 5 (V-
ATPasaB) fueron identificadas en exosomas de orina humana en el analisis LC-MS/MS,
cabo en exosomas de orina humana, motivo por el cual consideramos interesante llevar a
cabo un estudio en mayor profundidad, sobre la expresion diferencial de estas proteinas.
La proteina 3-hidroxiisobutirato dehidrogenasa (HIBADH) se eligié porque no habia sido
previamente descrita en ND.

34.1 Validacion del analisis diferencial en tejido renal por Western Blot.

El analisis proteico diferencial que se llevo a cabo mediante la técnica de Western Blot
corrobord los resultados obtenidos por 2D -DIGE. Encontramos diferencias significa-
tivas en el caso de la regucalcina y misma tendencia de cambio para las demas proteinas
si bien las diferencias no fueron significativas. Se empled la tubulina endégena, como
control interno para la normalizacion de estos resultados (figura 14).
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Figura 14. 25 pg de proteina total por carril, gel 10% acrilamida, n=4.Regucalcina, I-cristalina, V-ATPasaB

e HIBADH muestran una expresion diferencial en el rindn de ratas control y diabéticas. Los datos estan

normalizados en base a la tubulina enddgena. Los datos confirmaron los resultados previos obtenidos por
2D-DIGE. Las barras de error representan el error estandar de la media (SEM). *p=0,021.

3.4.2 Analisis diferencial del tejido renal por técnicas inmunohistoquimicas.

El andlisis inmunohistoquimico (IHQ) mostro la distribucion de las proteinas en el
tejido y permitio llevar a cabo una comparativa del contenido proteico total entre el
tejido de rifidn sano y diabético, corroborando nuevamente la diferencia encontrada
parala expresion de la regucalcinay la tendencia de aumento anteriormente vista para
lal-Cristalinay V-ATPasaB por WBy 2D-DIGE. Figura 15.
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Figura 15. El andlisis inmunohistoquimico mostré una presencia minima de regucalcina en el rifion de las

ratas diabéticas (A2) comparando con la abundancia encontrada en los rifiones de las ratas control (Al).

La tendencia contraria pudo ser observada para la 1-Cristalina (B1y B2) y para V-ATPasa B (C1y C2), pre-

sentando éstas mayor expresion en el rindn de ratas diabéticas que en el de las ratas control y confirmando

asi los resultados obtenidos por otras técnicas. Aumento 200X. Las barras de error representan el error

estandar de lamedia (SEM) *** p= 0.0001. La cuantificacion se realizé empleando el programa informatico
Image Pro-Plus.

34.3 Buasqueda de una fuente de biomarcadores mas acesible: exosomas y orina.

La proteémica de tejidos es una herramienta de gran valor para el descubrimiento de
nuevos mecanismos implicados en el desarrollo de una patologia como la ND. Nos per-
mite estudiar el conjunto de proteinas presentes en el tejido sin hacer una preselecciéon
de potenciales biomarcadores. Sin embargo en terminos de diagndstico y prevencion de
una enfermedad es preciso dar un paso mas. Para lograrlo hemos realizado un estudio
sobre la expresion de este subgrupo de proteinas en una muestra bioldgica mas accesi-
ble como es la orina en general y las microparticulas exosomales aisladas a partir de la
misma, en particular.

La orina es una fuente rica en biomarcadores que se puede obtener de forma sencilla

y muy poco invasiva. Por otra parte los exosomas han adquirido gran relevancia en los
ultimos anos como fuente de estudio y son por ello portadores de gran cantidad de in-
formacion que puede resultar de interés clinico [25, 43]. Ademas se trata de un subpro-
teoma cuyo analisis en comparacion con el de la orina completa facilitaria la deteccion
de proteinas minoritarias que se encuentren en esa fraccion.
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En el estudio que llevamos a cabo mediante la técnica de WB, se emplearon 25 micro-
gramos de proteina total de orina por muestra, concentrada 30 veces en volumen y 10
microgramos de proteina exosomal. Todas las muestras fueron tratadas para la elimi-

nacion de la albumina e IgG .

Vemos en los resultados de la figura 16 como la regucalcina no pudo ser detectada en
orina a pesar de ser mayor la cantidad de proteina total en estudio, Sin embargo ésta se
detectaba claramente al estudiar las proteinas exosomales, extraidas de la orina de las
ratas del grupo control. Entre las proteinas exosomales extraidas de la orina de el grupo
con ND tampoco pudo ser detectada, siguiendo por tanto la tendencia vista en el rinon.
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Exosomas
Orina orina

PM1 2 3 4
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Figura 16. Andlisis de expresion de proteinas excretadas en orinay de exosomas de la orina (WB).Las mues-
tras corresponden a la mezcla de orinas de todos los animales de cada grupo (5 animales diabeticos y 5 con-
troles sanos). Las muestras de exosomas corresponden a exosomas extraidos desde la mezcla de orinas de
todos los animales de cada grupo. A) membrana tefiida con Ponceau como control de carga. B) La regucal-
cina no pudo ser detectada en orina de grupo diabético (carril 1), en la orina del grupo control (carril 2) ni
en los exosomas del grupo diabético (carril 4). Sélo se pudo detectar la presencia de regucalcina en los exo-
somas de orina del grupo control (carril 3), siguiendo la tendencia observada para el tejido. C). Los niveles
de I-cristalina en exosomas del grupo control fueron més elevados que en el grupo diabético. D) V-ATPasaB
solo se pudo detectar en exosomas y presento una mayor expresion en exosomas del grupo control que en
exosomas del grupo diabético. PM; marcadores de peso molecular.

La presencia de I-cristalina en la muestra de exosomas la deteccion era clara, siendo
mayor la expresion en los exosomas obtenidos a partir del grupo control que a partir del
grupo con ND, mostrando por tanto la tendencia opuesta a la observada en tejido.

Lo mismo se observé para la V-ATPasaB en exosomas, mayor expresion en exosomas
control que en los STZ, al contrario de lo observado en tejido. En este caso la proteina
no pudo ser detectada en orina.

HIBADH no pudo ser detectada en ninguna de las muestras.

Observando la membrana tenida con Ponceau vimos que la cantidad de proteina carga-
da en el gel era la misma para para las muestras que estabamos comparando corrobo-
rando los resulltados obtenidos previamente en la cuantificacion proteica.
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3.4.4 Validacion de la expression diferencial de regucalcina en tejido y exosomas
mediante “Selected Reaction Monitoring” SRM.

Envista de los resultados anteriores, la regucalcina se presenta como el candidato mas
robusto a marcador de ND, tanto a nivel de tejido como de Exosomas, dada su diferen-
cia en expresion. Para ahondar en su estudio y evaluar el potencial de la tecnologia de
“selection reaction monitoring” (SRM) en la ND, desarrollamos un método de analisis
de la regucalcina con un equipo de espectrometria de masas, un triple cuadrupolo, aco-
plado en linea con un sistema de nano-cromatografia en modo chip (chip-nLC-(SRM)-
QQQ-MS). Este tipo de andlisis es muy sensible y especifico para la deteccion y cuan-
tificacion de proteinas candidatas a ser biomarcadores y esta basado en la deteccion de
masas de péptidos proteotipicos de una proteinay los fragmentos derivados de estos
precursores. Posibilita la monitorizacion simultinea de multiples masas (proteinas) de
una misma muestra al mismo tiempo.[119] De confirmarse los resultados anteriores,

la metodologia SRM supone una enorme ventaja en cuanto a capacidad de analisis de
un elevado niimero de muestras (“high throughput”), automatizacién y reduccién en el
tiempo global de andlisis.

Se midieron un total de 9 transiciones, correspondientes a 3 péptidos distintos (3 tran-
siciones por péptido de regucalcina). Observamos como la expresion de la regucalcina
en tejido en el grupo de animales con ND (n=4) es menor que en el grupo control (n=4)
(figura 17), observandose una disminucion significativa para la transicion 635.4>638 4
y corroborando la tendencia observada mediante otras técnicas para las demas transi-
ciones.
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Figura 17. Analisis SRM de regucalcina de tejido en un equipo Chip-nLC-QQQ-MS. Se analizaron 3 tran-
siciones de tres péptidos proteotipicos distintos que permitio observar una mayor abundancia en el tejido
sano de rindn que en el patoldgico, “p<0,04.

Estamisma tendencia se vio al analizar la regucalcina en Exosomas. Se midieron 3
transiciones de dos péptidos proteotipicos en una muestra extraida de la mezcla de las
orinas recogidas de cinco animales para cada grupo. Al realizar el analisis se observo
que la regucalcina solo pudo ser detectada en los exosomas del grupo control (figu-
ral8).
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Figura 18. Los exosomas extraidos de la orina del grupo control y del grupo diabetico fueron analizados por
SRM y la regucalcina solo pudo ser detectada en las muestras control.

3.5 Traslacion de resultados a humano. Regucalcina como potencial marcador.

En todos los experimentos llevados a cabo en el modelo animal de ND temprana, pudi-
mos observar que la regucalcina aparece como el candidato mas robusto a marcador de
dicha enfermedad, tanto a nivel de tejido como de Exosomas. Para ahondar en su estudio
y evaluar el potencial real de esta proteina como marcador temprano de ND llevamos a
cabo un analisis por WB en 4 individuos sanos y 4 enfermos de ND. Como se muestra en
la figura 19, pudimos detectar la presencia de regucalcina en todas las muestras de indivi-
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duos sanos, mientras que no obtuvimos sefial en el caso de las muestras de pacientes con
ND, obteniendo por tanto nuevos indicios sobre el potencial de esta proteina como posible
biomarcador para la deteccion temprana de la ND.Comprobamos que efectivamente esa
variacion detectada en el modelo animal era detectable en muestras obtenidas desde orina

humana.
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Figura 19. Analisis diferencial por WB de la expresion de regucalcina, en exosomas de orina humana. 15 pg de
proteina total por carril, gel 14% de acrilamida, n=4.
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La nefropatia diabética (ND) es una de las principales complicaciones causadas por la
Diabetes Mielitus y es la causa mas comun de enfermedad renal en estadio terminal. La
deteccion temprana de riesgo de ND antes de que un dano renal avanzado haya ocurrido
supondria un gran avance en la lucha contra esta enfermedad. L consecucion de este
objetivo, hasta el momento, sigue pendiente ya que se trata de una patologia muy compleja
y gran parte de los eventos que generan dano estructural en el rindn ocurren de manera
silente.

La proteémica ha sido aplicada a la busqueda de biomarcadores en ND con anterioridad,
siendo la orina el fluido bioldgico mas estudiado ya que puede reflejar el estado fisio-pato-
l6gico del rindn y se puede obtener en grandes cantidades de manera no invasiva [66, 67].

Gracias a estos estudios se han identificado interesantes moléculas candidatas a ser em-
pleadas como biomarcadores clinicos, algunas de ellas como por ejemplo el colageno de
tipo I'V o la Cistatina C estan siendo evaluadas en ensayos clinicos. También se han llevado
a cabo diversos estudios a partir de tejido renal de biopsias humanas o modelos animales y
en los tltimos anos ademas el estudio de microparticulas de orina provenientes del rifion,
tales como los exosomas ha ganado importancia en el estudio de enfermedades renales'y
ha generado un gran interés en la comunidad cientifica internacional. Sin embargo, hasta
este momento nunca se ha abordado el estudio de los exosomas desde un punto de vista
protedmico en relacion con la ND. Ya que debido a la proteinuria que presenta la orina de
dichos pacientes, la aplicacion de métodos de aislamiento de exosomas supone una gran
dificultad anadida no resuelta hasta el momento.

En esta tesis doctoral, se ha abordado el estudio de la ND desde dos puntos de vista distin-
tos. Por un lado se ha llevado a cabo por primera vez un analisis cualitativo y cuantitativo
del conjunto de proteinas que componen los exosomas de orina, como un subproteoma de
la misma, en el contexto de la ND. Los exosomas suponen un 3% del proteoma de la orina,
por tanto el estudio de este subproteoma facilitara la deteccion de proteinas minoritarias
presentes en la orina que no serian facilmente detectables al estudiar el proteoma comple-
to. Por otra parte estas microvesiculas se generan en las células epiteliales del tibulo renal
y en los podocitos y pueden aportar informacion directa del estado fisio-patoldgico del
rindn, mientras que la orina al ser un filtrado del plasma refleja cambios en el rifién pero
también en el resto del organismo.

Por otra parte hemos estudiado el tejido renal de animales diabéticos que todavia no han
desarrollado la ND hasta grados que permitan llevar a cabo su deteccion, por los métodos
empleados en la practica clinica de rutina. Este estudio nos ha permitido detectar cambios
anivel de expresion proteica en un estadio temprano de la enfermedad dando lugar a una
serie de posibles biomarcadores tempranos de la misma. Es la primera vez que se aplica

la metodologia de 2D-DIGE al estudio del tejido renal en estadios tempranos de ND. Por
otra parte, las técnicas desarrolladas para el aislamiento y estudio de los exosomas han
sido aplicadas con éxito en las muestras de orina de estos animales que presentaban ND en
estadios tempranos, pudiendo asi corroborar datos obtenidos en el estudio del tejido renal.
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1.  ANALISIS DE EXOSOMAS DE ORINA HUMANA DE
INDIVIDUOS SANOS Y PACIENTES CON NEFROPATIA
DIABETICA: METODOS DE AISLAMIENTO Y
DEPLECION DE PROTEINAS MAYORITARIAS
CONTAMINANTES.

Los exosomas son vesiculas membranosas 40-100 nm de diametro, de origen endocitico,
con forma de copa y una densidad de flotacion en gradiente de sacarosade 1,10 a1,19 g/
cm?®. Estas vesiculas son liberadas al espacio extracelular en condiciones fisiologicas y
patoldgicas, por diversos tipos celulares tales como células dendriticas, reticulocitos, linfo-
citos B, varios tipos de células madre, células epiteliales o endoteliales [10-16]. Es posible
aislar exosomas de cultivos celulares asi como de distintos fluidos bioldgicos como sangre
y orina.

Para llevar a cabo un buen estudio protedémico de exosomas, hay que tener muy en cuen-
ta el grado de pureza de las muestras y el rendimiento obtenido en el aislamiento. Ello
depende principalmente de dos factores: por un lado la forma en que se trata la muestra de
orina, desde el punto de vista de la recogida y conservacion, y por otro lado del método de
aislamiento empleado. Para la recogida, almacenamiento y descongelacion de la muestra
se siguieron las directrices publicadas por Zhou et al. [101].

11  Métodos de aislamiento

Se probaron dos métodos distintos para el aislamiento de exosomas de orina, uno basa-

do en ultracentrifugacion y otro basado en un reactivo comercial llamado Exoquick®. El
primer método es un método largo, requiere una media de 4 horas de trabajo experimental
para la extraccion de exosomas de una muestra, un gran volumen inicial (100 ml) e ins-
trumental y material especificos (ultracentrifuga, rotores, tubos de ultracentrifuga). El
segundo en cambio es un método sencillo y requiere poco tiempo de trabajo experimental
permitiendo el aislamiento de una muestra en aproximadamente 1 hora de trabajo, el volu-
men inicial de muestra es pequefio (1 ml) y no requiere instrumental especifico ni maqui-
naria compleja [99] pero supone un elevado gasto econémico.

Dentro del método de aislamiento por ultracentrifugacion se probaron 2 variantes, una
que incluia un paso de enriquecimiento en la recuperacion de exosomas y uno que no.

La proteina Tamm-Horsfall (THP) o uromodulina es la proteina mas abundante en orina
y a bajas temperaturas tiende a formar agregados dando lugar a grandes redes poliméricas,
entre las que los exosomas pueden quedar atrapados. Al llevar a cabo centrifugaciones a
baja velocidad, estas redes poliméricas tienden a precipitar, arrastrando con ellas parte de
los exosomas presentes en la muestra. El paso de enriquecimiento aplicado al método de
ultracentrifugacion consiste en reducir esta proteina para deshacer las redes que forma,
solubilizarla y recuperarla junto con los exosomas que han precipitado atrapados por las
redes en la centrifugacion de baja velocidad; este paso se llevo a cabo siguiendo el protoco-
lo descrito [46].
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Las dos variantes del método de ultracentrifugacion dieron lugar a buenos resultados en
cuanto a rendimiento proteico, permitiendo su comparacion mediante el estudio de los
perfiles bidimensionales obtenidos para ambos extractos. Se pudo observar que el patron
de manchas proteicas era el mismo para ambas muestras (Resultados, figura 1A y 1B),
pudiendo apreciarse un mayor numero de manchas y mayor abundancia proteica en el gel
obtenido con la muestra a la que se habia aplicado el paso de enriquecimiento, indican-

do una mayor recuperacion proteica. Se quiso descartar que ese mayor rendimiento se
debiera a una mayor recuperacion de proteinas sedimentadas en el paso de centrifugacion
abaja velocidad, ya que al resuspender el precipitado y reducirlo para despolimerizar la
THP, resuspendemos y tratamos junto a éste los restos celulares y proteinas sedimentadas
de la orina, aunque se repite el paso de centrifugacion después del tratamiento, quisimos
descartar que este proceso favoreciera una mayor recuperacion de proteinas no exosoma-
les . Al comparar el perfil bidimensional del proteoma aislado por este método (Resultados
figura 1B) con el obtenido para el proteoma completo de la orina (Resultados, figura 1C) se
pudo comprobar que los perfiles eran muy distintos y que el enriquecimiento obtenido con
el paso de reduccion se debia por tanto a una mayor recuperacion de exosomas.

Los experimentos llevados a cabo para el aislamiento de exosomas empleando el reacti-
vo Exoquick” no dieron lugar a resultados satisfactorios. La cuantificacion proteica en el
precipitado obtenido por este método indicaba que no se habia conseguido aislar correc-
tamente la fraccion exosomal, cuando se partio de 1 ml de orina (como indica el fabrican-
te), ni cuando se partié del doble de volumen inicial para intentar mejorar los resultados.
Cuando este reactivo se empleo para aislar exosomas desde la orina de pacientes con ND
si se visualizaban proteinas; el perfil proteico obtenido (Resultados, figura 2 A) era distinto
al obtenido cuando el aislamiento se llevaba a cabo mediante métodos de ultracentrifuga-
cion, mas parecido al proteoma de la orina patoldgica (Resultados, Figura 2, B). Todos los
resultados obtenidos mediante el empleo de esta mezcla de polimeros indican que a pesar
de que este reactivo esté disefiado para favorecer la precipitacion de exosomas, no es muy
efectivo al ser aplicado a muestras de orina y ademas provoca una precipitacion inespeci-
fica de proteinas solubles mayoritarias presentes en la orina de pacientes con proteinuria,
por lo que el uso de este reactivo quedo descartado para experimentos sucesivos.

Asi, mediante el procedimiento basado en ultracentrifugacion previamente descrito se
consiguid aislar el subproteoma exosomal de la orina, conseguimos poner a punto un
método para el adecuado estudio de este mediante 2D-PAGE, Este estudio nos permitio
corroborar mediante una nueva técnica el beneficio que supone aplicar el método de en-
riquecimiento para aumentar la recuperacion exosomal asi como descartar el aislamiento
mediante el método Exoquick® para este tipo de muestras. La puesta a punto del método
2D-PAGE ademas abre la puerta a un futuro estudio de dichas muestras por 2D-DIGE.

1.2 Deplecion de albiminay THP.

Al analizar la fraccidon exosomal de la orina de pacientes con ND, comprobamos que la
proteinuria asociada a este tipo de patologias suponia un serio problema a la hora de llevar
a cabo un estudio protedmico, ya que la presencia de una gran concentracion de proteinas
provoca una adhesion o coprecipitacion de éstas (especialmente de la albtimina) junto

ala fraccion exosomal aislada. Esta coprecipitacion ademas de complicar la deteccion e
identificacion de proteinas minoritarias, impedia la comparacion de los perfiles proteicos
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obtenidos mediante 2D -PAGE a partir de muestras de individuos sanos y patoldgicos por
presentar estos perfiles muy distintos entre ellos.

Ademas existe otro problema que afecta a la cuantificacion a la hora de llevar a cabo cual-
quier analisis comparativo entre grupos; la cantidad de proteinas exosomales cuantificadas
sera distinta para los distintos grupos, ya que en las muestras patoldgicas se cuantificara
gran cantidad de albiumina haciendo que la representacion de proteinas exosomales en
dichas muestras sea menor que en las muestras de individuos sanos en las que toda la can-
tidad cuantificada correspondera a proteinas exosomales.

Para superar estas dificultades hemos puesto a punto un protocolo éptimo, combinando
un paso de deplecién/ecualizacion de albtimina con el aislamiento de exosomas por ultra-
centrifugacion compatible con el posterior analisis por 2D-PAGE y LC-MS/MS.

Gracias a la aplicacion de este protocolo sobre todas las muestras en estudio, conseguimos
obtener proteomas comparables entre grupos y pudimos aumentar la capacidad de de-
teccion e identificacion proteica hasta en un 60% (como se comentara mas adelante). La
mayoria de los estudios publicados hasta el momento sobre comparacion de métodos para
el aislamiento de exosomas de orina, abordan el analisis partiendo de muestras de orina
sana sin proteinuria [10, 98, 120]. Como alternativa al método que nosotros proponemos
sOlo existe un estudio publicado en 2010 que abordaba esta misma problematica [100]. En
este estudio se evalud una variante del método de ultracentrifugacién que incluia un paso
posterior de purificacion de la muestra precipitada mediante cromatografia de exclusion
por tamaiio, obteniendose preparaciones mas limpias [100]. Al igual que en nuestro caso,
en este estudio se observd que al llevar a cabo el aislamiento de exosomas por ultracentri-
fugacion, el precipitado exosomal presentaba una importante contaminacion de proteinas
solubles abundantes en la orina con proteinuria (albtiimina principalmente). Analizaron
también la orina de controles sanos anadiendo una cantidad de albiimina similar a la que
se encuentra en orina de pacientes con proteinuria, pudiendo comprobar que los proble-
mas en el aislamiento eran los mismos que al llevarlo a cabo en orina de pacientes con
proteinuria, ya que en este caso el precipitado exosomal presentaba también grandes
cantidades de albiimina que no eran propias de las microvesiculas. Se desconoce cual es el
mecanismo, especifico o inespecifico, que lleva a la coprecipitacion de estas proteinas so-
lubles. Los exosomas pueden contener albtimina pero la mayor parte de la que detectamos
en la muestra después de la precipitacion corresponde a una coprecipitacion de proteinas
solubles no exosomales que ha de ser eliminada para llevar a cabo una comparacién entre
muestras sanas y patoldgicas [100].

En el analisis por LC-MS/MS realizado en exosomas de orina de controles y pacientes,
que se presenta en esta tesis, fuimos capaces de detectar la albiimina en las muestras de
ambos grupos a pesar de haberla deplecionado en todas las muestras (Resultados, tabla#),
observando una mayor presencia de esta proteina en muestras de pacientes que en las

de controles. Es importante destacar que la etapa de deplecion se lleva a cabo antes de
procerder al lisado de los exosomas. Asi, en el analisis protedmico diferencial es posible
detectar albumina a pesar de la deplecion, ya que durante su formacion éstos pueden eng-
lobar albumina citoplasmatica en su interior. Este hecho puede deberse a que las proteinas
filtradas en el glomérulo se reabsorben a lo largo de la nefrona, quedando acumuladas en
el citoplasma de las células tubulares. Este acimulo serda mayor en las células tubulares de
pacientes con un mal funcionamiento glomerular, ya que serda mayor la cantidad de protei-
nas mayoritarias reabsorbidas por estas células (entre ellas, albtimina) [100]. Por tanto, la
fraccidon exosomal proveniente de orina de pacientes podra contener mayor cantidad de
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albiimina que la de controles (como hemos podido observar) pero en este caso se tratara
de albtimina propia de la fraccion en estudio y no de la albiumina contaminante eliminada
antes del lisado exosomal.

LaTHP es la proteina mas abundante en la orina de individuos sanos. Esta proteina
polimeriza formando redes de gran tamano que pueden co-precipitar con los exosomas al
llevar a cabo el aislamiento por ultracentrifugacion [46], dando lugar a una contaminacion
de este precipitado exosomal y pudiendo impedir la deteccion o identificacion de proteinas
menos abundantes. Por estos motivos se plante6 la necesidad de deplecionarla. Los resul-
tados obtenidos tras la deplecion de THP mediante reducion con DTT del precipitado de
exosomas y nueva ultracentrifugacion permitian obtener un precipitado exosomal mas
limpio [97] pero implicaban una pérdida considerable de rendimiento en la recuperacion
de proteinas exosomales. Se vio ademas que la deplecion de THP no era igual de eficiente
en todos los casos, siendo incompleta en la mayoria de ellos y dependiente de la muestra
de partida; la efectividad del tratamiento era por tanto distinta en cada caso y generaba
perfiles proteicos no reproducibles. Por todo ello y considerando que la THP no es una
proteina propia de un estado patoldgico provocado por la ND, sino que debe estar pre-
sente de modo no diferencial entre grupos (como efectivamente observamos en los datos
obtenidos en el estudio comparativo entre muestras. Resultados tabla#), y que la pérdida
de abundancia proteica experimentada al llevar a cabo este paso podia perjudicar la de-
teccion de proteinas minoritarias, no consideramos beneficioso el tratamiento. Por todos
estos motivos este paso de deplecion no fue incluido en el protocolo definitivo

1.3 Confirmacion de la identidad exosomal, mediante microscopia electronicay
western blot.

Pudimos confirmar un correcto aislamiento de exosomas de orina, empleando técnicas de
microscopia electronica. Comprobamos que el tamaiio de las microparticulas detectadas
era el esperado para los exosomas (40-100 nm), asi como la ausencia de microvesiculas de
mayor tamano y observamos también que estos presentaban la tipica forma de copa des-
crita en la literatura. Ademas por WB pudimos detectar Alixy Tsg 101 mediante el empleo
de anticuerpos especificos. Estas dos proteinas participan en el proceso de biogénesis de
los exosomas|[121] y son por ello consideradas marcadores especificos de estas microve-
siculas [25]. La proteina de membrana de reticulo endoplasmatico rugoso calnexina que
podria estar presente en la membrana de microvesiculas con distinto origen al exosomal
no pudo ser detectada en la fraccidén exosomal aislada por ultracentrifugacion por lo que
podemos considerar que son los exosomas los que conforman mayoritariamente la frac-
cion aislada y que por tanto el método de aislamiento puesto a punto en esta tesis doctoral
es apropiado para el estudio proteémico de la misma.

A partir de los datos aportados podemos concluir que, en la presente tesis doctoral hemos
desarrollado una estrategia perfectamente compatible con el protocolo de enriqueci-
miento para el aislamiento de exosomas, descartando la deplecion de THP por no resultar
beneficiosa en el tipo de estudio que nos ocupa, hemos desarrollado un método para la
deplecion de albiumina que permite eliminar la albimina adherida a las muestras sin dafiar
laintegridad de los exosomas que permite ademas la obtencion de muestras mas limpias.
Este protocolo de deplecion de albumina es mas rapido y sencillo que la aplicacion de

SEC alternativa ya descrita con anterioridad para la deplecion de albiimina en muestras
exosomales. En definitiva se ha desarrollado un protocolo que ha permitido llevar a cabo
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la comparacion entre exosomas de orina de individuos sanos y de pacientes con ND por
primera vez.
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ANALISIS DIFERENCIAL DEL PROTEOMA DE
EXOSOMAS DE ORINA HUMANA: ALTERACION DEL
PROTEOMA EN ND.

Analisis diferencial por nLC-MS/MS (Orbitrap”)

2.1.1 Analisis cualitativo

Empleando la metodologia 6ptima descrita con anterioridad se llevo a cabo por vez
primera un analisis del perfil protedémico de los exosomas de orina asociado a un estado
sanoy ala ND. Se aislaron exosomas de 5 muestras de orina de controles sanosy de 5
muestras de individuos con ND.

La deplecion de albumina previa al analisis por nLC-MS/MS permitié detectar un
mayor nimero de proteinas, como se ha comentado en el apartado 1.2 incrementando
de un 30 aun 60 % el numero de proteinas identificadas. Asi queda de manifiesto que
la estrategia de deplecién de albtimina puesta a punto en la presente tesis doctoral,
favorece claramente la deteccion e identificacion de un niimero mayor de proteinas,
favoreciendo ampliamente el estudio del proteoma de exosomas de orina.

Mediante el andlisis por LC-MS/MS en un instrumento Orbitrap “ se identificaron
inequivocamente 562 proteinas (Ver tabla #) con un minimo de 2 péptidos identifica-
dos por proteinay un 99% y un 95% de confianza de proteina y péptido respectivamen-
te. De las 562 proteinas identificadas, 207 habian sido previamente identificadas en
exosomas de orina, 108 habian sido identificadas en exosomas de distinto origen'y 244
no habian sido previamente descritas en exosomas (datos basados en la literaturay en
labase de datos Exocarta [25], “www.exocarta.org®). Asi pudimos concluir que hemos
constatado la presencia de 352 nuevas proteinas en exosomas de orina desonocida
hasta este momento. Esta gran cantidad de datos supone una importante aportacion al
conocimiento actual sobre la composicién proteica de los exosomas de orina en general
y en el contexto de la ND en particular.
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562 Proteinas identificadas Funciones principales de

las proteinas identificadas

SDescritas en exosomas de orina

¥ Enrmas

B Dpscritas on exosomas de distinio origen

" Proteinas transportadoras
"o previarmenbe descrilas en exosomas

® Regulacidn iranscripcional

B Tripsina, albumina y THP

Estableciendo un valor de corte mas restrictivo, de 3 péptidos identificados por protei-
na, pudimos identificar 254 proteinas (ver tabla). 239 de estas 254 proteinas, pudieron
ser mapeadas y clasificadas empleando el programa “Ingenuity Pathway Analysis®
(IPA).

Se vio que 90 proteinas eran proteinas citoplasmaticas, 61 se localizaban en el espacio
extracelular, 44 en la membrana plasmatica y 30 eran proteinas nucleares. 78 de ellas
eran enzimas (22 peptidasas, 10 kinasas y 1 fosfatasa), 22 eran proteinas transportado-
rasy 12 eran proteinas de regulacion transcripcional. Es interesante destacar ademas
que 41 de las proteinas identificadas en este estudio por LC-MS/MS forman parte de
forman parte de mecanismos moleculares implicados en el desarrollo y funcién de del
sistema renal y uroldgico.

44 Protleinas 80 Proteinas
de membrana — ciloplasmaticas .‘ 30 Proteinas

nuckaares.

61 Profeinas del
B5PACcD
axiracelular

La composicion proteica de los exosomas varia dependiendo del origen celular de los
mismos, aunque existe un grupo de proteinas conservado para todos los exosomas, con
independencia del origen celular. Existen una serie de proteinas detectadas con fre-
cuencia en exosomas que han podido ser identificadas en este estudio. Hemos iden-
tificado representantes de la familia Rab como, Rab 5, Rab 10, Rab 7A, ELKS/Rab 6
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interacting protein. Estas proteinas representan la mayor familia de pequeiias GTPasas
que regulan procesos de acoplamiento y fusion en las membranas plamaticas y fu-

sion de membranas de los exosomas [37]. En distintos estudios sobre la composicion
exosomal, se han visto también con mucha frecuencia distintos tipos de anexinas que
participan en mecanismos de trafico y fusion de membranas. En este estudio hemos
detectado anexinas como la Anexinal, 2, 3,4, 5, 6 y 11. Ademas, hemos identificado la
proteina CD9 de la familia de las tetraspaninas, con elevada presencia conocida en exo-
somas. Por otro lado, se han identificado proteinas de la familia “heat shock” también
caracteristicas de los exosomas como HSP90, HSP70, HSPp1. En la literatura esta
descrito ademas que los exosomas presentan una serie de enzimas metabdlicas y como
la aldolasa B, enolasal, alcohol deshidrogena (NADP+), GSTP1, periredoxinas, etc.
que han sido identificadas en este estudio. Completan el listado, entre otras, proteinas
ribosomales (como RPS27A), proteinas transmembrana (como LAMP1), proteinas

de sefalizacion, ATPasas (ATP6V1A, ATP6VIBI, ATP6VIC1, ATP2B3, ATP2C1,
ATP7B), proteinas del citoesqueleto (como actinas, tubulinas, ezrina, etc.) y ubiquiti-
nas [25] todas ellas caracteristicas de exosomas.

2.1.2 Analisis cuantitativo: “Label-free”

El analisis cuantitativo libre de marcaje mostrd un panel de 25 proteinas significativa-
mente variadas en ND (Resultados, tabla#). Entre estas 25, las variaciones observadas
en el estudio “label-free” para el precursor de amicroglubulina/bikunina (AMBP), la
histona-lisina-N- metil transferasa 3 (MLL3) y el canal aniénico selectivo dependiente
de voltaje 1 (VDAC1) pudieron ser validados por SRM en una cohorte independiente
de pacientes con las mismas caracteristicas clinicas (Material y métodos, tabla 2).

La AMBP es una proteina de membrana, una glicoproteina secretada con actividad
inhibidora de serin proteasas que se expresa constitutivamente en higado y rifién [122].
La presencia de AMBP en exosomas de orina ha sido descrita con anterioridad [10] y
la variacion observada en los niveles de la misma en orina se ha visto relacionada con
la diabetes, encontrandose una menor expresion de esta proteina en orina de pacien-
tes diabéticos de tipo 2 frente a muestras de orina control [123] (tendencia opuesta a

la detectada en exosomas en el estudio que aqui se presenta). La implicacion de esta
proteina en otras enfermedades renales como el dafio por isquemia /reperfusion (I/R)
también ha sido descrita con anterioridad. En esta patologia se ha visto que la admi-
nistracion de adrenomodulina (AM) /AMBP puede atenuar significativamente el dafio
en el rifiéon mediante una disminucién de la respuesta inflamatoria [124] (los niveles
de TNFarenal y sérico disminuyen significativamente tras el tratamiento con AM /
AMBP). Estos datos en I /R sugieren que el aumento de los niveles de AMBP en el
rifndn puede ejercer un efecto protector. En base a los datos recogidos en la literatura,
hipotetizamos que el descenso en los niveles de AMBP en orina de pacientes diabéti-
cos documentado con anterioridad podrian estar relacionados con un descenso de la
secrecion hepatica de AMBP al torrente sanguineo, mientras que el aumento de AMBP
en exosomas de pacientes con ND observado en este trabajo podria estar relacionado
con un aumento de la expresion de la misma en células tubulares como un mecanismo
protector en contra de los procesos desencadenados por la enfermedad. Asi, esta pro-
teina detectada en exosomas estaria siendo liberada desde el rifién, bien como produc-
to de una incorporacion aleatoria de esta proteina a los exosomas, en mayor cantidad
en pacientes debido a una mayor produccion de la misma como respuesta al daio, o, al
contrario, a través de una incorporacion selectiva dando como resultado la eliminacion
de esta proteina con efectos protectores como consecuencia de los mecanismos por los
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que cursa la enfermedad y con un efecto por tanto perjudicial en los pacientes. Seria
necesario llevar a cabo nuevos ensayos, con un mayor ntimero de pacientes y distintas
pruebas en tejido (QPCR, THQ, etc.) para poder confirmar las hipotesis aqui plantea-
das, pero creemos que es interesante destacar la modulacion en la expresion de esta
proteina en relacion con el daio renal y el descubrimiento del aumento de sus niveles
en exosomas de orina de pacientes con ND, ya que su estudio en profundidad podria
llevarnos a un mejor entendimiento de la enfermedad asi como a un tratamiento mas
efectivo.

La histona-lisina-N- metil transferasa 3 (MLL3) también conocida como proteina de
leucemia mieloide/linfoide de linaje mixto, es una histona metiltransferasa capaz de
metilar la lisina 4 de la histona H3, una diana especifica en la activacion transcripcional
para la modulacion epigenética [125]. MLL3 es el componente central del complejo
MLL2/3 también conocido como ASCOM. Este complejo ASCOM es un coactivador
de receptores nucleares implicado en la activacion transcripcional [125-127]. En este
estudio pudimos detectar MLL3 solamente en las muestras exosomales de los pacien-
tes con ND (se pudo identificar en 4 de las 5 muestras), mientras que no fue posible
identificarla en ninguna de las muestras control. Consideramos por tanto que esta pro-
teina se encontraba aumentada en los exosomas de orina de pacientes y esta tendencia
pudo ser confirmada por SRM. Ademas de MLL3, pudimos identificar en exosomas de
orina otras proteinas con capacidad de regular la expresion génica como MLL1 y ML1L4
(también identificadas Ginicamente en muestras de paciente). Estos hallazgos refuerzan
laidea existente sobre el importante papel de los exosomas en la mediacion de la comu-
nicacion intercelular [38-42, 44|. En estudios previos se ha podido secuenciar el gen de
MLL3 en exosomas de distinto origen [128] pero esta es la primera vez que se identifica
la proteina MLL3 en exosomas.

Larelacion de MLL3 con la ND ha sido previamente descrita en un estudio genético

de células periféricas de sangre. Mediante el empleo de analisis por la metodologia

de microarrays pudieron ser detectados 50 genes funcionales responsables de la ND;
de entre estos 50 genes, 14 destacaban por su fuerte sobre-expresién siendo el gen de
MLL3 uno de ellos [129]. Por otro lado la sobreexpresion de la proteina MLL3 ha sido
relacionada con procesos de adipogénesis y con la expresion del receptor de activado de
proliferacion de peroxisomas PPARg [126]. El tejido adiposo funciona como un érgano
endocrino, secretando hormonas y citoquinas que pueden regular el metabolismo de
otros tejidos. Asi, los adipocitos tienen un importante papel en la regulacion del balance
energético y la adipogénesis se encuentra por tanto fuertemente ligada a enfermedades
metabdlicas como la diabetes [130]. Se sabe que PPARg juega un importante papel

en la fisiopatologia renal. Los agonistas de este receptor ejercen efectos protectores

en contra de varias enfermedades renales, entre ellas la ND, daio renal por isquemia,
nefropatia IgA, dafos renales asociados a quimioterapia, rinén poliquistico y enfer-
medades renales asociadas con el envejecimiento. Se cree que los agonistas de PPARg
son efectivos retrasando e incluso previniendo la progresion las enfermedades renales
mentadas, especialmente de la ND en la que PPARg es considerado como una prome-
tedora diana terapéutica [131]. Por otro lado, el cointegrador-2 de sefial de activacién
transcripcional (ASC-2), es un coactivador transcripcional para multiples factores
entre los que se incluye PPARg y su actividad esta asociada a la metilacién de la lisina
4 de la histona H3, llevada a cabo por MLL3 o su homoélogo MLL4 formando parte del
complejo ASCOM. Existen evidencias por tanto de que la proteina MLL3 juega un
importante papel en procesos de adipogénesis, aiin cuando su papel especifico sigue
siendo una incognita. Se ha sugerido que ASCOM-MLL3 y ASCOM-MLIL4 probable-
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mente tienen una funcion crucial aunque redundante para la adipogénesis dependiente
de complejos PPARg [126].

El canal anidénico selectivo dependiente de voltaje 1 (VDAC 1) también conocida

como porina 1, ha sido identificada con anterioridad en exosomas de orinay en exo-
somas secretados por células B [132]. En este estudio comparativo por nLC-MS/MS
detectamos esta proteina inicamente en las muestras del grupo control y obtuvimos
los mismos resultados cuando analizamos una nueva cohorte de muestras por SRM;

en este caso s6lo pudimos detectar un péptido proteotipico en las muestras control

que no pudo ser detectado en las muestras patologicas. VDAC 1 es una proteina de la
membrana externa mitocondrial, presente también en la membrana plasmatica [133],
que adopta una configuracion abierta a potencial O o menor de cero y cerrada a poten-
ciales en torno a los 30-40 mV; la conformacion abierta presenta una débil selectividad
anidnica mientras que la conformacién cerrada es cation-selectiva [134, 135]. Esta
proteina esta presente en células cardiacas, hepaticas, renales y en células de muasculo
esquelético. La VDAC 1 presente en la membrana plasmatica es una ferricianida reduc-
tasa NADH dependiente, con funciones que afectan a la regulacion del crecimiento y la
muerte celular, estando putativamente implicada en la regulacion de la apoptosis a tra-
vés de su actividad oxido-reductasa [136]. La VDAC 1 mitocondrial funciona como una
puerta de control para la entrada y salida de metabolitos mitocondriales, controlando
por tanto la comunicacion cruzada entre la mitocondriay el resto de la célula. VDAC 1
también tiene un papel clave en la apoptosis por via mitocondrial, ya que parece encon-
trarse en un punto en el que convergen diversas senales de muerte y supervivencia celu-
lar a través de su asociacion con distintos ligandos y proteinas como gelsolina (también
detectada en exosomas en este estudio), Bel-xL, calcio y ROS [137]. Gelsolinay Bel-xL
son dos proteinas con actividad anti-apoptotica, capaces de prevenir cambios mitocon-
driales apoptdticos como la liberacion del citocromo C. Ambas pueden ejercer dicha
accion a través de su union a VDAC 1 mediante el cierre del canal ya que en la literatura
queda recogido que el bloqueo de la actividad VDAC 1 resulta en una inhibicion de la
apotosis [138]. Por otra parte, la regulacion de la expresiéon de VDAC 1y VDAC 2 ha
sido previamente descrita en relacién con la ND. En un estudio realizado con ratas
tratadas con estreptozotozina (STZ), se observé que la expresion de estas proteinas
eramayor en los rinones de las ratas enfermas que en los de ratas sanas. La expresion
alterada de estas proteinas, se asocio a cambios en la funcién del tubulo intersticial,

en la estructura de los podocitos asi como a la apotosisis mitocondrial implicada en el
desarrollo de la ND [84]. Nuestros resultados, apoyados en los datos publicados para
VDACI enrelacion con la ND y la apoptosis, sugieren que podria haber una mayor tasa
de apoptosis en el rindn patoldgico que en el sano, hecho que se traduce en una elimina-
cion de VDAC1 via secreccion exosomal regulada negativamente, es decir, eliminacion
menor en el rindn patoldgico. Asi esta proteina solo estara siendo secretada en con-
diciones fisioldgicas en las que la tasa de apoptosis es menor y por ello solo es posible
detectarla en las muestras de individuos sanos.
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3. ANALISIS PROTEOMICO DIFERENCIAL DEL TEJIDO
RENAL EN ESTADIOS TEMPRANOS DEND.

Esta aproximacion protedmica permitié detectar las diferencias exisitentes entre el tejido
renal sano y el tejido renal de ratas en un estadio temprano de ND, mediante un estudio
general sin llevar a cabo una preseleccion de proteinas candidatas [64, 139].

Para ello se empled un a modelo animal basado en el uso de STZ como toxico parala
destruccion de las células {3 pancreaticas, impidiendo asi la sintesis de insulina y por tanto
generando diabetes mielitus de tipo I a estos animales. Las ratas STZ diabéticas han sido
ampliamente empleadas como modelo para el estudio del daiio en organos humanos como
consecuencia de la diabetes, ya que estos animales desarrollan diversos danos como por
ejemplo ND de manera muy similar a como ocurre en humanos [140, 141]. Se sabe que el
dano severo de los organos comienza a partir de la octava semana desde que se tratan los
animales con STZ [84], por lo que ese es el momento que se eligié para llevar a cabo el
sacrificio, cuando el daiio ha comenzado pero sin dejar que avance hasta estadios severos.
Se opto por el estudio de un estadio temprano de la enfermedad ya que permitira encon-
trar marcadores de enfermedad que aparezcan antes que la albuminuria. Nuestro objetivo
ademas era intentar detectar los biomarcadores candidatos que derivasen de este analisis
en fuentes mas directas y faciles de adquirir que el tejido renal, como son la orina y los
exosomas de orina ya que podran ser mas ttiles a la hora de llevar a cabo un diagnostico
clinico, prevenir un dano irreversible o elegir un tratamiento mas adecuado para cada caso.

Este analisis diferencial del tejido renal, nos permitié encontrar un subgrupo de 27 protei-
nas con una expresion significativamente diferencial entre tejido renal sanoy el patologi-
co, 11 de estas proteinas pudieron ser identificadas. Entre estas proteinas selecionamos un
subgrupo de 4 proteinas para llevar a cabo un estudio en mayor profundidad. Se escogie-
ron estas cuatro por distintos motivos, la regucalcina o SMP-30, por ser la que mostraba
mayor variacion entre grupos (-4,55) , la I-cristalina o L-gulonato 3-dehidrogenasay la
Subunidad B de la ATPasa tipo V, las escogimos porque habian sido previamente identen-
tificadas en exosomas en nuestro estudio por LC-MS/MS y 3-hidroxiisobutirato deshi-
drogenasa, mitocondrial (HIBADH) porque nunca habia sido descrita en el contexto de la
ND.

La tendencia a la variacion observada en el esudio de DIGE pudo ser confirmada para
todas ellas por WBy para 3 de ellas por inmunohistoquimica. Sélo la regucalcina mostro
datos significativos en dicha validacion, permitiendo confirmar la clara diferencia en la
expresion de la misma y perfilandose como el candidato mas potente para ser considerado
un marcador de enfermedad temprana.

Se pudo observar que la expresion de de la proteina marcadora de senescencia-30 (SMP-
30) o regucalcina estaba muy disminuida en el rindn de las ratas con ND. Esta proteina
es una molécula multifuncional implicada en la regulacion de la homeostasis celular del
Ca2+, en la sintesis del ascorbato y en la regulacion del estrés oxidativo [142,143]. La
regucalcina se expresa de manera constitutiva en higado y rindn y su expresion disminuye
con la edad de manera independiente al sexo [144]. Se ha observado que la regucalcina
esta implicada en la disfuncion de las células {§ pancreaticas, que su ausencia genera una
deficiencia en los mecanismos de secrecion de insulina [145] y que contribuye a un em-
peoramiento de la tolerancia de la glucosa observada habitualmente con la edad [146]
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Se ha visto también, en concordancia con nuestros datos, que un aumento en los niveles
de glucosa provoca un descenso de los niveles de regucalcina en las células endoteliales
[147]. Se sabe ademas, que las citoquinas implicadas en la ND tales como TNFay TGFp1,
provocan una disminucion de los niveles de ARNm de regucalcina en células tubulares en
cultivo [148] y existen evidencias sobre el papel protector que desempena la regucalcina
ante el dano renal [149]. La sobreexpresion de esta proteina suprime la apoptosis, la tran-
sicion epitelio-mesenquimal inducido por TNFay TGFp1 en celulas tubulares en cultivo.
Es ademas capaz de inhibir la activacion transcripcional de NF-Kappa beta inducida por
la NO sintasa inducida por TNF [150]. Otros estudios proteémicos han identificado un
descenso en la expresion de la regucalcina en muestras de tejido con daino nefrotoxico
[151-154] y su ARNm ha sido previamente sugerido como marcador del mismo [151-154].
Sin embargo, no se habia descrito hasta la fecha ninguna herramienta que permitiera mo-
nitorizar la regucalcina del rifién. Nosotros demostramos en la presente tesis doctoral que
los exosomas aislados desde orina podrian ser dicha herramienta, ya que hemos consegui-
do identificar por primera vez la regucalcina en exosomas de orina. Pudimos detectar esta
proteina con una expresion menor tanto en tejido renal como en exosomas de rata diabé-
tica al compararlas con las muestras de los animales sanos, generando por tanto un medio
adecuado para monitorizar el estado del rindn a través de una muestra de facil adquisicion
como son los exosomas. En cambio cuando se quiso detectar regucalcina en orina, ésta

no pudo ser detectada ni en orina normal ni en la diabética (ni siquiera concentrando las
muestras 30 veces) por WB.

Laimportancia de estos prometedores resultados en exosomas de rata, se vio reforzada al
llevar a cabo el analisis de la presencia de regucalcina en exosomas humanos por WB, ya
que pudimos detectar la regucalcina en exosomas de indivuos sanos, mientras que no fue
posible detectarla en exosomas de paciente. Aunque es necesario llevar a cabo mas expe-
rimentos empleando distintas técnicas para confirmar estos resultados, el descubrimiento
de la presencia de regucalcina en los exosomas de orina humana de individuos sanos y no
de pacientes con ND, ofrece la posibilidad de monitonizar cambios biomoleculares de re-
levancia clinica atribuidos a dicha enfermedad, eventos que tienen lugar en el tejido renal
y que son detectables sin necesidad de recurrir a técnicas invasivas como una biopsia. Este
hallazgo podria suponer un gran paso en la medicina translacional desde la investigacion
basica a la clinica, facilitando la posibilidad de llevar a cabo un diagnéstico temprano

Entre las proteinas con expresion significativamente variada identificadas en este estudio
encontramos la I-cristalina o L-gulonato 3-dehidrogenasa, cuya expresion se encontré
aumentada en el tejido renal de ratas diabéticas. Esta enzima cataliza la reaccion de dehi-
drogenacién del L-gluconato a deshidro-L-gulonato en el ciclo del uronato, que funciona
como ruta alternativa a la via metabolica de la glucosa suponiendo alrededor de un 5% del
catabolismo diario de la glucosa. Ademas la I-cristalina es una enzima importante en el
control del flujo metabdlico de la formacion del acido ascorbico o xilitol. La acumulacion
de xilitol y la excrecion del mismo a través del rifidn parece ser una caracteristica comin
observada en tejido danado asociado con diabetes asi como la deplecion de mioinositol en
el tejido. La inica via para el catabolismo del miositol es la via de la glucoronato-xilulosa,
en la que la miositol oxigenasa (MIOX) cataliza su conversion a acido D-glucoronico y
en pasos posteriors a xilitol. Se cree que el xilitol induce una sobre expresion de MIOX
mediante un mecanismo de retroalimentacion positiva, explicando por tanto la deplecion
de miositol que ha podido ser observada en otros trabajos [155]. Todos estos datos son co-
herentes con el aumento de expresion de I-cristalina en rinones de rata con ND detectado
en este trabajo, ya que este aumento de la I-cristalina puede contribuir a elevar los niveles
de xilitol como consecuencia de la activacion de MIOX y la deplecion del mioinositol del
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tejido. Es interesante comentar que en trabajos que se han llevado a cabo con anterioridad
en nuestro laboratorio pudimos detectar bajos niveles de mioinositol excretado en orina
de pacientes con enfermedad renal cronica al compararlos con los niveles presentados en
orina de donantes sanos (datos en proceso de publicacion). La presencia de l-cristalina en
los exosomas de orina ha sido recientemente descrita [52]. En este trabajo, hemos detecta-
do esta proteina en los exosomas de la orina con una tendencia opuesta a los observados en
el tejido renal; 1a proteina l-cristalina estaba aumentada en los exosomas de los animales
sanos.

De manera similar la subunidad B ATPasa tipo V (V-ATPasa B) que se encontro sobre
expresada en tejido de ratas con ND, se detectd con mayor expresion en exosomas de ratas
control. La V-ATPasa es una enzima altamente expresada en la membrana plasmatica de
células epiteliales del rindn y en las membranas de los organulos intracelular implicados
en vias de secrecion y de degradacion [156]. Estd implicada también en la regulacion del
pH extracelular mediante el transporte de protones a través de la membrana plasmatica.
Se sabe que mutaciones en genes que codifican isoformas especificas como la Bl o la A4 de
la V-ATPasa en humanos, son responsables de la acidosis tubular renal hereditaria [157].
La acidosis metabdlica es un trastorno frecuente en los pacientes diabéticos [158]. Un
aumento de los niveles de esta proteina puede deberse a un mecanismo de compensacion
para tratar de reestablecer los niveles acido-base normales. Otro importante papel de la
V-ATPasa en la célula es el de la acidificacion de los compartimentos intercelulares, este
fendmeno es clave en los eventos de trafico vesicular, reciclaje de la membrana plasmatica
y vias de degradacion en las células. En este sentido, la V-ATPasa tiene una funcion vital
en lavia endociticay en la via de degradacion lisosomal en las células epiteliales del tubulo
y probablemente en muchos otros tipos celulares [159, 160]. Nuestro estudio muestra la
presencia de V-ATPasa en exosomas urinarios [52], y esta proteina podria jugar un papel
relevante en los procesos exociticos que llevan a la liberacion del contenido exosomal al
espacio extracelular.

La tendencia opuesta observada en los exosomas de orina, comparada con la tendencia
observada en el tejido para l-cristalina y V-ATPasa, puede ser debida a una disminucion de
la exocitosis de estas proteinas como consecuencia del dafio provocado por la patologia.
Este descenso en la exocitosis por via exosomal de estas dos proteinas se traduce en un
aumento de la presencia de las mismas en el tejido diabético, por otro lado lo que puede
estar ocurriendo es que estas proteinas jueguen un papel activo en contra del dano tisulary
que por tanto su eliminacion por via exosomal esté inhibida no como consecuencia directa
de un mecanismo propio de la enfermedad sino como una respuesta fisiologica en contra
de la misma.

Durante la invaginacion de la membrana en los cuerpos multivesiculares (MVB), parte del
citoplasma queda incorporado de manera aleatoria en el interior del exosoma. Hipotetiza-
mos, que siendo mucho mayor la presencia de regucalcina en las células del rindn sano que
en las del enfermo, la regucalcina se incorporara de manera inespecifica con mucha mayor
frecuencia a los exosomas en células del rindn sano que del rinon diabético. En cambio en
el caso de I-cristalinay V-ATPasa creemos que esta incorporacion no tiene lugar de mane-
ra inespecifica sino que ocurre de manera selectiva pudiendo estar alterada la via que lleva
a su incorporacion como consecuencia de mecanismos patoldgicos o como consecuencia
de mecanismos protectores del tejido frente al dafio tisular que esta teniendo lugar en el
rindn. Es importante destacar también que en el estudio comparativo libre de marcaje,
llevado a cabo para comparar exosomas humanos de individuos sanos con pacientes de
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ND, lal-cristalinay la V-ATPasa, solo pudieron ser detectadas en muestras de individuos
control, coincidiendo con los datos revelados por este estudio.

Regucacina

V-ATPasa B V-ATPasa B l

A-Cristalina . A-Cristalina

Proteinas detectadas en este estudio.

| Proteinas detectadas otros estudios. |
I l Aumento o disminucion en ND
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En esta tesis doctoral se ha conseguido poner a punto por primera vez un protocolo
que ha permitido llevar a cabo un estudio cualitativo y cuantitativo del proteoma
exosomal obtenido a partir de orina de individuos sanos y de pacientes con nefro-
patia diabética con elevados niveles de proteinuria.

. Ladeplecion de albtiimina co-precipitada con los exosomas ha permitido: A) la

comparacion no dirigida entre muestras sanas y patoldgicas y B) el aumento hasta
en un 60% del nimero de proteinas detectadas por muestra.

Hemos identificado 352 nuevas proteinas en exosomas de orina cuya presencia en
este tipo de muestras era desconocida hasta este momento. En particular, hemos
identificado un panel de 41 proteinas exosomales que forman parte de mecanismos
moleculares implicados en el desarrollo y funcién de del sistema renal y urolégico

El analisis cuantitativo libre de marcaje nos ha permitido establecer, un panel de
25 proteinas significativamente variadas en nefropatia diabética; este hallazgo
supone el descubrimiento de un potencial panel de marcadores en una muestra de
facil acceso.

El descubrimiento y la validacion de la variacion en la expresion de: el precursor
de amicroglubulina/ bikunina (AMBP), la histona-lisina-N- metil transferasa 3
(MLL3) y el canal aniénico selectivo dependiente de voltaje 1 (VDAC]1) es de gran
interés para la traslacion de la investigacion basica aqui reocogida a la préactica
clinica.

. Laidentificacion en exosomas de orina de MLLL3, MLL1 y MLL4 como proteinas

con capacidad de regular la expresion génica, refuerza la idea existente sobre el
importante papel de los exosomas en la mediacion de la comunicacion intercelular.

Se ha identificado un panel de 11 proteinas diferencialmente expresadas en tejido
renal sano y patoldgico en un modelo animal de nefropatia diabética en estadios
tempranos.

Laregucalcina es un potente marcador temprano de nefropatia diabética, cuya
variacion en tejido renal puede ser detectada en exosomas de orina gracias a las
técnicas puestas a punto en esta tésis doctoral, abriendo una puerta a la deteccion
temprana de la nefropatia diabética, en una muestra de facil acceso.
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