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La poliquistosi renal autosomica dominant (PQRAD) és una malaltia hereditaria freqient i
amb un gran impacte en el pacient i en el sistema sanitari. El seu pronostic depén
principalment de la progressio a malaltia renal cronica, i molts pacients acaben precisant
tecniques renals substitutives (TRS) en algun moment de la vida. L’evolucio de la malaltia
renal en la PQRAD millora amb un diagnostic precog i amb un correcte control dels factors

gue afecten la progressid, com la hipertensio arterial i les complicacions renals.

Malgrat aix0, encara no disposem de cap biomarcador que permeti un diagnostic precog i

una aproximacio a l’evolucio que presentaran els pacients.

Les vesicules extracel-lulars (VEs) son petites particules derivades de les cel-lules que
contenen proteines, acids nucleics i lipids propis de la cel-lula d’origen. Es troben a
practicament tots els liquids biologics (plasma, orina,...) i s’han descrit com a possible font

de biomarcadors de diverses patologies, incloses les nefrologiques.

En aquest treball hem comparat descendents de PQRAD amb funcid renal normal pero
quists (grup PQ) i amb descendents de PQRAD sans (grup S), i hem descrit un patré
proteomic on destaquen setze proteines sobreexpressades en els pacients amb poliquistosi
renal. D’aquestes proteines remarquem la guanine nucleotide-binding protein subunit
gamma-7 (GNG7) i I'ADP-ribosylation factor 6 (ARF6) per la seva relacio amb la
fisiopatologia de la poliquistosi renal, a través de la inhibicié de la via mTOR i de la relacid
amb I'actina i el citoesquelet, respectivament. També hem detectat cinc proteines presents

en els controls sans pero absents en el grup PQ

Aquest patré ha permes detectar un control sa que presentava una proteomica similar al
grup PQ. Aquesta pacient no presentava quists a |'ecografia renal en el moment de la presa
de mostra d’orina i tampoc es disposava de mutacio detectada a I'estudi genétic familiar.
El patré proteomic ens va permetre fer un diagnostic de sospita que es va confirmar
mitjancant estudis amb ressonancia magnética, nou anys abans del que s’hagués

diagnosticat si al pacient hagués fet el cribratge habitual.
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Per tant, sembla que el patrd descrit podria ser util com a biomarcador per un diagnostic
preco¢ de la PQRAD, permetent iniciar abans els controls i canvis adients en estil de vida, i

en els casos indicats, un tractament més precog.
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Autosomal dominant polycystic kidney disease (ADPKD) is a common hereditary disease
with a great impact on the patient and the health care system. The progression of chronic
kidney disease is the most important prognostic factor. Most of patients need dialysis or
kidney transplantation throughout life. The evolution of kidney disease in ADPKD is
improved with early diagnosis and proper control of the factors that affect progression,

such as high blood pressure and kidney complications.

However, we do not have a biomarker that allows an early diagnosis and an approximation

to the disease prognostic.

Extracellular vesicles (EV) are small particles derived from cells containing proteins, nucleic
acids and lipids similar to those of the origin cell. They are found in most biological liquids
(plasma, urine...) and have been described as possible biomarkers of various pathologies,

including kidney diseases.

In the present thesis we compared ADPKD descendants with normal renal function but
cysts (PQ group) with healthy descendants of ADPKD (S group). We described a proteomic
pattern with sixteen overexpressed proteins in patients with ADPKD. Of these proteins we
highlight the guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7 (GNG7) and the ADP-
ribosylation factor 6 (ARF6) for its relationship with the physiopathology of ADPKD, through
the inhibition of the mTOR pathway the first and the relationship with actin and
cytoskeleton the other. We also detected five proteins in healthy controls but absent in the

PQ group.

This pattern has allowed the detection of a healthy control that presented a proteomics
similar to the PQ group. This patient did not present cysts in the renal ultrasound neither
genetic mutation detected in her family. With this suspected diagnosis we performed a
magnetic resonance that confirmed the presence of cysts, nine years earlier than the

screening schedule.

Therefore, it seems that the pattern described could be useful as a biomarker for an early
diagnosis. This allows us to adapt the follow up and make some changes in lifestyle and

begin an early treatment in some cases.

29






OIDDNAOYLNI L







1.1 POLIQUISTOSI RENAL AUTOSOMICA DOMINANT

1.1.1 Definicid i historia

La poliquistosi renal autosomica dominant (PQRAD) és una malaltia quistica hereditaria®.
Es una patologia multisistémica perd amb una important implicacié renal. Aquesta
afectacid es caracteritza per I'aparicié de quists renals bilaterals que provoquen un gran
augment de volum del ronyd i una fibrosi al voltant dels quists renals, que desemboca en
una malaltia renal cronica (MRC) i que en la majoria dels casos acaba requerint técniques
renals substitutives (TRS) entre la quarta i la setena década de la vida?3. A més, presenta
afectacions d’altres organs com per exemple el fetge, el pancrees, els vasos sanguinis o el

cor entre d’altres, que es mencionaran més endavant.

Al llarg de la historia apareixen multiples referéncies a quists als ronyons tant en autopsies
humanes com en animals, pero no és fins al 1841 quan es va descriure per primera vegada
per Pierre Rayer I'aparicio de quists bilaterals. Al 1888 Felix Lejars la va anomenar per
primera vegada “polycystic kidney disease” a la seva tesi doctoral, descrivint els quists
renals bilaterals i remarcant que no es tractava Unicament d’una condicié anatomo-
patologica, sind que implicava una simptomatologia identificable. Al 1899 Steiner va
descriure les primeres bases genétiques de la PQRAD, tot i que es van trigar encara molts
anys a entendre el tipus d’heréncia, i de fet no va ser fins al 1994 quan es va identificar el
gen PKD-1, el causant més freqiient de la PQRAD* i encara a I'actualitat no es coneixen

totes les mutacions i gens afectats.

1.1.2 Manifestacions cliniques

Tot i que en la majoria de casos I'afectacié renal és la més important, la PQRAD és una
malaltia multisistémica. Les formes de presentacid clinica poden variar molt entre cada
pacient. Les principals manifestacions cliniques es mostren a la Figura 1, es poden dividir
en afectacions quistiques (quists hepatics, pancreatics, aracnoidals, de tiroides, de
vesicules seminals,...) i no quistiques (aneurismes cerebrals, valvulopaties, disseccions i

aneurismes vasculars, diverticles colonics, hérnies abdominals, bronquiectasies,...)°.
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L’afectaciod renal inclou des de defectes de concentracié urinaria (amb nicturia, poliuria i
pol-laciuria) fins a deteriorament de la funcid renal i MRC, a més d’altres complicacions
associades com: hipertensié arterial (HTA), infeccio dels quists o del tracte urinari, dolor,

sagnat i hematuria, nefrolitiasis o compressions extrinseques a d’altres organs®.

@—— Aneurismes intracraneals
Quists tiroidals

Aneurismes i disseccions d'aorta
Bronquiectasies ——M8 —M—— . ) X
\ Prolapse mitral i altres valvulopaties
AN
Quists hepatics A Quists pancreatics
- Afectacio renal

~

Diverticulosis colonica ——-( } !
N

; : ) —— — Hérniesabdominals
Quists a vesicules seminals —— —— ’

Figura 1: principals manifestacions cliniques de la PQRAD.

1.1.2.1 Complicacions urologiques o renals

El creixement dels quists renals esta associat a diverses complicacions que comporten tant
una alta morbiditat i mortalitat dels pacients, com un augment de la despesa sanitaria. A
més, aquestes complicacions s’associen a una progressio del deteriorament renal més

rapida, especialment si es donen abans dels 35 anys.
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Les complicacions renals son molt variades i la seva aparici6 i frequéncia pot canviar molt

entre pacients, alguns no presenten cap complicacié renal i d’altres presenten gran

guantitat d’episodis al llarg de la seva vida.

Aquestes complicacions inclouen:

35

a)

b)

d)

e)

f)

g)

h)

Hematuria: en moltes ocasions és el primer simptoma de la PQRAD. Molt
freqlientment és macrohematuria recurrent. Pot ser precipitada per infeccions del
tracte urinari, nefrolitiasis, exercici o traumatismes moderats. També pot ser
deguda a ruptura dels quists o a una hemorragia intraquistica, tot i que no és molt
freqlient. El risc d’hematuria és més elevat en pacients amb ronyons molt grans,
hipertensié o deteriorament de la funcié renal®.

Dolor abdominal o lumbar: pot ser secundari a compressio de les estructures veines
o per estirament de la capsula renal.

Altres simptomes de compressio pel gran volum renal com la sacietat precog o els
vomits de repeticid, que poden, fins i tot, arribar a causar un quadre de desnutricid
en pacients amb volums renals molt elevats’.

Carcinoma de cel-lules renals: és una complicacié infreqlient. S’ha de sospitar quan
hi ha hematuria persistent amb simptomes constitucionals o quan es visualitzen
masses solides, que capten contrast o quists complexes. El seu diagnostic és més
complex que en la poblacié general ja que la clinica és similar a la de la mateixa
PQRAD i és més dificil de visualitzar-se a les proves d’imatge per culpa dels quists®.
Defectes de concentracié urinaria: que inclouen nicturia i poliuria, especialment a
mesura que progressa la malaltia renal®.

Infeccid del tracte urinari: pot tractar-se de la infeccid d’un quist, pielonefritis
aguda o cistitis.

Nefrolitiasis: es ddna aproximadament en el 20% dels pacients i solen estar
compostes d’acid dric i/o oxalat calcic'®.

Hipertensid arterial (HTA): és una de les complicacions més freqlients, podent-se
trobar al voltant del 60% dels pacients que presenten PQRAD, abans fins i tot del
deteriorament de la funcid renal'l. A més, és una de les complicacions amb més

implicacions cliniques, ja que és un biomarcador que s’ha relacionat amb la



progressié de la malaltia? i que implica major risc d’esdeveniments cardiovasculars

i complicacions cardiologiques com la hipertrofia de ventricle esquerre.

1.1.2.2 Manifestacions extra-renals

Les manifestacions extra-renals son molt variades entre els diferents pacients, tant en

freqUiéncia d’aparicio com en la seva gravetat. Aquestes manifestacions es classifiquen en

quistiques i no quistiques.

Les principals formes cliniques d’afectacid extra-renal sén tipus quistic son:

a)

b)

d)

Malaltia quistica hepatica: és la manifestacié extra-renal més freqiient, fins a un
90% dels pacients la presenten. Es tracta de quists, habitualment simples i solitaris,
al parenquima hepatic. La majoria de vegades s’acompanya d’hepatomegalia pero
amb funcid hepatica conservada i parenquima hepatic normal. En algunes ocasions
pot generar complicacions com dolor, sacietat precog, reflux gastro-esofagic,
dispnea o ortopnea?®3. Els factors de risc de presentar una malaltia quistica hepatica
més severa és el sexe femeni, 'administracié d’estrogens o els embarassos.

Quists pancreatics: més prevalents en pacients amb PQRAD tipus 2 i habitualment
asimptomatics'4.

Quists a vesicules seminals: es poden trobar fins a un 40% dels pacients i pot ser
causa d’infertilitat®.

A nivell abdominal: malaltia diverticular, hérnies abdominals.

Les principals formes d’afectacid no quistiques sén:
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a)

Aneurismes intracraneals: la seva prevalenca varia en les diferents series entre 9 i
12%. Es més freqiient en pacients amb historia familiar d’aneurismes intracraneals
o accident vascular cerebral hemorragic. Habitualment sén asimptomatics. El risc
de ruptura augmenta en pacients fumadors, amb malaltia renal cronica o

aneurismes de mida gran. No es recomana screening a tots els pacients PQRAD, sind



només a aquells amb historia familiar o personal d’aneurismes, ansietat important
o algunes feines amb riscs especials®®.

b) Altres anomalies vasculars: disseccions d’aorta, d’arteries cervico-cefaliques o
coronaries?’.

c) Afectaciod cardiaca: el més freqlient és el prolapse de la valvula mitral, pero també

podem trobar altres valvulopaties com insuficiéncia mitral, tricuspidia o aortica'®.

1.1.3 Epidemiologia

La PQRAD és una malaltia que apareix a tot el mdn i sense diferencia entre etnies. A nivell
mundial, es considera que més de 12 milions de persones pateixen PQRAD. La prevalenca
de la PQRAD esta molt discutida i varia molt en funcio de les séries analitzades. Globalment
es considera una prevalenca entre 32 i 68 pacients de cada 100.000 persones tant als Estats
Units com a la Unid Europea®®?°. Si ens fixem en Espanya, no hi ha dades concretes de
prevalenca estimada, tot i que segons les dades del Registre Espanyol de 2018, la malaltia
poliquistica és la quarta causa d’entrada a TRS, amb un 12,48%, després de la diabetis
mellitus, les nefropaties no filiades i les causes vasculars. Aquesta incidéncia d’entrada en
TRS per PQRAD s’ha mantingut molt estable durant els darrers 13 anys segons el mateix

Registre, com es mostra a la Figura 22*.
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Figura 2: Evolucid de la incidéncia d’entrada en TRS segons les diferents causes de patologia
renal. Dades de I'informe anual de dialisi i trasplantament de la Sociedad Espafiola de Nefrologia
2018%

ERP: enfermedad renal primaria. PNC/NIC: pielonefritis cronica/nefropatia intersticial crénica.

A nivell de Catalunya, la PQRAD representava el 7.9% dels pacients que havien iniciat TRS
durant entre els anys 1984 i 2009 segons un analisi realitzat pel Registre de Malalts Renals
de Catalunya?’. D’acord amb el seu darrer informe (2018) les malalties hereditaries
representen la cinquena causa d’incidencia de TRS i la quarta causa de prevalenga de TRS,
com es pot veure a la Figura 3. Dintre d’aquestes causes hereditaries o familiars, la PQRAD

representa més d’un 85% dels casos®3.
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Figura 3:Incidéncia i prevalenga de TRS segons la malaltia renal primaria. Dades del Registre de
Malalts Renals de Catalunya 2018%,

1.1.4 Genetica

La PQRAD és una malaltia genética i fenotipicament heterogénia. Té una heréncia
autosomica dominant amb penetrancia completa. Aproximadament el 80% dels casos es
tracta d’una mutacio en el gen PKD1 i el 15% al gen PKD2. També es coneixen altres gens

alterats en menor freqliencia i es calcula que un 5% sén mutacions espontanies.

El gen PKD1 es troba localitzat al brag curt del cromosoma 16 (16p13.3) i codifica per la
proteina poliquistina 1. Aquest és causant de la PQRAD tipus 1 i confereix un pitjor

prondstic, requerint inici de TRS als 58 anys de mitjana?*.

Els pacients que presenten PQRAD tipus 2 tenen una mutacio al gen PKD2, localitzat al brag
llarg del cromosoma 4 (4g22.1) codifica la proteina poliquistina 2 i presenta un curs més

larvat, precisant TRS als 79 anys de mitjana, o en alguns casos no arribant a necessitar-la%.

Malgrat aixo, hi ha un 5-10% dels casos on la mutacié no es detecta en aquests dos gens

classics i per tant, cal buscar altres possibles gens implicats.

Recentment s’ha descrit el gen GANAB que codifica per la subunitat a de la glucosidasa ll,

localitzat al brac llarg del cromosoma 11 (11g12.3) i que podria explicar fins a un 18% dels
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casos en els que anteriorment no s’havia localitzat cap mutacié. Aquest gen, aparentment
provoca una PQRAD amb un pronostic moderat pero amb més afectacio hepatica que les
provocades per PKD1 o 2%, Hi ha una nova mutacié contrasentit al gen DNAJB11 que s’ha
descrit en 5 families, i que és la causant d’'una combinacié de PQRAD i malaltia renal tubul-
intersticial autosomica dominant amb ronyons de mida normal i fibrosi intersticial
progressiva amb insuficiéncia renal d’inici tarda?®. Altres gens que s’han relacionat amb
malaltia quistica hepatica també s’han associat amb menor freqiiéncia a PQRAD com SEC63

o PRKCSH.

Els tres gens principals es mostren a la Figura 4%7.
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Figura 4: Localitzacid dels gens PKD1, PKD2 i GANAB en els respectius cromosomes. Genetics
Home Reference?’
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1.1.5 Fisiopatologia

La PQRAD es considera una ciliopatia, és a dir, una patologia que afecta principalment als
cilis primaris. Els cilis sén microtubuls que protueixen de la superficie de la majoria de
cel-lules i que, basats en la seva funcio, es poden dividir en cilis mobils o primaris. Aquests
ultims son una organel-la primaria similar a una antena amb funcions relacionades amb la
mecanotransduccid i son els afectats en la PQRAD?. La principal alteracié en la PQRAD es
troba a les poliquistines, que sdn unes proteines que es localitzen de manera predominant
als cilis de la membrana apical de les cel-lules renals epitelials i que sdn necessaries per tota

una série de vies de senyalitzacio relacionades amb I’epiteli renal?®.

La poliquistina-1 (PC1) i la poliquistina-2 (PC2) sén les proteines codificades pels gens PKD1
i PKD2 respectivament. PC1 és una glicoproteina associada a la membrana i PC2 pertany a
una subfamilia de canals receptors transitoris de potencial, la seva estructura es mostra a
la Figura 5. Les interaccions entre aquestes dues proteines tenen un paper clau en les vies

de senyalitzacié per a la correcta tubulogénesi®.

La PC1 és una proteina de 460kDa i 4303 aminoacids amb I'estructura d’un receptor o
molecula d’adhesid. Esta formada per un sector extracel-lular N-terminal, onze dominis
transmembrana i una regié C-terminal intracel-lular3'. Aquesta ultima regié és la que
interactua i modula I'activitat de PC2 i el complex format per totes dues, té un paper basic
en la regulacio del calci intracel-lular, percebent i traduint I’estimulaciéo mecanica dels cilis

en una entrada de calci32.
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Figura 5: Diagrama de les proteines poliquistina-1 i poliquistina 232

La PC2 és un canal cationic no selectiu amb elevada permeabilitat al calci. A més de trobar-
se a la membrana cel-lular interactuant amb PC1, es pot trobar al reticle endoplasmatic, on
interactua amb dos receptors que controlen [I'alliberaci6 de calci dels diposits

intracel-lulars: els receptors de trifosfat d’inositol i els de rianodina32.

La majoria de pacients amb PQRAD presenten mutacions genétiques que alteren una
d’aquestes proteines, tot i aixo es creu que és precisa un segon esdeveniment per perdre
I’heterozigositat i que s’inicii la formacié de quists renals®3. Les Gltimes teories defensen
gue PC2 contribueix a la maduracié de PC1, i que els nivells de PC1 sén determinants per a
la quistogénesi, és a dir, que s’inicia la formacié de quists quan la concentracié de PC1 o
PC2 baixen per sota d’un llindar®*. La disminucié o pérdua de PC1 o PC2 provoca una
disminucio del calci intracel-lular, i aix0 provoca un increment de |'activitat de I'adenil
ciclasa tipus 5i 6 i una reduccié de I'activitat de la fosfodiesterasa 1, que desemboquen en
un augment de AMP ciclic. Els nivells alts d’AMP ciclic intracel-lular provoca una activacid
de la fosfoquinasa A que a través de diverses vies, com la MAPK, mTOR, Wnt o STAT3

desencadena un augment de la proliferacid i de la secrecio de fluid mediat per I'aquaporina,
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que acaba provocant I'aparicié dels quists®. Tot aquest mecanisme queda reflectit en la

Figura 6, extreta de la revisié realitzada per Cornec-Le Gall et al. al 2019.
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Figura 6: fisiopatologia de la PQRAD. A: Els gens PKD1 i PKD2 codifiquen per les proteines PC1 i
PC2. B: Senyalitzacio intracel-lular de les cél-lules de I'epiteli tubular en pacients amb PQRAD®.

AC: adenylyl cyclase. ADPKD: autosomal dominant polycystic kidney disease. cAMP: cyclic
adenosine monophosphate. CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance regulator. MAPK:
mitogen activated protein kinase. mTOR: mammalian target of rapamycin. PC: polycystin. PKA:
phosphokinase A. SSTR: somatostatina receptor. STAT3: signal transducer and activator of
transcription. V2R: vasopressin-1receptor. Wnt: wingless/integrated.

El pas de fluid a I'interior dels tubuls provoca que aquests es dilatin formant sacs plens de
liquid derivat del filtrat glomerular. L’expansié d’aquests sacs acaba causant la separacio
dels quists del tubul d’origen. A partir d’aqui el quist ja independent es continua omplint

de liquid gracies a la secrecié transepitelial i la proliferacié de cél-lules epitelials quistiques.

Aquesta expansio quistica provoca a més canvis parenquimatosos, entre els quals destaca
I"acumulacié de substancies proinflamatories com citocines, I'activacié del sistema del
complement i I'augment de macrofags. Tot aixo estimula I'expansié de la matriu
extracel-lular, incloent el col-lagen I, Ill, IV i V i la fibronectina. Aquesta resposta

immunitaria s’ha observat que ja pot apareixer abans o durant la formacié de quists i que,
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a més de ser un retro alimentador pel creixement quistic, produeix fibrosis renal que és la

que acaba provocant el deteriorament de la funcié renal3®.

1.1.6 Diagnostic

Actualment el principal métode diagnostic per la PQRAD son les proves d’imatge. El més
utilitzat és I'ecografia renal, ja que es tracta d’'una exploracio segura per al pacient i cost-
efectiva, que permet detectar quists renals a partir d’'un centimetre de diametre3’. Per
realitzar el diagnostic per uns criteris ecografics unificats, s’utilitzen els criteris modificats
de Ravine o criteris de Pei, que es mostren ala Taula 1, i que tenen en consideracié variables
com el nombre de quists, I'edat i la historia familiar®®. Com a alternativa, la tomografia
computeritzada (TC) i la ressonancia magnética (RM) sén técniques més sensibles, pero
tant pel cost com per altres factors técnics (la radiacio del pacient en el cas del TC, la baixa
disponibilitat d’aparells de RM,...) no s’utilitzen de rutina, quedant el seu Us limitat en
determinats pacients com els que es planteja tractament medic amb antagonistes del

receptor de la vasopressina, els que presenten complicacions,...3”

Taula 1: Criteris de Pei o modificats de Ravine.

Criteris de Pei: per a pacients amb genotip desconegut i historia familiar positiva:

Tres 0 més quists renals (unilaterals o bilaterals) en pacients de 15 a 39 anys.

Dos o més quists a cada ronyd en pacients de 40 a 59 anys.

Quatre o més quists a cada ronyd en pacients de més de 59 anys.

La preséncia de menys de dos quists renals descarta la malaltia en pacients de més de 40 anys.

A més de les proves d’imatge, per al diagnostic i sobretot per establir en pronostic de la
patologia es tenen en compte criteris analitics (com el descens del filtrat glomerular) i

troballes cliniques (hipertensio, dolor, hematuiria,...).

En casos de presentacid atipica, es pot realitzar estudi genétic, perd no esta indicat en la
majoria de pacients sind només en pacients que compleixen certs criteris, mostrats a la

Taula 2%°. S’han descrit més de 1500 mutacions diferents als gens PKD1 i PKD2, aquesta
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heterogeneitat al-lelica comporta una gran dificultat per a I'estudi genétic, si bé les
innovacions en genomica i els panells de seqiienciacié obren noves opcions per facilitar el
diagnostic genétic d’aquests pacients.

Taula 2: Criteris per a realitzar estudi genétic en pacients diagnosticats o sota sospita de presentar
PQRAD

Criteris per realitzar estudi genétic:

Familiars de PQRAD valorats com a possible donant de ronyd.

Pacients sense antecedents familiars de PQRAD pero amb malaltia poliquistica.

Pacients amb diagnostic per la imatge poc clar o atipic (asimetria, poca nefromegalia,...)

Pacients amb evolucio discordant respecte la resta de familiars afectes.

Pacients que desitgen assessorament genetic, sobretot diagnostic preimplantacional

Pacients on sigui necessari per a valorar la velocitat de progressio per iniciar tractament.

1.1.7 Factors pronostics

El pronostic de la PQRAD ve principalment determinat pel deteriorament de la funcid renal.
La taxa de filtracié glomerular es manté estable durant els primers anys d’evolucié de la
malaltia, malgrat 'augment progressiu de volum dels quists i dels ronyons, pero un cop
s’estableix el deteriorament de la funcié renal i el pacient presenta malaltia renal cronica,
el deteriorament del filtrat glomerular pren un ritme de descens d’entre 4.4 i
5.9ml/min/any de mitjana®. L’inici i progressio de la MRC és molt variable entre pacients;
en alguns casos precisen TRS abans dels 40 anys, mentre que en d’altres poden no

necessitar-la en cap moment de la vida.

Aquesta gran variabilitat fa que els pacients i les families estiguin especialment preocupats
pel seu risc de progressio, i que sovint sigui complex donar-los una resposta. A més, la
recent aparicié de tractaments medics encaminats als pacients anomenats “rapids
progressadors”, és a dir, que es preveu que presentaran un deteriorament de la funcié
renal més precog, fa que cada cop sigui més important poder fer una aproximacio acurada

al pronostic de la malaltia.

45



Els principals factors que influeixen en la velocitat de progressié de la MRC, i per tant en el

pronostic renal i del pacient sén:

1.1.7.1 Factors genetics

Com hem comentat anteriorment, s’"han descrit diversos gens implicat en la PQRAD i el gen
afectat té una clara relacié amb el pronostic de la malaltia. Les mutacions al gen PKD1, a
més de ser més freqilients, provoquen una evolucié més rapida de la funcié renal amb una
entrada a TRS als 58 anys de mitjana, mentre que els pacients que presenten mutacions al
gen PKD2 entren a TRS de mitjana als 79 anys?*. En el cas dels altres gens, com el GANAB,
al ser menys freqlients i més recentment descoberts, no hi ha dades clares de quin és el

seu pronostic renal, tot i que sembla més benigne.

No només el gen afectat té relacié amb el pronostic de la malaltia, sind també el tipus de
mutacio que aquest presenta. S’han descrit més de 1500 mutacions només als gens PKD1 i
PKD2, que confereixen cada una d’elles diferents severitats de malaltia. De manera
simplificada, es pot resumir en que les mutacions truncants de PKD1 sén les que
confereixen un pitjor pronostic, sent les mutacions no truncants de PKD1 o les truncants

de PKD2 mutacions que comporten un curs més benigne de la malaltia*.

1.1.7.2 Volum renal total

Fins al moment, aquest ha estat un dels millors predictors de I'evolucié de la malaltia i és
un dels principals criteris que tenen en compte les escales de gravetat de la PQRAD, com
veurem més endavant. A major volum renal total, més rapid és el deteriorament de la
funcio renal®!. Cal tenir en compte que aquesta correlacié s’ha demostrat amb el volum
renal total ajustat per alcada (hTKV) i no amb el volum renal total sense ajustar ni amb el

volum dels quists renals*2.

Fins al moment hi ha encara controveérsia sobre quina és la manera més exacte de mesurar

el volum renal total. L’ecografia és un meétode rapid, accessible i innocu per al pacient, pero
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hi ha una gran variabilitat observador dependent i no és util en ronyons de molt gran volum,
ja que excedeixen I'espai visible per pantalla. La segmentacié per TC o per RM dona una
mesura molt exacta, pero no s’utilitzen encara de manera rutinaria per la poca
accessibilitat, I'alt cost i la irradiacio del pacient en cas del TC. Cada cop més utilitzades sén
les tecniques semi-automatiques amb TC o RM, com per exemple la férmula de I'el-lipsoide
(detallada a la Figura 7) que permet calcular de manera prou exacta el volum renal total a
partir d’unes simples mesures de llargada, amplada i profunditat. Aquest métode és

I'utilitzat en la classificacié de la Clinica Mayo i en les principals escales pronostiques®.

Measurement of kidney volume by ellipsoid method

Kidney volume
=n/6x1/ 2(a+b)xcxd

G5

Figura 7:férmula de I'el-lipsoide per a la mesura del volum renal: amb quatre mesures per ronyé:
llargada coronal i sagital (a i b), amplada (c) i profunditat (d) en pla transvers. /6 x longitud x
amplada x profunditat®

1.1.7.3 Complicacions cliniques

Fins a l'actualitat, les complicacions cliniques renals mencionades anteriorment, s’han

relacionat amb una progressié més rapida de la malaltia si es produeixen abans dels 35
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anys en el cas de I'escala de gravetat PROPKD*3. En el cas de les complicacions més

tardanes, no hi ha cap conclusié definitiva.

Un cas especial és el de la hipertensid arterial, que s’ha associat de manera directa amb el
volum renal total, i d’aguesta manera amb el pronostic de la PQRAD. També sembla que
un bon control de la hipertensid arterial afavoreix un alentiment en 'augment de mida dels

ronyons*4,

1.1.7.4 Altres

Fins al moment s’han descrit gran varietat de factors que influeixen d’una manera menor
en el pronostic de la malaltia, com per exemple I'excrecid urinaria de sodi elevada i els
nivells baixos de colesterol HDL, que s’associen a un descens més accelerat del filtrat

glomerular®?.

1.1.7.5 Classificacions de progressio o gravetat de la malaltia

Actualment hi ha dos sistemes per avaluar la progressié de la PQRAD ampliament utilitzats.
Per una banda, la classificacid d’lrazabal de la Clinica Mayo es basa Unicament en el hTKV i
I’edat, i per I'altra, el PROPKD té en compte altres factors clinics i analitics, a més del volum

renal.

1.1.7.5.1Classificacio d’lrazabal de la Clinica Mayo

La classificacié de la Clinica Mayo divideix els pacients entre els que tenen una presentacié
tipica de la malaltia (tipus 1), és a dir, que presenten quists bilaterals i simeétrics i
representen més del 95% dels pacients, i els que tenen una presentacid atipica (tipus 2),
aquests presenten una malaltia asimétrica, unilateral o segmentaria, sent menys del 5%
dels pacients. Els pacients del tipus 1 (tipic) es classifiquen en cinc subclasses (de 1A a 1E)

en funcié de I'augment anual del hTKV per alcada i edat. La freqiiéncia de MRC augmenta
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des del grup 1A (2.4%) fins al grup 1E (66.9%) progressivament. A la Figura 8 es mostra la
relacio entre edat i volum renal total ajustat per alcada del tipus 1 i la progressio del filtrat
glomerular en el temps per cada grup. Com es pot apreciar el descens del filtrat glomerular

és molt més lent en el grup 1A i cada cop més marcat en els segiients grups®.

Aguest metode és el més utilitzat per a la inclusié i classificacié de pacients en els estudis
clinics relacionats amb la PQRAD, aixi com per valorar la velocitat de progressié de cara a

iniciar tractament medic amb antagonistes del receptor de la vasopressina.

©GFR predicted by the model

Figura 8: A:relacié entre el temps d’evolucid i el volum renal total per cada grup. B: relacié entre
la progressio del filtrat glomerular i els anys d’evolucié per cada grup®

eGFR: estimated glomerular filtration rate. HtTKV: heigh adjusted total kidney volume. TKV: total
kidney volume.

1.1.7.5.2EI PROPKD

El PROPKD és un altre model pronostic per intentar predir I'evolucié renal en pacients amb
PQRAD en base a una puntuacié assignada per parametres clinics i genéetics, que es mostren
alaTaula 3. A partir d’aquesta puntuacio s’estableixen tres categories: baix risc (0-3 punts),
risc mitja (4-6 punts) i alt risc (7-9 punts) que es correlacionen amb edats mitjanes de

necessitat de TRS de 70.6 anys, 56.9 anys i 49 anys respectivament®.
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Taula 3: criteris i puntuacié respectiva del model pronostic PROPKD.

Criteri Puntuacio
Sexe masculi 1 punt
Hipertensio abans dels 35 anys 2 punts
Primera complicacié urologica abans dels 35 anys 2 punts
Mutacié a PKD2 0 punts
Mutacid no truncant a PKD1 2 punt
Mutacid truncant a PKD1 4 punts

1.1.8 Tractament
1.1.8.1 Mesures generals i tractament de la HTA

Com en totes les patologies, I'estil de vida té una repercussio en el pronostic dels malalts,
pel que sempre s’han de realitzar les recomanacions generals basiques d’un estil de vida
saludable: dieta equilibrada, mantenir un pes optim, realitzar exercici regularment i evitar

el tabac i I’'Gs de nefrotoxics com els antiinflamatoris no esteroidals®®.

El sobrepés i la obesitat s’"han associat a un descens del filtrat glomerular i un augment del
volum renal total en els estadis inicials de PQRAD*. Igual que amb els pacients amb MRC,
limitar la ingesta de sal a 5g al dia és recomanable, ja que una excrecié elevada de sodi s’ha

relacionat amb un augment del volum renal total i un descens del filtrat glomerular®.

Una ingesta elevada d’aigua és util tant per a la prevencié de nefrolitiasis com per la
supressio de la vasopressina, que com mencionem més endavant, esta relacionada amb la

velocitat de creixement quistic.

També és basic un tractament adient de la HTA, ja que aquesta s’ha correlacionat amb un
augment del volum renal total i a més, empitjora el risc cardiovascular dels pacients.
L’estudi HALT-PKD va confirmar que un estricte control de la pressio arterial redueix la
velocitat de creixement del volum renal total, marcant un objectiu recomanat de pressié
arterial per sota de 110/75mmHg en pacients de menys de 50 anys*. El tractament
antihipertensiu de primera eleccié és el bloqueig del sistema renina-angiotensina-

aldosterona.
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1.1.8.2 Tractaments farmacologics

Historicament hi ha hagut varis intents de tractament farmacologic de la PQRAD basat en

la seva fisiopatologia, fins al moment sense gaire éexit:

La PC1 interacciona amb proteines relacionades amb la via de mTOR, pel que es va plantejar
I’Gs dels inhibidors de 'mTOR, com el sirolimus, com a opcid de tractament. Si bé en models
de rata va reduir el creixement dels ronyons®’, no es va poder replicar en humans; no es
van trobar diferencies en el volum renal total o el filtrat glomerular comparant sirolimus
amb placebo®!. En el cas de I'everolimus, es va detectar un descens en la velocitat de
creixement dels ronyons perd sense repercussié en el filtrat glomerular®?. Per aquests
motius, actualment els inhibidors de I’'mTOR no es recomanen com a tractament de la

PQRAD.

Els increments en AMP ciclic intracel-lular s’han relacionat amb la formacié i expansié dels
quists, pel que s’han valorat diversos agents relacionats amb la reduccié dels nivells de
cAMP com a possibles tractaments per a la PQRAD, sense massa éxit. La somatostatina,
gue mitjancant la unid amb el receptor de somatostatina inhibeix I’adenil ciclasa, que és un
enzim necessari per a la formacié de cAMP, es va avaluar a I’estudi ALADIN i ALADIN-2 amb
bons resultats al primer any (amb un descens menor de filtrat glomerular) pero que no es
van mantenir a tres anys®>>4, El lanreotid, un altre analeg de la somatostatina es va analitzar
a l'estudi DIPAK-1 i tampoc va mostrar diferéncies en filtrat glomerular en els grups

lanreotid versus placebo®. En I'actualitat, tampoc es recomanen aquests tractaments.

Altres farmacs que no han mostrat bons resultats fins al moment sén la metformina o les

estatines.

1.1.8.3 Antagonista del receptor V2 de la vasopressina

Al 2015 I'agéncia europea del medicament (EMA) va aprovar |'us del Jinarc® (tolvaptan), un

antagonista del receptor V2 de la vasopressina desenvolupat pels laboratoris Otsuka, com
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a primer tractament de la PQRAD al mdn, que ha demostrat, aquest si, un alentiment en

el creixement dels quists i la progressio de la MRC.

La vasopressina s’uneix als receptor V2 del tubuls col-lectors i de I'epiteli dels quists i aix0o
provoca una sobre-regulacié de I'adenil ciclasa i una inhibicié de la fosfodiesterasa, que
finalitza amb un augment del cAMP. Aquest farmac disminueix els nivells de cAMP a les

cél-lules quistiques i redueix la secrecid del fluids a I'interior del quist.

L’estudi TEMPO ha demostrat un descens de la velocitat de creixement del volum renal
total (2.8% de creixement versus 5.5% en el grup placebo) i un menor deteriorament de la
funcid renal®®. Aquests resultats es van validar a I’estudi REPRISE amb pacients amb filtrat
glomerular menor>’. Aquest farmac presenta una tolerancia acceptable, sent I'aquaresi el
principal efecte advers i I'elevacio de les transaminases el més greu, tot i ser reversible.
D’acord amb els estudis TEMPO i REPRISE, actualment el tractament encara esta limitat a
pacients menors de 60 anys i amb criteris de ser rapids progressadors. Per aquest motiu,
és tan important, ser capacos de predir de la manera més fiable possible, I'evolucié que
presentaran els pacients i, per tant, quins obtindran un major benefici d’aquest

tractament®®.

A la Figura 9 es mostra |'algoritme per a valorar l'inici de tractament amb Jinarc® de les
darreres guies nacionals de la Sociedad Espafiola de Nefrologia i que és un dels més

utilitzats a la practica habitual®’.

El primer factor a tenir en compte és |'edat: el tractament NO esta indicat en pacients de
més de 60 anys, que si no han precisat tecniques renals substitutives en aquell moment, es
poc probable que les necessitin pel que aportaria un escas o nul benefici. En pacients entre
55 i 60 anys s’iniciara tractament sempre que presentin un FG entre 30 i 60 ml/min (en
alguns casos individualitzat es podria plantejar en filtrats entre 15 i 30 ml/min) sempre que
compleixin criteris de rapida progressio. En els pacients entre 18 i 55 anys, sempre que
presentin un FG per sobre de 30 ml/min (o de 15 ml/min en alguns casos) i almenys un

criteri de rapida progressié est iniciar tractament?’.

Els criteris de rapida progressié es poden determinar de dues maneres:
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a. Volum renal total segons el model de la Clinica Mayo: volum renal total d’acord amb la
classificacio d’Irazabal 1D o 1E o bé 1C amb una disminucié de FG de 3.5ml/min/any durant

tres anys o una historia familiar de necessitat de terapia renal substitutiva abans dels 58

anys.
b. PROPKD >6.
(Edad > 60 afios ) (Edad 55 a 60 afios (Edad 18 a 55 afios
No tratamiento FG 30-60 mi/min FG > 30 ml/min
* individualizar 15-30 mUmin | | * individualizar 15-30 mU/min
+ +
*Criterio RP *Criterio RP

*Criterio RP: criterios rapida progresion
¢ VRT (Modelo Mayo Clinic)
e Clase 1D/1E
e Clase 1 C + disminucién FG 3,5 mUmin/ano

durante 3 anos o H* Familiar TRS < 58 anos
* PROPKD >6

Figura 9: Algoritme de tractament de les guies espanyoles de PQRAD segons les Guies Espanyoles
de PQRAD¥
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1.2 VESICULES EXTRACEL-LULARS

1.2.1 Definicid

Les vesicules extracel-lulars (VEs) sén particules envoltades d’una membrana lipidica
derivada de la membrana cel-lular que contenen proteines, acids nucleics i lipids similars
als de la cel-lula d’origen. Tenen una mida d’entre 30 a 5.000nm i es classifiquen en
exosomes (30-100nm, alliberats per fusié dels cossos multivesicul-lars intracel-lulars amb
la membrana plasmatica), microvesicules (100-1.000nm, que es generen per una
evaginacioé de la membrana plasmatica) i cossos apoptotics (1.000-5.000nm, que es formen

durant I'apoptosi) *°. La formacié d’aquests tres cossos vesicul-lars es mostra a la Figura

1090,
Small EVs/Exosomes Large EVs/Microparticles
(&0-100nm) (100-1000nm)
Erdacyinsis

Apoptotic bodies
[* JuM)

T markenn
W A Conarmal markan
= Chapineaic protinn
e Trp—y T
| Casric THA

Figura 10: Representacié dels mecanismes de formacié dels exosomes, les microvesicules i els
€0ss0s apoptotics®.

EV: vesicules extracel-lulars. MVB: cossos multivesiculars.
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Les cel-lules alliberen VEs en condicions fisiologiques, perdo també en situacions de
patologia o apoptosi, i aguestes vesicules alliberades tenen un paper important en la
comunicacid intercel-lular ja sigui al lloc d’origen o a distancia. A més, intervenen en el
manteniment de la integritat cel-lular, eliminant de la cél-lula els productes de desfet®?.
L’alliberacio de les VEs pot venir desencadenada per diversos factors com I’estres oxidatiu,
I'apoptosi, les molecules proinflamatories o components bacterians o fins i tot, per les

toxines urémiques>®.

El contingut de les VEs pot variar en funcio de I'estat fisiologic o patologic de la cel-lula
d’origen, aixi com dels senyals que han promogut la seva alliberacid, pero a grans trets
inclou: receptors de membrana, proteines com les citocines i altres proteines relacionades
amb la senyalitzacio cel-lular, lipids, carbohidrats,... perdo també material genétic com el
mRNA i el miRNA®2, Aquest contingut té la particularitat que a I'estar envoltat de la
membrana lipidica, esta més protegit contra la degradacid i es facilita la seva captacié per

la cel-lula receptora, podent-hi generar canvis fenotipics®3.

Les VEs s’han pogut aillar a diversos fluids del cos: sang, saliva, orina, liquid peritoneal... i
com que son d’obtencié senzilla i poc cruenta, cada cop s’estan estudiant més com a

possible font de biomarcadors tant de |'estat fisiologic com de diverses patologies.

1.2.2 VEs en patologia renal

Els biomarcadors convencionals de la patologia renal encara no sén optims: la creatinina
serica té una baixa sensibilitat en el cas dels estadis inicials de deteriorament de la funcié
renal i no encamina a la causa de la malaltia, el filtrat glomerular es basa en la creatinina i
per tant, té els mateixos inconvenients i a més els problemes de trobar la formula més
exacta per calcular-lo, la microalbuminuria és un bon predictor d’evolucié pero no indica
tampoc la causa. Per altra banda, la biopsia renal que aporta molts avantatges, en alguns
casos és una opcid massa agressiva. Per aguest motiu, encara hi ha molt d’interés en aquest

camp®,
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En el cas de la malaltia renal, I'orina sembla una font molt important de biomarcadors.
Inicialment els esforcos anaven encaminats en la recerca d’aquests en orina total, pero

ultimament ha guanyat interes I’estudi de les VEs.

A més, les VEs poden jugar un paper com a agents terapeutics o portadors de farmacs tant
a la MRC com a altres patologies com la nefropatia diabetica (ND), el sindrome cardiorenal,

el fracas renal agut (FRA), la nefropatia Ig A i el dany per isquémia-reperfusié®.

Al 2004 apareix la primera aproximacid a la proteomica en vesicules urinaries,
concretament en exosomes. A aquest treball de Pisitkun s’identifiquen 295 proteines, de
les quals 73 se sap que estan relacionades amb el trafic de membrana, 10 del citoesquelet
i 48 proteines de membrana pero escasses proteines citosoliques. Gran quantitat d’elles

es correlacionen fisiopatologicament amb diverses patologies renals®.

A més de proteines, les vesicules poden contenir microRNA, ja que queda protegit per la
membrana lipidica. El microRNA o miRNA sdn petites particules de RNA que regulen
I’expressid genica. En MRC els miRNA estan implicats en la fibrosi, el dany podocitari, la
hipertrofia o proliferacid i la inflamacid i I'estres oxidatiu. Ja sén varis els miRNA relacionats

amb la MRC®®.

S’ha comprovat que les VEs tenen propietats protrombotiques, proinflamatories i
immunomoduladores, pel que es creu que poden contribuir en mantenir la injuria cel-lular
en el FRA, la patologia glomerular o tubular, les infeccions i moltes altres condicions que

afecten al rony6>°.

Les VEs s’alliberen a I'espai urinari per tots els tipus cel-lulars renals i de les vies urinaries i
s’han pogut identificar diferents VEs en funcio de la cél-lula d’origen, podent-se diferenciar
entre les provinents dels podocits, de les cel-lules tubulars,... A la Figura 11 es mostren les
principals cel-lules renals que alliberen VEs i els potencials biomarcadors identificats a cada

regié®’.
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Figura 11: Biomarcadors identificats a VEs urinaries provinents de les diferents regions de la
nefrona, tubul renal i bufeta urinaria®’.

LGALS1: lectin galactoside-binding soluble 1; HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2, SLC2A3: solute
carrier family 2; NCC: Na-Cl co-transporter; AQP-1: Aquaporin-1; CA4: carbonic anhydrase 4; CLCNS:
chloride channels; SLCA3: solute carrier family 3; MME: membrane metallo-endopeptidas; Loop of
Henle: UM: uromodulin; bDKRB1: bradykinin receptor B1l; CALCR: calcitonin receptor; SLC2A1:
solute carrier family 2; NKCC: Na+/K+/2Cl- co-transporter; AQP2: aquaporin-2; ATP6V1B1:TPase, H
transporting, lysosomal 56/58 kD, V1 subunit B; SLC12A1: Sodium potassium chloride co-
transporter 2; LASS2: ceramide synthase 2; GALNT1 polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase
1.

A diversos treballs s’han estudiat les VEs derivades dels podocits i s’han pogut relacionar
les seves variacions amb diverses patologies, com la hipertensid renovascular, la obesitat i
la seva afectacid renal, la nefritis lupica, la nefropatia membranosa i la preeclampsia.
També hi ha evidencia d’alteracions en les VEs derivades de les cél-lules tubulars, pero

encara sén necessaris més estudis per acabar d’aclarir el seu rol concret®. Els
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transportadors d’aigua i soluts, per exemple, s’han descrit en les VEs a les patologies

tubulars, perd es mostra en detall en el segilient apartat, ja que la majoria es relacionen

amb la PQRAD.

A continuacio repassem les principals patologies renals i les proteines o miRNA relacionats

identificats a les VEs, resumits a la Taula 4:
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a)

b)

c)

d)

FRA: Un dels camps en els que les VEs poden ser especialment interessants és com
a biomarcadors del diagnostic i pronostic, i en alguns casos per ajudar al diagnostic
causal. Fins al moment es coneix, per exemple, que el transportador de Na+/H+
tipus 3 esta elevat en la necrosis tubular pero no en el fracas agut d’origen pre-renal
o d’altres causes. O que I’ATF3 es torba activat en els casos de dany per isquemia-
reperfusid®. A més, s’ha vist que a les VEs es poden trobar molécules relacionades
amb el FRA, com la fetuina-A i la lipocalina associada a gelatinasa de neutrofils
(NGAL), que no es poden detectar lliures, pel que es creu que les VEs podran ser
una gran font de biomarcadors®°.

MRC: La ceruloplasmina es pot detectar elevada fins i tot abans de I'aparicié de la
microalbuminudria’®. A més, s’han identificat els miR-181a-5p i miR-451
sobreexpressats en MRC respecte sans. La fibrosi renal és un dels aspectes més
rellevants en la fisiopatologia renal, ja que és la que condueix finalment al fracas
irreversible de I'0rgan, independentment de la causa primaria. Per aquest motiu és
d’especial interés identificar marcadors de fibrosis. Fins al moment, el que més
destaca és la presencia de diferents tipus de RNA a les VEs urinaries, com per
exemple: miR-29, miR-200, miR-9a i miR-29c®”.

Nefropatia diabetica (ND): el dany podocitari de la ND queda evidenciat amb la
preséncia de proteina WT1, podocina, Actn4, CD2AP i varis miRNAs’!, pero sén
molts més els biomarcadors de ND identificats i resumits a la Taula 4.

Nefropatia hipertensiva (NH): els nivells de proteina associada al plasmalemma
vesicular a les VEs s’associa no només al grau d’hipertensié i al filtrat glomerular,
sind també als canvis histologics dels capil-lars peritubulars i al grau de fibrosis en

pacients amb HTA renovascular’?.



e) En la patologia glomerular també s’han trobat diverses relacions entre patologia i
proteines i RNA alterats a les VEs, com per exemple la proteina Wilm’s tumor-1 a la
glomerulonefritis focal i segmentaria, o I'aminopeptidasa N, el precursor de la
vasorina, |'a-1-antitripsina i la cerul-loplasmina, que s’estan avaluant com a
possibles factors per diferencia la nefropatia per Ig A de la nefropatia per membrana

basal fina®.

Taula 4: Revisié de la literatura de proteines i miRNA identificats en patologies renals.

Patol Autor, any, revista Biomarcador Espécie
FRA Panich, 2017, BMC Neph®® ATF3 Huma, ratoli
Erdbriigger, 2016, JASN®® Fetuina-A Huma, rata
NGAL
Transportador Na+/H+ 3
MRC  Krishnamurthy, 2019, Clin Exp Neph”® Ceruloplasmina Huma, ratoli
Khurana, 2017, RNA73 miR-181a-5p i altres Huma
Kumari, 2020, Frontiers Ph7* miR-451 i altres Huma
Pomatto, 2017, Frontiers Mol®” miR-29, Huma
miR-200
miR-9a
miR-29¢
ND Gu, 2020, Clin Nephrol”® MASP2 Huma
CALB1
S100A8
S100A9
Zang, 2019, Scientific reports’® miR-21-5p Huma
miR-30b-5p
Eissa, 2016, J Diabetes Complic”” miR-15b Huma
miR-34a
miR-636
ND Musante, 2015, J Diabetes Res”® Mieloblastina Huma
Elafina
Cistatina B
NGAL
Lipocalina
Zubiri, 2015, Transl Res” Regucalcina Huma, rata.
Yamamoto, 2018, Am J Nephrol®° Uromodulina Huma
De, 2017, Diabetes®! C- megalina Huma
Xie, 2018, J Diabetes Res®? miR-362 Huma
miR-877-3p
miR-150-5p
miR-15a-5p
Abe, 2018, J Med Invest’? WrT1 Huma
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Taula 4(cont): Revisié de la literatura de proteines i miRNA identificats en patologies renals.

Patol Autor, any, revista Biomarcador Espécie
LES Solé, 2019, Cells®3 miR-150 Huma
miR-21
miR-29c
Pérez-Herndndez, 2015, PLoS ONE®* miR-146a Huma
Garcia-Vives, 2020, Int J Mol Sci®® miR-31 Huma
miR-107
miR-135b-5p
Tangtanatakul, 2019, Asian Pac J let-7a Huma
Allergy Immunol®¢ miR-21
miR-3135b Huma
Li, 2018, J Biol Res®” miR-654p
miR-146a-5p
NIgA  Feng, 2018, Am J Pathol®® CCL2 mRNA Huma
Min, 2018, J Clin Lab Anal®? miR-215-5p
miR-378i
miR-29c
miR-205-5p
Moon, 2011, Proteomics®® aminopeptidasa N Huma
precursor de vasorina
alta-1-antitripsina
ceruloplasmina
GEFiS  Zhou, 2013, Am J Renal Physiol** wr1
AL Ramirez-Alvarado, 2012, PLoS ONE*? Oligomers cadenes lleugeres  Huma
EMR  Bruschi, 2019, Int J Mol 5c¢i*3 Ficolina-1 Huma, sang
C4BPB
MASP2
NM Ma, 2019, Arch Med Sci®* MUC34 Huma

FRA: fracas renal agut. ATF 3: activating transcriptional factor 3. NGAL: lipocalina associada a la
gelatinasa de neutrofils. MRC: malaltia renal crénica. ND: nefropatia diabética. MASP2: mannan-
binding lectin serine protease 2 precursor. GEFiS: glomeruloesclerosi focal i segmentaria. CALB1:
calbindina 1. S100A8/9: calcium-binding protein A8/9. WT1: proteina tumoral de Wilms. Taula 5
cont: revisid de la literatura de proteines i miRNA identificats en patologies renals. LES: lupus
eritematos sistemic. NIgA: nefropatia per Ig A. CCL2: Iligand de quimiocina 2.AL: amiloidosi
primaria EMR: espongiosi medul-lar renal. C4ABPB: complement component 4 binding protein. NM:
nefroptia membranosa.
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1.2.3 VEs en PQRAD

Ja ala primera aproximacio de Pisitkun a la proteomica en exosomes urinaris al 2004, es va
poder identificar la PC1 i I'aquaporina als exosomes en orina de persones sanes, proteines
ampliament relacionades amb la PQRAD. Aquest fet va centrar encara més l'interes en els
patrons proteomics i transcriptomics de les VEs, sobretot urinaries, en la PQRAD i en cercar
diferencies entre pacients amb PQRAD i persones sanes que permetessin I'Us d’aquestes

com a biomarcadors diagnostics i/o pronostics.

Tot i aquest interes, no va ser fins al 2008 quan va es va publicar la primera caracteritzacid
de les proteines contingudes en els exosomes urinaris de pacients amb PQRAD tipus 1.
L’analisi proteomic d’aquestes vesicules va permetre identificar 552 proteines, moltes
d’elles implicades en vies de senyalitzacié. D’entre totes aquestes cal destacar la PC1, la

PC2 i la fibrocistina, per la seva relacié amb les malalties quistiques®.

Algunes d’aquestes s’han trobat clarament alterades en les VEs de pacients amb PQRAD,
per exemple, els pacients amb mutacions al gen PKD1 els nivells de PC1 i PC2 estaven
disminuits més d’un 50% comparat amb els sans. La proteina transmembrana 2 (TMEM?2),
una proteina homologa a la fibrocistina esta elevada en pacients amb PC1, a més, aquesta
ultima s’utilitza per calcular la ratio PC1/TMEM i PC2/TMEM que s’ha correlacionat

inversament amb el volum renal i es planteja com a possible marcador de progressio®®.

A part d’aquestes proteines, clarament involucrades en la patogénesi de la malaltia, també
s’han identificat diferencies en proteines i mRNA dels que encara es desconeix si tenen una
relacio amb la fisiopatologia de la malaltia, com per exemple la cistatina, factors del

complement, aquaporina o |'osteoprotegerina® /%8,

No només el contingut de les VEs és diferent entre malalts i sans, sind també el perfil de
glicosilacid que presenten aquestes VEs, tot i que la seva aplicacid en la clinica habitual

encara no esta del tot clara®.

Malgrat que a la practica clinica habitual encara no s’utilitzen, les VEs permeten diferenciar
entre patologies clinicament semblants com la PQRAD i I'espongiosi medul-lar renal, que

presenten un patrd proteomic diferent en VEs urinaries. En PQRAD estan elevades les
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proteines involucrades en la proliferacid cel-lular i el remodelat de la matriu extracel-lular,
mentre que a la espongiosi medul-lar renal les proteines estan associades als diposits de

calci i alteracions metaboliques associades a la formacié de nefrolitiasis.

A més en alguns treballs s’"ha pogut veure que algunes proteines, com la annexina Al,
disminueixen a les VEs de pacients amb PQRAD després d’iniciar tractament amb

antagonistes del receptor de la vasopressinal®®.

Com ja hem mencionat, a més de proteines, les VEs contenen RNA. S’han identificat dues
families de miRNA amb diferents expressions entre pacients PQRAD i controls sans; miR-
192/miR-194-2 i miR-30. Posteriorment s’ha confirmat que miR-192-5p, miR-194-5p, miR-
30a-5p, miR-30d-5p i miR-30e-5p estan infraexpressats a VEs urinaries de ronyons de
ratolins Pkd1 i a teixit renal de malalts de PQRAD tipus 1. A més, tots cinc mostraven
correlacié amb el filtrat glomerular i la llargada renal'®2, Aixd confirma que els miRNA
també poden ser una font de biomarcadors per a la PQRAD. Tant els RNA com les proteines

identificades en PQRAD es mostren a la Taula 5.

El paper que juguen les propies VEs en la PQRAD encara no és del tot conegut, pero s’ha
vist que les VEs s’adhereixen i interactuen amb els cilis primaris, com es pot veure a la
Figura 12, treta d’un treball de Hogan et al de 2009, cosa que porta a pensar que poden

tenir un rol en la fisiopatologia de la malaltia i ho fa un camp d’investigacié interessant®.

Figura 12: Interaccions in vivo VEs-cilis. A: VEs adherida a un cili B: Cos multivesicul-lar
interactuant amb un cili®°.
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Taula 5: resum dels principals articles i les proteines i RNAs destacades de cada un identificades en

PQRAD.
Autor, any, revista Proteina Font Observacions
Hogan, 2009, Policistina 1 Ratoli Només caracteritza els exosomes
JASN®® Policistina 2 Pkhd1de'/del2 d’aquests ratolins, no compara
Fibrocistina amb sans ni altres grups.
Benito-Martin, Osteoprotegerina  Huma. C. Compara PQRAD amb MRC per

2013, PLoS ONE®®

epitelials tubulars
i orina

altres causes.

Hogan, 2015,

Policistina 1

Huma. Orina.

Compara PQRAD tipus 1 (funcid

JASN®® Policistina 2 renal normal) amb controls sans.
TMEM?2 La ratio PC1/TMEM?2 es
SAHH3 correlaciona inversament amb el
SAHH2 VRT ajustat per al¢ada.
SBP1 Les ratios PC1/TMEM?2 i
Cuo62 PC2/TMEM?2 permeten diferenciar
RCL PQRAD de control sa a la cohort de
FABPH confirmacio.
Pocsfalvi, 2015, Aquaporina 2 Huma. Orina. Compara PQRAD (diverses funcions
Proteomics Clin APO-A1 renals i tractats o no amb
Appl. tolvaptan) amb controls sans.
Salih, 2016, Periplaquina Huma. Orina. Compara PQRAD amb controls sans
JASN103 Envoplaquina iamb MRC d’altres causes.
Villina-1
Complement C3
Complement C9
Bruschi, 2019, Prominina-1 Huma. Orina. Compara PQRAD amb espongiosi
cJASN100 Cadherina 4 medul-lar renal.
CREG1
Tajdida, 2020, miR-192-5p Ratoli i huma. Compara PQRAD (funcid renal
Kidney Int1%? miR-194-5p Orina i teixit normal) amb controls sans.
miR-30a-5p renal. Correlaciona aquests miRNA amb
miR-30d-5p filtrat glomerular i llargada renal
miR-30e-5p per ecogrdfia.

TMEM2: proteina transmembrana 2. SAHH: adenosilhomocisteinasa. SBP1: single-stranded
nucleic acid-binding protein. FABPH: fatty acid-binding protein. APO-A1: apolipopreoteina 1.
CREG1: cellular repressor of E1A stimulated genes 1.
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1.2.4 Analisi de les VEs

Malgrat I'interés creixent en les VEs com a font de biomarcadors en diferents patologies,
encara no hi ha una técnica d’aillament estandarditzada en tots els equips. Els diversos
metodes, difereixen principalment en la manera de purificar les mostres per eliminar
contaminants presents en els liquids biologics. Les técniques utilitzades per aconseguir-ho
fins al moment es divideixen entre técniques d’ultracentrifugacid, técniques de separacio
per mida i tecniques de precipitacid d’exosomes. Dintre de les tecniques
d’ultracentrifugacio s’inclouen la centrifugacié per gradient de densitat, la centrifugacio
rate-zonal, la centrifugacié isopicnica i la ultracentrifugacié diferencial, que va ser la
primera tecnica utilitzada, pero requereix molt temps i grans quantitat de mostra, tot i que
té com a avantatge ser una tecnica senzilla i accessible. Les técniques basades en la mida
inclouen la ultrafiltracid, el kit d’aillament d’exosomes ExoMir Kit, la filtracid seqiencial,

I"ELISA i la cromatografia per exclusié de mida entre altres.

104 " ytilitza la

La técnica utilitzada en aquesta tesi, descrita per el nostre grup de recerca
cromatografia per exclusié de mida aplicada després de varies centrifugacions. Aquesta és
una tecnica basada en una columna que separa els components d’'una mescla per mides al
passar per un porus d'un diametre concret, les particules més grans passen més
rapidament per la columna i per tant, son les primeres en sortir (a les primeres fraccions
de la mostra) i posteriorment apareixen les més petites. En el cas de les VEs ens permet la
separacid de les fraccions que contenen major concentracio de proteines i contaminants
(les ultimes fraccions), de les fraccions amb una mostra més pura i amb una proporcié més

elevada de VEs amb una quantitat molt baixa de proteines solubles contaminants. Aquest

metode preserva I'estructura de les vesicules, aixi com la seva activitat biologica.

Un cop obtingudes les fraccions cal determinar quines contenen major concentracié de VEs
i seleccionar-les mitjangant la determinacié de marcadors de VEs, és a dir, proteines que

s’expressen de manera selectiva a les VEs.

En aquest treball s’ha utilitzat la citometria de flux associada a beads. Les VEs s’acoblen a
particules esferiques més grans (beads) per tal d’arribar a la mida minima detectable pel

citometre de flux, el qual detectara les particules suspeses en un liquid amb un laser d’una
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llargada d’ona determinada. La dispersié de la llum del laser sobre les particules
proporciona informacié sobre la particula detectada. A més, es poden utilitzar anticossos
marcats amb un fluorofor per determinar la preséncia de certes proteines. En el nostre cas,
vam emprar anticossos contra les tetraspanines marcadores de VEs CD9 i CD63 1%, i aixi

poder determinar quines fraccions contenien VEs i seleccionar-les.

Una vegada caracteritzades les VEs i seleccionades les fraccions amb major concentracio
(les que presenten més CD9 i CD63), es procedeix a |’analisi proteomic del seu contingut.
En aquesta tesi s’ha utilitzat I'espectrometria de masses en tandem acoblada a
cromatografia liquida (LC-MS/MS). S’ha utilitzat una proteasa per a la digestio de la mostra
en petits peptids i aquests s’han analitzat amb un espectrometre de masses tipus LTQ
Orbitrap Velos, amb aix0 s’obté la informacié de la seqliencia d’aminoacids que permet

identificar les proteines presents a la mostra'.

L'dltim pas és analitzar les dades peptidiques obtingudes mitjancant un programari
(Perseus software) basat en logaritmes basats en la quantificacié absoluta de la intensitat
(iIBAQ) que permet la identificacid de les proteines i RNA7108 A més de la identificacié de
proteines i RNA que permeten coneixer amb més detall la fisiopatologia a estudiar, hi ha
softwares que permeten fer diagrames i representacions grafiques i poder realitzar
comparacions entre grups. En el nostre treball el software utilitzat ha estat I'InteractiVenn

i el GraphPad Prism?09,
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La poliquistosi renal autosomica dominant és una causa frequient de malaltia renal cronica
i una important font de comorbiditat per als pacients i de despesa sanitaria. La clinica i
I'evolucié de la funcié renal dels pacients és molt variable entre families i dintre de la
mateixa familia, pel que fa complexa una prediccid de |'evolucid que presentaran els
malalts. Actualment s’usa I'antagonista del receptor de la vasopressina per frenar el
creixement dels quists i per tant, alentir I’evolucié del deteriorament renal, perd aquest
tractament encara esta indicat Unicament en pacients en els que es preveu una progressioé

rapida de la malaltia.

Malgrat la importancia d’'un diagnostic precog i de la identificacié dels anomenats rapids
progressadors, fins al moment el diagnostic es basa en proves d’'imatge i de laboratori, que
s’alteren només quan la malaltia ja porta certa evolucié. Tampoc es disposa fins al moment
de cap biomarcador que ens ajudi a diagnosticar la malaltia abans de l'alteracié de
I’estructura o la funcid renal, ni que ens permeti fer una prediccio aproximada de I’evolucié

que presentara la funcié renal dels malalts.

Les vesicules extracel-lulars sén unes estructures compostes per una bicapa lipidica i un
contingut ric en proteines i acids nucleics que s’alliberen per molts tipus cel-lulars diferents
i que tenen com a funciod la comunicacio intercel-lular entre d’altres. Aquestes vesicules es
poden localitzar a diversos liquids biologics, com el plasma o 'orina i han despertat un
interés creixent com a possible font de biomarcadors de I'estat fisiologic o patologic de les

cél-lules d’origen.

A la patologia renal se n’han descrit una gran quantitat, que podran ser d’utilitat tant en el

diagnostic i monitoritzacio de les patologies, com a possibles dianes terapeutiques.

En poliquistosi renal també s’han trobat proteines o miRNA sobre o infraexpressats en les
vesicules extracel-lulars dels malalts, perd en la majoria de casos es tractava de pacients
amb deteriorament establert de la funcié renal, cosa que no ens permet encara poder-los

classificar com a biomarcadors precocos de la malaltia.
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Per tot aix0, la hipotesi del nostre treball postula que els pacients amb PQRAD presenten
un patro proteomic en les vesicules extracel-lulars urinaries diferent al dels pacients sans,

de manera que aquest ens pot ser d’utilitat en el diagnostic i en predir I'evolutivitat de la

malaltia.
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OBJECTIU PRINCIPAL

a) Identificar un perfil proteomic de les vesicules extracel-lulars urinaries suggerent
d’un procés patologic associat a la PQRAD abans que presentin quists visibles per

proves d’'imatge.

OBJECTIUS SECUNDARIS

a) Descriure el patré proteomic de les vesicules extracel-lulars dels malalts de PQRAD
amb funcio renal normal.

b) Comparar el patré proteomic de les vesicules extracel-lulars entre descendents de
pacients amb PQRAD que presenten la malaltia i descendents de pacients amb
PQRAD que NO presenten la malaltia.

c) Comparar aquest patré amb les proteines identificades en els anteriors treballs en
PQRAD amb deteriorament de la funcié renal.

d) Caracteritzar proteines a les vesicules extracel-lulars que puguin tenir una

implicacio encara no coneguda en la fisiopatologia de la PQRAD.
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4.1 DISSENY DE L'ESTUDI:

Estudi observacional analitic de casos i controls.

Seleccio de pacients amb PQRAD que tinguin dos o més fills
Seleccio dels descendents d’aquests pacients:
un cas amb PQRAD i un control sense quists diagnosticats

l

Confirmacio del diagnostic (cas) / normalitat (control) per ecografia renal

Confirmacio del diagnostic (cas) / normalitat (control) per estudi genétic

|

Estudi de microvesicules extracel-lulars urinaries

|

Ampliacioé de I'estudi (ressonancia magnetica i revisié d’historia

en casos dubtosos o atipics
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4.2 POBLACIO A ESTUDI

Al servei de nefrologia de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol es realitza el
seguiment de més de 200 pacients afectes de PQRAD amb diferents graus de funcid renal,
des de pacients amb funcid renal completament normal fins a pacients que ja precisen TRS

o que han rebut un trasplantament renal.

Aquest treball pretén comparar els pacients amb PQRAD amb controls sans. Per aconseguir
aquest objectiu amb una mostra més homogenia, es van seleccionar parelles de germans
descendents dels nostres pacients amb PQRAD, en els que un dels germans presentés la
malaltia pero sense afectacid de la funcié renal i I'altre no presentés la malaltia, és a dir, un

descendent sa d’un pacient amb PQRAD.

Es va contactar telefonicament o a les visites de consultes externes amb els pacients amb
PQRAD i se’ls va preguntar per la descendencia. Aquells que tenien fills que complien amb

els requisits, se’ls va demanar el contacte dels fills i la seva participacio.

Criteris d’inclusio i exclusio
Els criteris d’inclusid inicials van ser els segiients:

a) Tenir més de 18 anys.
b) Acceptar la participacié en I'estudi, signant el consentiment informat.

c) Tenir funcié renal normal.
Posteriorment, com a criteris d’inclusié per cada grup es van aplicar els seglients:

A. el cas dels descendents amb PQRAD:
a. Tenirun germa sa i que complis la resta de criteris d’inclusio.
b. Haver estat diagnosticats de PQRAD per prova d’imatge,

habitualment ecografia, seguint els criteris diagnostics de Pei.
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B. En el cas dels sans:
a. Tenir un germa afecte i que complis la resta de criteris d’inclusio.
b. Haver estat descartada la PQRAD mitjancant prova d’imatge,

habitualment ecografia.
Els criteris d’exclusié per tots els grups van ser:

a) El no compliment dels criteris d’inclusio
b) Presentar una complicacié urologica o renal aguda concomitant en el moment de la
presa de mostres que pugui alterar els resultats analitics: infeccidé urinaria o de

quist, hematuria o nefrolitiasi.

Finalment es van seleccionar cinc parelles de germans que complien tots els criteris

d’inclusié i cap d’exclusid.

4.3 ASPECTES ETICS

Tots els procediments s’han dut a terme segons la revisié de la declaracié d’Helsinki de
2008 i van ser aprovats pel comite étic de I’'Hospital Germans Trias i Pujol. A tots els pacients
se’ls ha informat de manera adient i han signat un consentiment informat escrit per a la
participacié a I'estudi i un consentiment informat especial per a la realitzacid de I'estudi
genetic. Les dades obtingudes es van registrar apropiadament mantenint la confidencialitat

durant tot el desenvolupament de I'estudi.
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4.4 DADES CLINIQUES

El dia de la visita es van recollir les seglients dades cliniques: edat, genere, index de massa
corporal (IMC), dilresi en 24 hores, pressido arterial (PA), tabaquisme i enolisme,

antecedents clinics d’interées, tractament habitual i historia familiar de PQRAD.

L'IMC es va calcular seguint la férmula:

Pes (kg)
IMC =

TallaZ (m)

La PA va ser mesurada segons les ultimes recomanacions de la Societat Europea
d’Hipertensio (ESH) i la Societat Europea de Cardiologia (ESC) per a la mesurade laPAala
consulta: amb el pacient assegut, amb 5 minuts de descans abans de determinar la PA. Es
va utilitzar un manegot de mida estandard (12-13cm d’ample i 35cm de llarg) i el puny del
brac del manegot es va col-locar a nivell del cor, amb I'esquena i el brag recolzats. Es van
realitzar tres determinacions en tots els casos separades 1-2 minuts, agafant com a

definitiva la PA mitjana de les Ultimes dues'®,

La recol-leccioé de la dilresi de 24 hores la van realitzar els mateixos pacients a domicili les
24 hores abans de la visita en un contenidor proporcionat adient per l'analisi de

I"albuminuria

En relacié al tabaquisme es va definir: no fumador aquell que no havia fumat mai en el
passat, fumador aquell que fuma almenys 10-15 cigarrets al dia i ex-fumador aquell que

havent estat fumador, porta almenys 6 mesos sense fumar.

Pel que fa a I’enolisme, hem classificat els pacients entre: no consum d’alcohol, consum
espontani (menys de dues ocasions per setmana) i consum habitual (més de dues ocasions

per setmana).
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La historia familiar es va fer per anamnesi al propi pacient, centrant-se Unicament en

ascendents de primer grau i germans, i es va realitzar un arbre genealogic genétic.

4.5 OBTENCIO DE MOSTRES

Per una banda, per a la determinacié de les magnituds bioquimiques en serum i per a la
determinacié de I’hematimeria es van extreure dues mostres de sang a cada pacient entre

les 8:00 i les 9:00 del mati, havent realitzat un deju previ minim de 8 hores:

1- Mostra de sang total obtinguda en un contenidor BD Vacutainer® de 3 mL amb
anticoagulant acid etilé diamino tetracetic (EDTA) per la realitzacié de les proves

d’hematimetria

2- Mostra de serum, en un contenidor BD Vacutainer® de 5 mL sense anticoagulant i amb

gel separador per la determinacié dels parametres bioquimics.

Per a I’analisi de I’albuminuria es va obtenir una mostra d’orina de 24 hores recollida el dia
previ a I'obtencid de les mostres sanguinies. Des de l'inici de la recollida de I'orina fins a la

seva recepcio al laboratori, la mostra es va conservar en condicions adients.

Pel que fa a la mostra d’orina per a I'analisi de les VEs es van recollir 70ml de I'orina de
primera hora del mati, just després de |’extraccid sanguinia i juntament amb la recollida
d’orina per la determinacié de I'albuminuria. Aquests 70ml d’orina es van recollir a un
contenidor amb inhibidor de proteases, es van centrifugar a 600xg durant 15 minuts i es

van mantenir a -80° fins al moment del seu processament.

81



4.6 ANALISI DELS PARAMETRES D’HEMATIMETRIA | BIOQUIMICA

L’estudi de ’hemograma es va realitzar mitjancant I'analitzador hematologic DxH 800 de

Beckman Coulter (Hialeah SL, FL, USA).

La determinacid per als parametres bioquimics en sérum i orina: creatinina, glucosa basal,
proteina C reactiva i I'albuminuria, es va realitzar a I'analitzador AU5800 de Beckman

Coulter (Hialeah SL, FL, USA).

La determinacié quantitativa de creatinina en serum es va realitzar mitjangant analisi
enzimatica (amb un coeficient de variacid, CV, interassaig de 0,7-1,2%), calculant, a partir

d’aquesta, el filtrat glomerular estimat a partir de la férmula de CKD-EPI:

Dones:

Creatinina < 0,7 mg/dL = FGe= 144 x (creatinina/0,7)°32° x (0,993)e%t (x 1,159 si raca

negra)

Creatinina > 0,7 mg/dL = FGe= 144 x (creatinina/0,7) 2% x (0,993)e%t (x 1,159 si raca

negra)

Filtrat glomerular = 175 x (creatinina)**>* x (edat)®2% x 0,742 (dona) x 1,210 (raca

negra)

L’excrecio urinaria d’albumina es va mesurar utilitzant un métode turbidimétric amb un CV

interassaig del 5% i una sensibilitat del 0,7mg/dL. Es va considerar negativa per sota de

30mg/g.

El parametre de glucémia basal es van determinar mitjancant el metode de I’hexocinasa,

considerant-se normal per sota de 120mg/dL.
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Per la mesura de I'hemoglobina glicosilada es va utilitzar I’analitzador automatitzat
Menarini ADAMS Alc HA-8180V d’Arkray, (Kyoto, Japd), amb un CV d’entre 1,2 i 1,9%,

considerant-se el rang de normalitat entre 4% i 5.8%.

La proteina C reactiva es va determinar mitjancant I'immunoturbidimetria.

4.7 ANALISI GENETIC

L’extraccio d’ADN de les mostres dels pacients es va realitzar mitjangant el kit d’extraccio i
purificaci6 d’ADN QlAamp DNI blood Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), seguint les
instruccions del fabricant. La mesura de la qualitat de ’ADN extret es va realitzar amb
I’espectrometre NanoDrop spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific, USA®) i la
integritat mitjangant electroforesi en gel d’agarosa 1%. Posteriorment cada mostra es va
quantificar al fluorimetre Qubit 3.0 (invitrogen/Life Technologies®, Paisley, UK) utilitzant

reactius Broad Range.

La preparacié de les llibreries es va realitzar seguint els protocols TruSeq DNA Exome

(Humina) i xGen hybridization capture of DNA libraries (IDT).

La seqiienciacié es va realitzar amb el seqlienciador NexSeq 500 (lllumina) seguint el

protocol NexSeq 500 i NexSeq 550 sequencing Systems.

La validacié de les mutacions torbades per Next Generation Sequencing, aixi com I'estudi
de portadors de la mutacié a la mateixa familia, es va realitzar mitjancant la seqiienciacio

Sanger.

El primer pas de la seqlienciacié pel métode Sanger és fer una PCR que amplifiqui la regié
de I’ADN que es desitja seqiienciar. Els primers necessaris per realitzar I'amplificacié es van
dissenyar utilitzant el programa Primer3Plus (Untergasser A; 2007). La mescla de reaccié
per la PCR es va preparar amb els segiients reactius: 12,5uL Biomix 2x (Biolina®), 5 uL de
reactiu Q (Betaina 5M), 0,6 uL del primer forward (concentracié 20 uM) y 0,6 pL del primer

reverse (concentracié 20 uM). Es va afegir 1uM d’ADN (concentracié 100ng) i la resta de
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volum es va completar amb aigua ultrapura (MiliQ, Milipore®) fins a un volum final de 25

uL.

L'amplificacid es va realitzar a un termociclador ajustant les condicions del programa en
funcié dels primers utilitzats i la seva temperatura de fusid, aixi com de la longidut del

fragment a amplificar.

A continuacio, es va realitzar la purificacié del producte de PCR, prévia a la seqlienciacio.
Per aix0 es va afegir 1 uL d’exonucleasa i 2 pL de fosfatasa alcalina (Sap) a cada tub i es va
incubar a un termociclador a 372C durant 15 minuts. A continuacié es va incubar a 802C

durant 15 minuts per inactivar els enzims.

Seguidament es van preparar les mostres per la reaccié de seqiiencia auna placa de 96
pous, afegint 1 uL del primer corresponent (a concentracid 3 uM), 3 pL de tampd de
seqiéncia (Applied Biosystems®), 0,6 uL de Big Dye Terminator (Applied Biosystems®) i 8
pL d’aigua ultrapura (MiliQ, Milipore®) sobre 3 pL de la mostra purificada. Es va tapar la
placa amb pel-licula adhesiva i es va introduir a un termociclador amb el seglient programa:
4 minuts a 962C, 35 cicles de 15 segons a 962C, 10 segons a 502C i 3 minuts a 629C. Al

finalitzar aquests cicles, un pas de 10 minuts a 602C.

Al finalitzar I'amplificacid es va procedir a purificar la reaccio de seqliencia: es va afegir 3
puL d’EDTA (a concentracié 125mM) a cada pou i es va agitar la placa a un vortex. A
continuacio es va precipitar el DNA amb 36 uL d’etanol al 100%, es va agitar i es va deixar
incubar durant 15 minuts a temperatura ambient. Posteriorment es va centrifugar la placa
a 2500g durant 30 minuts a 42C i es va eliminar el sobrenedant. Un cop eliminat, es van
afegir 50 pL d’etanol al 70% i es va centrifugar durant 15 minuts, es va eliminar el

sobrenedant i es va deixar assecar la placa durant la nit a temperatura ambient.

A continuacio es va resuspendre la msotra de cada pou en 10 plde Hi-Di formamide
(Applied Biosystems®) i es va realitzar la seqiienciacié a un seqiienciador capil-lar ABI

Prisma 3100 Avant (Applied Biosystems®).

En el cas de la regio replicada de PKD1 es va seqlienciar seguint les directrius previament

publicades i comercialitzades per Athena Diagnostics (PKDx®, Athena Diagnostics, Inc).
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Breument, aquesta regid es divideix en vuit amplificacions PCR Long Range amb primers
especifics. Posteriorment, es realitzen dilucions seriades del producte de la PCR amb
I'objectiu d’eliminar contaminacions genomiques. El seu producte s’utilitza per la
realitzacio de Nested PCR, el producte de la qual es purifica i es continua amb el mateix

protocol que la regid no replicada de PKD1 i dels altres gens que es seqilienciaran.

4.8 PROVES D'IMATGE

Per al diagnostic inicial dels participants a I'estudi es va utilitzar I'’ecografia renal segons els
criteris de Pei, mencionats anteriorment a la Taula 1. Aquestes ecografies s’havien realitzat
previament a la inclusid en I'estudi, amb un temps maxim acceptat entre |’ecografia i la
participacié d’un any. En aquells pacients en que I'ecografia estava realitzada més d’un any
abans o bé no disposaven d’ecografia previa, es va realitzar 'ecografia de manera rutinaria

al nostre centre.

Malgrat que les ecografies s’havien realitzat en els seus centres de referencia i per tant no
totes es van realitzar amb el mateix aparell ni el mateix observador, donat que els criteris
de Pei sén utilitzats de manera universal i donada la seva senzillesa técnica, es va considerar
suficientment fiable. A més, es van revisar personalment tant els informes com les imatges

per a confirmar el diagnostic o I'exclusié de la malaltia.

Un cop realitzat I'analisi de les VEs i veient els resultats obtinguts, es va decidir la realitzacio
de ressonancies magnéetiques per millorar la sensibilitat diagnostica. Aquestes es van
realitzar al nostre centre, seguint el protocol de ressonancia magnetica de volum renal,
dissenyat especificament per mesurar el volum renal dels pacients amb PQRAD. En aquest
protocol s'obtenen sequencies half fourier single shot turbo spine echo (HASTE) (Philips®)
gue consisteixen en seqliencies rapides en apnea curta del pacient en tres plans de I'espai
(coronal, axial i sagital) a partir dels que s'obtenen imatges dels tres eixos: craneo-caudal,

latero-lateral i antero-posterior respectivament.
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4.9 AILLAMENT DE LES VEs

El primer pas en 'aillament de les VEs va ser I’eliminacid de polimers proteics contaminants
que es troben de manera fisiologica a les mostres d’orina, com per exemple I'uromodulina.
Aix0 es va realitzar per centrifugacions diferencials. Inicialment es van descongelar les
mostres durant la nit a 42C i es centrifuguen a 17,000xg durant 10 minuts. El pellet que es
va obtenir es va tractar amb dithriotheitol (DTT) a concentracié de 200mg/mg (Sigma-
Aldrich) durant 10 minuts a 372C per eliminar els polimers d’uromodulina, abans de
mesclar-lo de nou amb el sobrenedant. Aquesta nova mescla es va centrifugar un altre cop

a 17,000xg durant 10 minuts.

El sobrenedant restant es va concentrar per ultrafiltraci6 amb un Centricon Plus 70
(Milipore, Bedford, MA) a 2,800xg durant 20 minuts per obtenir uns 1-2ml d’un concentrat

ric en VEs i proteines amb un pes molecular major de 100kDa.

Per eliminar les proteines solubles, es va realitzar una cromatografia per exclusié de mida.
Un mil-lilitre del concentrat obtingut es carrega a una columna de sefarosa CL-2B (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) amb un eluent de PBS (phosfate-buffered saline). S’obtenen

vint fraccions de 500 pl.

En primer lloc, la concentracid de proteina es va mesurar a partir de I'absorbancia a una
longitud d’ona de 280 nm, un metode utilitzat freqlientment al laboratori ja que és senzill,
rapid i les mesures tenen una correlacid directa amb la concentracié de proteina. Les
fraccions més tardanes de la cromatografia per exclusi6 de mida contenen una gran
concentracio de proteines mentre que en les que contenen VEs, la concentracid és molt
baixa o indetectable. En segon lloc, es va determinar la preséncia de marcadors de VEs, és

a dir, proteines que s’expressen de manera especifica en VEs (tetraspanina CD9 i CD63).

De cada mostra es van escollir les tres fraccions amb més VEs i es realitza un pool de totes

elles, que son les que s’analitzaran posteriorment. Aquest procés es mostra a la Figura 13.
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Figura 13: Exemple de resultat de I'analisi de deteccid de VEs i concentracié de proteines

La linia Abs. 280 (eix y esquerre) marca la concentracio de proteines a cada una de les 20
fraccions (eix X), com es pot apreciar amb major presencia a les fraccions finals per la
separacio per exclusid de mida. Les linies CD9 i CD63 (eix y dret), marcadors de VEs,
indiquen d’'una manera semi-quantitativa la concentracid de VEs a cada fraccid, sent major

a les centrals. En aquest exemple es realitzaria el pool amb les fraccions 9 a 11.

4.10 ANALISI PROTEOMIC

El pool de fraccions seleccionades es va sotmetre a una digestido en gel amb triptasa en
peptids petits: el primer pas va ser concentrar les mostres per ultrafiltracié utilitzant un
Amicon Ultra (Merck Milipore) amb un cut-off de 10kDa. A continuacio es va procedir a
passar la mostra per un gel SDS-PAGE al 10%, aturant I’electroforesi un cop la mostra esta

a menys d’un centimetre del final del gel.

Els fragments de gel es van tallar en fragments petits i es van rentar amb bicarbonat amonic
i etanol i posteriorment es van deshidratar amb etanol. Es va realitzar una reduccio i
alquilaci6 amb DTT i bicarbonat amonic i amb iodoacetamina i bicarbonat amonic

respectivament. Després es va tornar a rentar amb bicarbonat amonic i a deshidratar amb
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acetonitril. A continuacidé es va afegir tripsina porcina (Promega, Madison, WI) i es va
mantenir realitzant la digestié durant 372C. L’extraccié de peptids es va dur a terme amb
acetonitril i TFA. Els péeptids finalment es van assecar a un SpeedVac i es van mantenir a -

209C fins al seu analisi posterior.

Posteriorment es van analitzar els péptids amb espectrometria de masses en tandem
acoblada a cromatografia liquida (LC-MS/MS) amb un espectrometre de masses tipus LTQ
Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany). Aquest pas es va realitzar per
duplicat. Les dades crues es van processar utilitzant el software MaxQant'*? (v1.5.3.30) i

I’'UniProt human data base!!3, amb una FDR (false discovery rate) de I'1%.

L’analisi proteomic de les dades peptidiques obtingudes es va realitzar amb el software
Perseus!®’. Les proteines que identificades amb una seqiiéncia reversa, potencials

contaminants o només identificades per menys de dos péptids Unics es van descartar.

Finalment les proteines identificades es van analitzar i se’n van crear diagrames amb
InteractiVenn i es van realitzar representacions grafiques i analisis estadistics amb el

software GraphPad Prism (v6.0 GraphPad Software, San Diego, CA, EEUU).

4.11ANALISI ESTADISTIC

L’analisi estadistica es va realitzar amb el software SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics for

Windows, Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp).

Es va dur a terme un analisi descriptiu de les variables quantitatives i qualitatives. Donada

la mida de la mostra, els estadistics descriptius utilitzats van ser:

a) Variables quantitatives: mediana i rang interquartilic.

b) Variables qualitatives: freqiencies absolutes i relatives.

Es va realitzar un analisi bivariant per comparar els dos grups de pacients. A més, es van
realitzar testos no parametrics de Mann-Whitney-Wilcoxon per la comparacié de medianes

de variables continues, per la mida petita de la mostra.
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El valor de la significacié estadistica es va fixar a un valor de p de <0,005.

Per I'analisi comparatiu entre dues variables qualitatives, es va realitzar la prova Chi-

quadrat.
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5.1 CARACTERISTIQUES POBLACIONALS

A aquest treball s’"han inclos cinc parelles de germans descendents de pacients amb PQRAD.

De les parelles, un dels germans presentava quists renals diagnosticats per ecografia

mitjancant els criteris de Pei i I'altre no. S’ha utilitzat el codi PQ per anomenar els germans

amb quists i S per anomenar els germans sans, seguit d’un numero de I'u al cinc per cada

familia. Aixi el pacient PQ1 és germa de S1 i successivament.

A continuacio es detalla I'analisi descriptiva clinica, familiar i analitica i 'analisi comparativa

entre els dos grups.

5.1.1 Analisi descriptiva

5.1.1.1 Caracteristiques cliniques

Les principals caracteristiques cliniques de la mostra total es mostren a la Taula 6, els

resultats van ser:
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a)

b)

c)

d)

Les edats dels pacients estan compreses entre 23 i 54 anys, amb una mediana de
35,5 anys i un rang interquartilic de 14 anys.

El 30% son homes.

Tots els pacients tenien pes normal, amb uns IMC entre 18,55 i 24,48, amb una
mediana de 22,09 i un rang interquartilic de 3,59.

La diliresi en 24 hores va ser de mediana de 1450cc amb un rang interquartilic de
550cc, és a dir. Tenint en compte les recomanacions en ingesta d’aigua que es
realitza als pacients amb PQRAD, s’esperaria que aquesta hagués estat més elevada.
Pel que fa a la pressio arterial, tots els pacients presentaven una PA normal o
normal-alta segons la classificacié de la ESH/ESC excepte una pacient amb PQRAD
(PQ4) que presentava una PA al moment de la visita de 147/90mmHg, tot i que amb
una determinacié ambulatoria de la PA durant tot el temps d’evolucié anterior i

posterior estrictament normal. La PA sistolica i diastolica medianes va ser de



121mmHg i 77,5mmHg respectivament amb uns rangs interquartilics de 27mmbhg i
14mmHg.

f) Cap d’ells precisava tractament antihipertensiu ni cap altre tipus de farmac.

g) Cap d’ells havia presentat complicacions cliniques nefro-urologiques.

h) Cap d’ells era fumador ni presentava consum habitual d’alcohol.

Taula 6: Descripcio de les caracteristiques cliniques i antropometriques de la mostra.

Pacient Edat Sexe IMC PAs PAd Diiiresi Farmacs Complicacions Hab. toxics

PQ1 23 D 20,3 108 73 1600 No No No
S1 36 D 20,8 93 60 1050 No No No
PQ2 37 D 20,79 130 86 1120 No No No
52 40 H 24,38 100 58 1800 No No No
PQ3 24 H 24,48 119 71 1250 No No No
S3 29 D 21,41 123 83 2500 No No No
PQ4 46 D 22,85 147 90 1300 No No No
S4 54 D 22,76 127 85 1920 No No No
PQ5 35 H 24,39 127 82 1750 No No No
S5 26 D 1855 118 73 1300 No No No
Global 33,5 30% 22,08 121 77,5 1450 0% 0% 0%
H

Edat: anys. IMC: kg/m?, PAs i PAd: mmHg. Dilresi: cc/24h. D: dona. H: home. Al global: edat, IMC, PAs,
PAd, ditresi fan referéncia a medianes. Al global: sexe fa referéncia a percentatge de sexe masculi i
farmacs, complicacions i habits toxics a percentatge de positius.

5.1.1.2 Historia familiar i genética

Per a cada parella de germans es va realitzar un arbre genealogic i un estudi genétic per a
determinar el gen afectat i el tipus de mutacid. Aquests resultats es presenten a la Figura

14 (A-E).
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Figura 14: arbres genealogics familiars i estudis genetics:

Figura 14A: Familia 1

5'identifica en el subjecte PO1 una deleccid in frame gue no
altera |z pauta de lectura de |z resta d'aminocacids al gen PKD1,
wvariant NM_001009944:2xonl15:c.4345_4351del:p.N1450d=l
en heterozigosi. Clazsificada com 2 probablement patogénica.

Figura 14B: Familia 2

-

Sridentifica en el subjacte PO2 una mutacid truncant del gen
PKED1 variant NM_001009944:2xo0n45:c.12373C>T:p.04125X:
en heterozigosi. Classificada com = patogénica.
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Figura 14C: Familia 2

Lridentifica en el subjecte PO3 una mutacia del gen PEDL
warianmt Chrl6:2157910 (hgl9_GRCR2F) NM_001005%44 .3
C.7035delC p. R2347fs en heterozigosi. Classificada com a

patogénica.

Figura 14D: Familia 4

.
°

S'identifica en el pacient PO& una mutacia al gen
PEDL variant NM_001009944 3exon23c 8311G>
A:p E2771K: identificat com & molt probablement

patogénic.
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Figura 14E: Familia 5

’

Mo s'aconsegueix identificar la mutacia en el subjecte PS5, pel
gue no es realitza cerca de mutacicns en el subjecte 55.

5.1.1.3 Caracteristiques analitiques

Les principals caracteristiques analitiques es mostren a la Taula 7, els resultats de la

poblacié global han estat:
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a)

b)

c)

d)

Tots els pacients presenten una funcié renal normal mesurada amb CKD-EPI. La
mediana va ser 106,65ml/min amb un rang interquartilic de 36,9ml/min.

La urea es manté dintre dels parametres de la normalitat en tots els pacients, amb
una mediana de 35,5mg/dL i un rang interquartilic de 13mg/dL.

En un dels casos no es va realitzar la determinacid de I'albuminuria per un problema
en la recollida de la orina de 24 hores, en tota la resta, aquesta és inferior a
30mg/24h amb una mediana de 17,3mg/24h i un rang interquartilic de 22mg/24h.
Cap dels pacients presenta hiperuricemia ni hiperpotassemia. Les medianes sén
4,75mg/dL en el cas de l'urat i 4,14mmol/L en el cas del potassi, amb uns rangs
interquartilics de 2,2mg/dL i 0,57mmolL/L respectivament.

Els pacients no presenten anémia ni policittmia amb una hemoglobina mediana de

13,8g/dL i un rang interquartilic de 2,9g/dL.



f)

g)

h)

Com a parametre nutricional es va prendre I'albimina plasmatica, que resulta
normal en tots els pacients. Mediana d’albumina de 44,35g/L i rang interquartilic
de 2,5g/L.

Un dels pacients presenta un colesterol total elevat de 228mg/dL, la resta no
presenten criteris de dislipémia. La mediana de colesterol total és 174,5mg/dL i el
rang interquartilic és 26mg/dL.

Pel que fa al control glicemic, tots els pacients presenten una glicemia basal i una
hemoglobina glicada normals, amb unes medianes de 87,5mg/dL i 5,3%
respectivament i uns rangs interquartilics de 10mg/dL i 0,2%.

S’ha realitzat una aproximacié a I'estat inflamatori dels pacients mitjangant la
proteina C reactiva, que ha resultat normal en tots els pacients, amb una mediana

de 1,05mg/L i un rang interquartilic de 2,8mg/L

Taula 7: Descriptiva dels parametres analitics de la mostra.

Pac cl Urea MAU Urat K Hb Alb Col Glu HbA1 PCR
Cre

PQ1 111,5 21 21,4 5,1 4,2 13 43,1 176 92 5,2 0,1
S1 101,8 24 3,4 5,1 4,2 13,9 44,4 197 93 5,4 0,03
PQ2 96,8 40 334 3 4,3 12,5 45,6 185 85 5,3 1,1
s2 86,65 37 33 58 4,4 159 435 189 81 54 4,3
PQ3  133,7 37 54 3,6 16,1 54,2 159 66 4,7 0,3
S3 1384 24 7,8 3,2 3,7 14,1 50,1 173 82 5 0,3
PQ4 99,1 34 17,3 4,6 3,73 11,3 41,2 173 82 5,5 3,1
S4 77,2 37 2,7 4,9 4,69 13,7 41,1 228 90 5,5 3,4
PQ5 193,6 33 12,8 5,5 4,08 15,9 45,2 163 92 5,3 2,5
S5 127 55 22,2 3,6 4,07 13,1 44,3 136 104 5,3 1
Glob 106,6 17,3 4,75 355 4,14 13,8 44,35 1745 875 5,3 1,05

Cl Cre: clearance de creatinina. MAU: microalbumindria urinaria. K: potassi. Hb: hemoglobina. Alb:
albumina. Col: Colesterol. Glu: glucosa. HbA1: hemoglobina glicada. PCR: proteina C reactiva. Unitats:
Cl Cre: ml/min, urea: mg/dL, MAU: mg/24h, urat: mg/dL. K: Mmol/L, Hb: g/dL, alb: g/L, col: mg/L, glu:
mg/dL, HbAlc: %, PCR: mg/L. Resultats globals expressats en medianes.
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5.1.2 Analisi comparativa

Tant els parametres clinics i antropometrics com les dades analitiques més rellevants per

la funcid renal s’"han comparat entre els grup PQ i el grup S. Els resultats es mostren a la

Taula 8 i es resumeixen a continuacio:
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Els dos grups presenten una edat molt similar amb unes medianes de 35 anys al
grup PQ i 36 anys al grup S. El percentatge de sexe masculi va ser igualment
semblant als dos grups amb un 10% al grup PQi 20% al grup S.

Tampoc es troben diferencies pel que fa a I'IMC amb una mediana i rang
interquartilics (expressat entre paréntesi) de 21,4 kg/m? (20,5-23,6 kg/m?) al grup
PQi 22,8kg/m? (19,7-22,7 kg/m?).

Pel que fa a la PA els dos grups sdn normotensos sense tractament farmacologic.
Referent a la PA sistolica la mediana i rang interquartilics sén 127 mmHg (115,5-
138,5mmHg) pel grup PQi 118 mmHg (96,5-123 mmHg) pel grup S. La PA diastolica
té una mediana i rang interquartilics de 83 mmHg (77,5-88mmHg) pel grup PQi 71
mmHg (59-79mmHg) pel grup S.

No es van trobar diferencies en la funcié renal expressada en CKD-EPI ni urea. La
mediana i rang interquartilics del clearance de creatinina dels grups PQ i S van ser:
111,5 ml/min (97,5-166 ml/min) i 101,8 ml/min (81,9-130,3 ml/min)
respectivament i les de la urea van ser: 33 mg/dL (22,5-37 mg/dL) i 37 mg/dl (30,5-
46 mg/dL).

A cap dels dos grups es va veure una excrecio urinaria d’albimina elevada, la
mediana i rang interquartilic va ser 17,3 mg/24h (10,3-27,4 mg/24h) al grup PQ i
12,8 mg/24h (2,8-30,3 mg/24h) al grup S.

Els nivells d’urat van ser similars als dos grups amb una mediana i rang interquartilic
de 4,6 mg/dL (3,1-5,3 mg/dL) al grup PQ i 4,9 mg/dL (3,2-5,6 mg/dL) al grup S.

Cap dels dos grups presentava criteris de diabetis mellitus, amb una hemoglobina
glicada normal als dos grups amb una mediana i rang interquartilic de 5,3% (5,1-

5,4%) al grup PQ.i 5,4% (5-5,45%) al grup S.



h) Lestat inflamatori dels dos grups, mesurat amb la proteina C reactiva, és normal,

amb una mediana i rang interquartilic de 1,1 mg/L (0,2-2,8 mg/L) al grup PQide 1

mg/L (0,15-3,8 mg/L) al grup S.

Taula 8: Comparativa de les caracteristiques poblacionals dels dos grups.

Parametre (unitat) PQ S p

n 5 5 -

Edat (anys) 35 (26-41) 36 (25-47) 0.841
Sexe (% homes) 10 20 -

IMC (kg/m2) 21.4 (20.5-23.6) 22.8(19.7-22.7) 0.841
TAs (mmHg) 127 (115.5-138.5) 118 (96.5-123) 0.094
TAd (mmHg) 83(77.5-88) 71 (59-79) 0.059
Cl Cre (ml/min) 111.5 (97.5-166) 101.8 (81.9-130.3) 0,421
Urea (mg/dL) 33(22.5-37) 37(30.5-46) 0,222
MAU (mg/24h 17.3(10.3-27.4) 12.8(2.8-30.3) 0,730
Urat (mg/dL) 4.6 (3.1-5.3) 4.9 (3.2-5.6) 0,841
HbA1c (%) 5.3(5.1-5.4) 5.4 (5-5.45) 0,523
PCR (mg/L) 1.1(0.2-2.8) 1(0.15-3.8) 0,834

Expressades en mediana (rang interquartilic) excepte sexe, expressat en % d’homes.

En resum, en cap dels parametres analitzats s’han trobat diferéncies estadisticament

significatives, pel que podem afirmar que els dos grups sén homogenis pel que es refereix

a parametres antropometrics, clinics i analitics.
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5.2 ANALISI DE LES VEs

5.2.1 Distribucié general de les proteines de les VEs

Es va identificar un total de 203 proteines a les VEs urinaries: 123 proteines eren
compartides entre els dos grups, 80 proteines exclusives del grup DPQ i 15 proteines

trobades Unicament al grup S (Figura 15).

80 123 15

Figura 15: diagrama de la distribucié de les proteines identificades a les VEs.

Es va realitzar un analisi jerarquic de clusters d’aquestes proteines, que es mostra a la
Figura 16. Aquest analisi assigna un color en funcioé de la intensitat de cada proteines i
distribueix les mostres en diferents branques d’acord amb el seu contingut general proteic.
El que es va poder observar és que no hi ha una separacié entre els dos grups. Es a dir, si el
patrd global de proteines fos diferent entre els dos grups, quedarien separats tots els

individus d’un grup a una banda, i tots els individus de I'altre grup a 'altra, i en aquest cas
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no és aixi, sind que queden entremesclats els individus sans i els PQ. Per altra banda,
tampoc queden agrupades les parelles de germans, pel que no sembla que el contingut de

les proteines de les VEs tingui un caracter familiar.

Z0d
1§ —
$0d —
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55
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Figura 16: Analisi jerarquic de clusters: mostra les mostres separades en funcié de la intensitat de
proteines que presenta cada una d’elles.

5.2.2 Proteines diferencials de cada grup

De totes les proteines aillades als dos grups, s’han escollit les 30 proteines que mostren
més diferencies entre els dos grups i s’han resumit a la Taula 9A i 9B, que mostren el
logaritme d’iBAQ de cada una d’aquestes proteines. L'iBAQ representa la intensitat de la

preséncia de proteina per pacient. A aquesta taula podem apreciar que hi ha multiples
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proteines que presenten els pacients del grup PQ que no estan presents en el grup S (Taula

9A), i menys quantitat de proteines que es troben Unicament en el grup S (Taula 9B).

Taula 9A: Proteines identificades a les VEs del grup PQ que no es troben a les VEs de la majoria de
mostres del grup S. iBAQ de cada una de les proteines a cada mostra.

Prot PQ1 PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 S1 S2 S3 S4 S5
Haptoglobin 11.8 161 121 139 118 0 O 0 O 0
Cornulin 12.7 138 0 134 116 0 0 0 O 0

Guanine nucleotide-binding protein

. 149 171 143 161 162 0 O 0 O 15.8
subunit gamma-7

Carcinoembryonic antigen-related 0 177 129 128 151 0 0 0 0 0

cell adh mol 7

Basal cell adhesion molecule 133 156 105 121 143 0 O 0 O 14.6
Escitatory amino acid transportar3 173 134 119 124 11.1 0 O O O 14.2
Annexin A3 13.8 167 11.0 150 137 0 O O 101 14.1
Protein $100-A14 16.2 171 140 165 169 0 0 0 137 157
Spastin 11.2 14.8 119 136 131 0 O O 123 132
Cthelicidin antimicrobial peptide 162 162 0 0 154 0 O O O 0

Transmembrane protease serine 165 0 0 154 163 0

(=)
(=)
(=}
(=}

11B
Neutrophil gelatinase-associated 144 155 0 0 148 0 0 0 0 0
lipocalin

Cystatin-B 152 204 149 192 156 0 0 0 157 176
Myeloperoxidase 151 13.0 0 0 142 0 0 0 O0 0
Ras-related protein Rab-7a 121 179 13.7 174 158 0 0 0 144 158
ADP-ribosylation factor 6 13.1 183 139 168 146 0 0 0 143 164
Cysteine-rich tail protein 1 170 157 151 148 165 0 0 O 159 164
Adapter molecule crk 114 175 130 158 144 0 0 0 138 151
Fibrinogen beta chain 0 183 0 158 11.3 0 0 0 O 0
Ras-related protein R-Ras 0 174 0 154 107 0 O O O 0
Transgelin-2 121 158 123 148 135 0 0 0 134 146
Small VCP/p97-interacting protein 14.3 16.7 158 173 178 0 0 0 159 178
Charged multivesicular body protein ) = 101 143 155 157 0 0 0 142 162

4a
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Taula 9B: Proteines identificades a les VEs del grup S que no es troben a les VEs de mostres del grup
PQ. iBAQ de cada una de les proteines a cada mostra.

Prot PQ1 PQ2 PQ3 PQ4 PQ5 S1 52 S3 54 S5

C-type lectin domain family 14 0 0 0 0 0 150 133 145 0 0

member A

Serum amyloid P-component 0 0 0 0 0 158 181 183 O 0
Non-secretory ribonuclease 0 0 0 0 0 17.0 204 188 O 0
Biglycan 0 0 0 0 0 17.9 139 151 O 0
Extracell superoxide dismutase 0 0 0 0 0 185 19.9 194 0 13.7
[Cu-Zn]

Creatine kinase B-type 0 0 0 0 0 0 0 17.7 13.0 14.8
Glutaminyl-peptide o o o0 o0 0 166 0 0 123 119
cyclotransferase

Crida I'atencidé la presencia de dos controls del grup S que mostren una distribucié de
proteines més semblants a la del grup PQ que a la de sans. Aquests pacients i els estudis
addicionals que es van realitzar per aquest motiu es detallaran més endavant. Amb aixo en
ment, es va realitzar un Volcano Plot, que es mostra a la figura 17. El Volcano Plot és una
eina grafica i estadistica que s’utilitza per comparar dos grups, en aquest cas les diferents
proteines entre les 5 mostres PQ i les 3 mostres S més consistents, és a dir, excloent els dos
pacients amb un patré diferent. Aquesta eina combina la mesura de la significacié
estadistica d’un test amb la magnitud del canvi. D’aquesta manera, es consideren
diferencies significatives les proteines que es troben a les dues bandes de les linies
discontinues. D’aquesta manera s’han identificat finalment 16 proteines significativament
sobreexpressades en el grup PQi 5 proteines significativament sobreexpressades en el grup
S, que es mostren a les Taules 10A i 10B juntament amb la diferéncies entre els dos grups i
el valor p de cada una d’elles. Aquestes proteines son les que posteriorment s’estudiaran

amb més detall.
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-log(p-value)

Figura 17: Volcano plot: relacié entre la significacio estadistica i la magnitud del canvi de les
proteines diferencials entre els dos grups. Es consideren diferencies significatives les proteines de
les bandes de les linies discontinues.

Taula 10A: 16 proteines sobreexpressades amb diferencia significativa en el grup PQ respecte S.

Valor p Diferéncia Proteina

1.14815E-07 15.82 Cysteine-rich tail protein 1
3.98107E-07 15.71 Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7
5.49541E-07 16.13 Protein S100-A14

6.76083E-07 11.99 Excitatory amino acid transporter 3
6.91831E-07 14.64 Charged multivesicular body protein 1a
1.04713E-06 16.4 Small VCP/p97-interacting protein
2.0893E-06 14.86 Charged multivesicular body protein 4a
2.69153E-06 14.82 Tetraspanin-8

5.24807E-06 12.92 Spastin

6.76083E-06 13.72 Transgelin-2

2.13796E-05 15.34 ADP-ribosylation factor 6

2.34423E-05 13.11 Haptoglobin

2.75423E-05 13.16 Basal cell adhesion molecule
2.88403E-05 14.05 Annexin A3

2.95121E-05 17.06 Cystatin-B

3.63078E-05 14.14 Vacuolar-sorting protein SNF8
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Taula 10B: cinc proteines sobreexpressades amb diferéncia significativa en el grup S respecte PQ.

Valor p Diferéncia Proteina

9.54993E-10 -19.27 Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn]
1.94984E-08 -14.24 C-type lectin domain family 14 member A
1.09648E-07 -17.4 Serum amyloid P-component

2.23872E-07 -18.74 Non-secretory ribonuclease

1.8197E-06 -15.63 Biglycan

5.2.2.1 Analisi de les proteines diferencials

A continuacidé analitzem les proteines que s’han trobat sobreexpressades a un dels grups,

avaluant funcié biologica i relacié amb malaltia renal o amb PQRAD.

Proteines elevades en el grup PQ:
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a)

b)

Haptoglobina (HP): aquesta proteina és especialment remarcable ja que s’ha
relacionat amb patologia renal i en aquest analisi és la que més significanca
estadistica té. Es una a-2-dialoproteina derivada de I'hepatocit i sintetitzada als
tubuls renals en resposta a I'estrés oxidatiu. S'uneix a I’hemoglobina lliure creant
un complex que s’elimina de la circulacié a través del catabolisme hepatic del
sistema mononuclear fagocitic, d’aguesta manera evita el dany oxidatiu causat per
I’'hemoglobina lliure. Es poden trobar nivells baixos d’haptoglobina en les
hepatopaties, I’hemocromatosi, la microangiopatia trombotica i I'anémia
hemolitica. A més, és un reactant de fase aguda involucrada en I'immunomodulacid
i 'angiogenesi. A nivell de VEs s’ha trobat que a nivell de la nefropatia diabética es
troba elevada en els pacients progressadors respecte els no progressadors i es creu
que pot predir la progressié renal independentment de I'albumindria*!%5, en el
lupus eritematods es troba elevada en pacients amb malaltia activa respecte els que
presenten malaltia inactiva a nivell renal*®. Fins al moment no s’ha trobat relacié
amb la PQRAD ni a nivell plasmatic ni de VEs.

Cysteine-rich tail protein 1 (CYSRT1): forma part del grup de glicoproteines CRISPs

gue estan involucrades en el sistema reproductiu dels mamifers, principalment a
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d)

f)

nivell de testicles i epididim. També es pot trobar al veri de serp, generant inhibicié
de la contraccié muscular i dels canals idnics. A nivell renal no es coneix encara el
seu paper ni s’ha relacionat amb patologies renals.

Guanine nucleotide-binding protein subunit y-7 (GNG7): les guanine nucleotide-
binding proteines son moduladors de la senyalitzacié transmembrana. La subunitat
Y és una de les necessaries per |'activitat GTPasa i I'interaccié amb els efectors de la
proteina G. La GNG7 inhibeix la via del mTOR per induir autofagia i mort cel-lular i
inhibir la divisié cel-lular regulant I’actina del citoesquelet!!’. Tot i que no s’ha trobat
relacio entre la GNG7 i la PQRAD; la seva relacié amb la via mTOR la fa d’especial
interes.

Proteina S100-A14: és un membre de la familia de proteines S100, que s’uneixen al
calci. S’han relacionat els nivells baixos amb cancer metastatic, pel que es pensa
gue podria tenir una funcié supressiva tumoral. No s’ha trobat relacio amb la
malaltia renal, tot i que un altre membre de la mateixa familia, la FSP1, s’ha trobat
a cel-lules renals de ratolins amb PQRAD perd només a les zones amb fibrosis, no a
les zones sanes!!é,

Excitatory-aminoacid transporter 3 (SLC1A1): transportador d’aminoacids d’alta
afinitat que mitja la captacié de L-glutamat, L-aspartat i D-aspartat. Sense aquest
transportador el glutamat s’acumularia i tindria lloc una destruccié cel-lular. Juga
un paper important en la reabsorcié de glutamat i aspartat a nivell del tabul renal.
S’ha relacionat amb multiples patologies (apnea, malalties neurodegeneratives,...)
pero amb patologia renal o PQRAD.

Charged multivesicular body protein 1a (CHMP1A): Les proteines CHMP es creu que
son un component central en la organitzacio de 'endosoma necessari pel complex
de transport Ill que participa a la formacié de cossos multivesiculars. Aquestes
proteines serien mitjancers necessaris en les activitats d’extrusio de vesicules i de
fissio amb la membrana. Quan es sobreespressen, les matrius circulars dels seus
filaments ensamblats a les membranes poden promoure o estabilitzar la curvatura
negativa i la gemmacio cap a fora. S’ha vist que és necessari per |'alliberacid de VEs
amb CD63. Tot i que no s’ha correlacionat amb la PQRAD o |la malaltia renal, aquest

paper en la formacio de VEs les fa d’especial interés.



g)

h)

j)
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k)

Small VCP/p97 interacting protein (SVIP): VCP/p97 participa a una gran varietat de
processos cel-lulars, inclosa la fusi6 de membranes i la degradacid de proteines
dependent d’ubiquitina. La proteina que hi interactua (SVIP) s’ha relacionat amb la
integritat del reticle endoplasmatic i participen en la seva formacio i la d’altres
organel-les. La seva sobreexpressid causa la formacié de grans vacuoles que sembla
que deriven del reticle endoplasmatic'’®. No s’ha trobat relacié amb el ronyd o la
PQRAD, pero la seva relacié amb el reticle endoplasmatic i per tant, amb el calci
intracel-lular, s’"ha de tenir en compte.

Charged multivesicular body protein 4a (CHMP4A): veure CHMP1A.
Tetraspanina-8 (TSPAN8): és un membre de la superfamilia de les proteines
transmembrana 4 o tetraspanines. La majoria d’aquestes son proteines de la
superficie cel-lular que regulen transduccié de senyals que tenen un paper en la
regulacié del desenvolupament, activacid, creixement i motilitat cel-lular. S’ha
relacionat amb carcinomes perd no amb patologia renal ni PQRAD.

Espastina (SPAST): proteina fragmentadora de microttbuls. Es un membre de les
proteines AAA: ATPases relacionades amb diversos processos cel-lulars que
inclouen el trafic de membranes, la motilitat intracel-lular, la biogenesi
d’organel-les, el plegament de proteines i la proteolisi. Les mutacions a aquesta
proteina causen paraplegia espastica hereditaria. Sense referencies en ronyd o
PQRAD.

Transgelina-2 (TAGLN-2): és una proteina d’unié a l'actina que en controla
I’estabilitat i promou I'activacié de les cel-lules T. La seva funcié encara no s’ha
determinat pero es creu que és un supressor de tumors. A nivell de patologia renal:
els ganglis limfatics dels pacients amb lupus eritematds sistemic van mostrar un
augment d’aquesta proteina a les cel-lules B en comparacid dels ganglis limfatics del
grup control?°, No s’ha trobat relacié amb la PQRAD.

ADP-ribosylation factor (ARF6): proteina d’unié a GTP implicada en el trafic de
proteines que regula el reciclatge endolitic i la remodelacié del citoesquelet. Es
necessari per la mitosi i du a terme un paper en la reorganitzacié de I’actina del
citoesquelet. També pot modular la formacid i alliberament de vesicules de I'aparell

de Golgi. S’ha relacionat amb la polaritzacié epitelial. A nivell renal no té una



109

o)

p)

implicacio clara perd si que s’ha vist que interactua amb la molecula Racl,
relacionada amb gran varietat de patologies podocitaries. ARF6 és necessaria pels
canvis al citoesquelet dels podocits i pot activar vies de senyalitzacié relacionades
amb la integritat de la barrera de filtracio. No s’ha trobat relacié amb PQRAD, tot i
la seva relacié amb el citoesquelet i per tant, els cilis.

Basal cell adhesion molecule (BCAM): glicoproteina membre de la superfamilia de
les immunoglobulines i receptor de proteines de matriu extracel-lular. Pot
desencadenar un paper en certs tipus de cancer i en I'anémia falciforme. A nivell
renal BCAM interactua amb la proteina VCAM-1 que contribueix a la migracié de
leucocits de vasos a teixits, causant inflamacié. Aquesta inflamacio s’ha observat en
la glomerulonefritis proliferativa'®’. Tot i el seu paper en el citoesquelet, no es troba
encara cap relacié clara amb la PQRAD.

Annexina A3 (ANXA3): proteina que s’uneix al fosfolipid de manera calci-dependent.
Té un paper en la regulacié del creixement cel-lular i les vies de transcripcio i certs
processos d’anticoagulacidé. A les VEs s’expressa en aquelles derivades de la
membrana apical, mentre que no s’expressa en les formades a partir de la
membrana basolateral’®. No s’ha trobat relacié amb patologia renal ni PQRAD.
Cistatina-B (CSTB): és un membre de la superfamilia de les cistatines, de la familia
de les estefines, que sdn inhibidors de la proteasa intracel-lular. Desencadenen un
rol a la proteccid contra les proteases dels lisosomes. Les mutacions a aquest gen
s’han relacionat amb I'epilépsia progressiva mioclonica. A nivell renal s’"ha proposat
com a biomarcador del dany actiu renal en animals'?2. A la nefropatia diabética es
troba sobreexpressada a les VEs de pacients amb nefropatia diabética que encara
no tenen albumindria, conjuntament amb la catepsina i NGAL?3. No s’ha trobat
relacio amb PQRAD.

Vacuolar-sorting protein (SNF8): component del complex de classificacio
endosomal necessari pel transport Il (ESCRT-1I) que es requereix per la formacié de
cossos multivesiculars i per la classificacid de les proteines de carrega endosomal
d’aquests cossos. També desencadena un paper a la regulacié de la transcripcio,

participant en la desrepressié de la transcripcid per la RNA polimerasa Il. Es



necessari per 'alliberacié exosomal de varis marcadors, com CD63. No s’ha trobat

relacio amb patologies renals ni amb PQRAD.

Proteines elevades en el grup S respecte el gurp PQ:
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a)

b)

c)

d)

Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] (SOD3): enzim que catalitza la reduccio-
oxidacié del superoxid en oxigen i peroxid d’hidrogen, és, per tant, una defensa
antioxidant per les cél-lules que estan exposades a I'oxigen. S’ha associat a varies
patologies: malaltia vascular, hipertensié arterial, diabetis mellitus,... pero no a una
patologia renal directament.

C-type lectin domain family 14 member A (CLEC 14A): també anomenat receptor
del factor del creixement epidermic 5: és un receptor de la membrana cel-lular pel
factor de creixement epidermic. Quan és estimulat, activa la senyalitzacio d’altres
proteines relacionades amb la sintesi de DNA, la proliferacio, migracio i adhesié
cel-lular i la inflamacid. La seva sobreexpressié o hiperactivitat s’ha relacionat amb
multiples cancers. A nivell renal, una moléecula similar, el CD248 juga un paper
important en la patogenesi de la fibrosi, perd encara no es coneix si CLEC14A fa el
mateix rol*?*. Pel que fa a la PQRAD, no s’ha localitzat en VEs, perd a nivell
fisiopatologic es creu que juga un paper en la formacio de quists renals, aixi com en
la hiperplasia epitelial i I'ectasia ductal biliar.

Serum amyloid P-component (APCS): també anomenat pentraxina-2, és una
glicoproteina de la familia de les pentraxines que interactua amb el DNA i les
histones, eliminant el material nuclear cel-lular danyat. Té un efecte anti-inflamatori
i els nivells baixos d’aquesta proteina s’han associat a malalties amb fibrosi cronica.
A nivell renal, s’ha vist que retarda la fibrosi i la progressié de la MRC'?>. Pel que fa
a la PQRAD, no s’ha trobat fins al moment relacié amb la pentraxina-2, tot i que si
amb pentraxina-3.

Non-secretory ribonuclease (RNASE2): nucleasa especifica pirimidinica
(preferencialment per U) que degrada les cadenes simples de RNA en components

més petits i juga un paper en la maduracio del RNA i el sistema immunitari. No s’han



e)

trobat referéncies bibliografiques entre aquesta nucleasa i les malalties renals o la
PQRAD.

Biglica (BGN): sdn proteoglicans rics en leucina produits pels macrofags i les cel-lules
renals. S'acumula a la matriu extracel-lular, de manera que, quan esta
sobreexpressat i aquesta matriu extracel-lular arriba a la saturacid, pot arribar al
liquid extracel-lularila sang. Actua com un signe d’estrés o dany, és un activador de
la inflamacid i estimula la resposta inflamatoria contra patogens. A nivell renal es
troba sobreexpressat als glomeéruls dels pacients amb malalties glomerulars
primaries, tot i que no s’ha trobat a la seva orina. En persones sanes, es troba només
a les arteries i 'interstici. També esta sobreexpressat en diverses patologies renals:
disfuncié cronica de I'empelt, nefropatia diabetica, glomerulonefritis focal i
segmentaria, lupus eritematds sistemic, isquémia, nefropatia IG A i
glomerulonefritis membranosa, acumulant-se de maneres diverses i a llocs
diferents en cada patologia’?®. Regulant I'activitat dels limfocits T i dels factors de

creixement com el TGF el biglica té importancia en la fibrosi renal'?’.

El resum de les proteines i la seva possible relacié amb els processos fisiopatologics de la

PQRAD o de la formacid de les VEs es mostra a la Taula 11.
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Taula 11: resum de les relacions entre les proteines i la fisiopatologia de la PQRAD o la formacié de

VEs.

Mecanisme de relacié amb la
PQRAD o amb les VEs

Proteina

Inhibicio via mTor

Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7

Relacio amb el calci

Protein S100-A14
Small VCP/p97-interacting protein

Implicacio en la motilitat cel-lular

Tetraspanin-8

Relacio amb el citoesquelet (cilis)

ADP-ribosylation factor 6

Progressio altres patologies renals

Haptoglobin
Cystatin-B

Implicacio amb la fibrosi renal

* C-type lectin domain family 14 member A
* Serum amyloid P-component
* Biglycan

Participacio en la formacio de
diversos tipus de VEs

Charged multivesicular body protein 1a
Charged multivesicular body protein 4a
Annexin A3

Vacuolar-sorting protein SNF8

Sense relacio coneguda

Cysteine-rich tail protein 1

Excitatory amino acid transporter 3

Spastin

Transgelin-2

Basal cell adhesion molecule

* Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn]
* Non secretory ribonuclease

* indica les proteines presents en el grup Sino en el PQ.

5.2.2.2 Analisi dels controls amb patro proteomic diferencial

La preséncia de dos controls del grup S (S4 i S5) que presenten un patrd protedmic més
similar al del grup PQ comporta la necessitat de revisar amb detall aquests dos pacients i
d’ampliar estudis. Per aquest motiu es van realitzar ressonancies magnetiques renals als

controls per descartar d’'una manera més fiable la PQRAD i estudi genétic a totes les

families, per identificar possibles trets diferencials.

Pel que fa a les ressonancies magnetiques dels tres controls del grup S que presentaven un
patro proteomic concordant: en dos controls es va descartar la PQRAD, el tercer es va negar

a la seva realitzacid. En aquest cas es van revisar les imatges ecografiques i es va confirmar

I'abséncia de quists.
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Les ressonancies magnetiques dels dos controls amb un patré proteomic diferencial

s’expliquen més extensament a continuacid, amb els detalls clinics, familiars i analitics.

Els resultats de I'estudi genetic s’han mostrat anteriorment amb la historia familiar i

geneética, perd en resum:

a)

b)

c)
d)

e)

Familia 1: s’identifica gen en el pacient PQ, no present en el control S1.

Familia 2: s’identifica gen en el pacient PQ, el control S2 es nega a la realitzacié d’un
estudi geneétic.

Familia 3: s’identifica gen en el pacient PQ, no present en el control S3.

Familia 4: s’identifica el gen en el pacient PQ, no present en el control S4.

Familia 5: no s’ha pogut identificar el gen en el pacient PQ, pel que es desconeix en

el pacient S5 (amb patro diferent).

A continuacio es detallen els dos controls amb el patré protedmic similar al grup PQ:
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a)

S4: es tracta d’'una dona de 54 anys amb una extensa historia familiar de PQRAD.
D’aquesta destaquem |'afectacié de la seva mare, que va requerir TRS abans dels
50 anys. Té tres germans; dues germanes menors amb PQRAD una amb necessitat
de TRS abans dels 40 anys i I'altra amb PQRAD (PQ4) amb funcio renal normal en el
moment de 'estudi. L’altre germa es nega a realitzar-se estudis, tot i que fins al
moment no ha presentat cap manifestacio clinica que suggereixi PQRAD. Pel que fa
a la control S4, en el moment de la realitzacié de I'estudi presenta una ecografia
renal que no observava quists i una analitica sense alteracions destacables més
enlla d’un filtrat glomerular lleugerament disminuit (77,2ml/min/m?).

L’estudi genetic va mostrar en el pacient PQ una mutacié al gen PKD1 variant
NM_001009944.3:exon23:c.8311G>A:pE2771K que es considera molt
probablement patologica.

A nivell de la ressonancia magnética, es descarta definitivament la presencia de
quists renals que suggereixin PQRAD, pero presenta dues troballes destacables. Per

una banda, es detecta una massa hepatica de 23x16mm, que després d’un estudi



més extens per part d’hepatologia es diagnostica de massa hepatica benigna. Per
I'altra crida I'atencid la presencia d’un angiomiolipoma a nivell renal de 7mm de
diametre i amb caracteristiques de benignitat, que es mostra a la figura 18.

De les 16 proteines més destacades en el grup PQ, en presenta 9.

De les 5 proteines remarcables en el grup S, no en presenta cap.

Figura 18: RM de la pacient S4.
Imatge de ressonancia magnetica potenciada en T1 que mostra una lesié hiperintensa per
contingut greix a nivell del ronyé dret.

b) S5: dona de 26 anys amb una afectacié familiar extensa coneguda, a destacar una
mare afecta de PQRAD amb necessitat de TRS abans dels 40 anys. Té només un
germa afecte de PQRAD amb funcid renal normal als 35 anys. En el moment de
I'estudi ella presenta una ecografia renal on no s’aprecien quists renals i una
analitica estrictament normal.

Es realitza un estudi genétic familiar no podent-se detectar el gen afecte en el en el
germa amb PQRAD, pel que en ella no es pot cercar la mutacid.

En detectar-se el patré protedmic concordant amb el grup PQRAD, tres anys més
tard de I'ecografia renal que havia descartat la presencia de quists, es realitza una

ressonancia magnetica en la que crida I'atencio la presencia de nefromegalia dreta
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amb multiples quists i un ronyd dret de volum normal pero alguns quists visibles
gue es mostren a la Figura 19.

De les 16 proteines més destacades en el grup PQ, en presenta 15, mancant
Unicament I’haptoglobina.

De les 5 proteines remarcables en el grup S, en presenta només una, I'extracell

superoxide dismutase [Cu-Zn].

Figura 19: RM de la pacient S5.
Imatges hiperintenses a ambdos ronyons compatibles amb contingut liquid (quist renal) amb
nefromegalia esquerra.
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O1SSNOSIA 9







La PQRAD és una malaltia freqiient i amb important morbi-mortalitat per als pacients,
malgrat aixo, el diagnostic es realitza a través d’ecografia o altres proves d’imatge un cop
la malaltia ja esta establerta. Amb I’aparicié de nous tractaments, augmenta la importancia
de trobar biomarcadors que ens ajudin a realitzar un diagnostic precog i una aproximacio

al seu pronostic i evolucid.

Els biomarcadors sén caracteristiques objectivament mesurables, capaces d’identificar
processos fisiologics, patologics o de resposta a una intervencid terapéutica'?®'2? i han de
ser especifics, sensibles, predictius, rapids, economics, estables in vivo i in vitro, no invasiu
i amb suficient rellevancia clinica per modificar les decisions relatives al procés patologic al
que fa referéncia®3’. La recerca de nous biomarcadors no invasius per aquesta malaltia, ha

conduit a I'estudi de la proteomica de les VEs.

En vistes dels multiples treballs publicats fins al moment sobre VEs i PQRAD pero la manca
de resultats consistents entre ells, i I’escassa quantitat d’estudis de les VEs en pacients amb
funcio renal normal, hem desenvolupat un estudi valorant descendents de pacients amb
PQRAD que presentin funcié renal normal, per evitar la interferéncia de la MRC i |a fibrosis

en els patrons de les VEs.

Al nostre treball hem aconseguit determinar un patrd proteomic que permet diagnosticar
als pacients afectes de PQRAD abans de l'aparicié de quists visibles per les técniques
radiologiques utilitzades fins ara en el diagnostic d’aquesta patologia. L’ecografia renal
permet visualitzar quists de més de 2-3mm i la ressonancia magnetica o la tomografia
computeritzada augmenten la sensibilitat fins a quists de més de 1-2mm?’, tot i que la
sensibilitat d’aquestes exploracions ha millorat en els darrers anys, continua essent un
diagnostic tarda, ja que s’efectua quan els quists ja estan formats. Utilitzant el nostre patro
protedomic s’aconsegueix un diagnostic de la PQRAD abans de la formacid d’aquests quists,
pel que es pot instaurar un tractament molt més precog¢ que conferiria un millor pronostic

als nostres malalts.
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Mostrem les diferéncies entre descendents de pacients afectes de PQRAD, comparant
parelles de germans amb funcié renal normal on un presenta la malaltia i I'altre és sa.
D’aquesta manera obtenim dos grups molt homogenis antropometrica, clinica i
analiticament, assegurant-nos que les diferencies trobades a la proteomica es deguin
certament a la patologia en fases inicials i no a altres condicions afegides com la propia

malaltia renal cronica, la fibrosis renal o la hipertensio arterial.

Per I'analisi de les VEs realitzat en aquesta tesi doctoral s’ha utilitzat la tecnica descrita pel

104 que es basa en I'ls de les ultracentrifugacions seguides de la cromatografia

nostre grup
per exclusio de mida per la purificacié de la mostra, posteriorment es realitza una
citometria de flux per quantificar i caracteritzar les VEs positives per a CD9 i CD63 i
seleccionar les fraccions més concentrades i finalment es realitza un analisi proteomic per
espectrometria de masses en tandem acoblada a cromatografia liquida (LC-MS/MS). Per
acabar s'han analitzat les dades peptidiques amb els softwares adients. Aquest métode
presenta diversos avantatges: per una banda, el fet d’utilitzar una mostra Unica per pacient
i no un pool d’orina per cada grup permet un analisi més personalitzat i complet, en aquest
cas de fet ha permes el diagnostic d’'una pacient del grup S que presenta un patré

proteomic similar al del grup PQ i que amb estudis posteriors s’ha pogut diagnosticar de

PQRAD.

En resum, basats en la nostra hipotesi i objectius, hem pogut descriure un patré proteomic
de setze proteines en els pacients PQRAD i cinc proteines en els controls sans, que és
diferencial entre els pacients afectes de PQRAD i els controls sans, i per tant, permet un

diagnostic precog d’aquests pacients.

Dintre de les proteines detectades en el grup PQ, s’han trobat cinc proteines amb una

relacié indirecta amb la fisiopatologia de la PQRAD.

D’acord amb la seva relacio amb la fisiopatologia de la PQRAD i la preséncia en tots els
pacients del grup PQ i en cap del grup S, el patré proteomic que hem associat a la PQRAD

es basa sobretot en la guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7 i la ADP-
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ribosylation factor 6, i per tant, considerem que podrien ser un bon punt de partida per a

més investigacio.

La guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7, inhibeix la via mTOR i a través

d’aixd aconsegueix induir autofagia i mort cel-lular'’. Troballes recents indiquen que els
defectes en I'autofagia juguen un paper important promovent la formacié i creixement dels
quists’32133, La via de I’'mTOR és regulador negatiu de I'autofagia, en el cas de la PQRAD,
freglientment es troba hiperactiva, resultant en una disminucio de I'autofagia i, per tant,
un increment dels quists. La troballa de GNG7 en els pacients PQ podria suggerir que
aquesta proteina se sobreexpressa en un intent de controlar la hiperactivacié de 'mTOR

provocada per la PQRAD.

Per altra banda, ’ADP-ribosylation factor 6 s’ha relacionat amb el citoesquelet i els cilis,

concretament amb I'organitzacio de I'actina. El citoesquelet juga un paper important en la
fisiopatologia de la PQRAD, estudis inicials han mostrat que I'actina del citoesquelet dels
cilis es troba desorganitzada en els quists dels pacients amb PQRAD tipus 1. Les fibres
d’actina d’aquests pacients sén més primes i curtes i amb una pitjor organitzacié
comparada amb les persones sanes3¢. Tot i no poder relacionar la ADP-ribosylation factor
6 directament amb aquesta desorganitzacid, és important tenir en compte aquesta

associacio per futurs estudis.

Un altre factor relacionat amb la fisiopatologia i la progressié de la PQRAD és el calci
intracel-lular. A les VEs dels pacients amb PQRAD s’han identificat dues proteines
sobreexpressades relacionades amb el metabolisme del calci. Per una banda la proteina
S$100-A14 és una proteina d’'unié al calci, no obstant aixd no s’ha trobat una clara relacio
fisiopatologica amb la PQRAD, si bé és cert que és una proteina descoberta recentment i
encara no se’n coneixen totes les funcions'3*. l’altra proteina relacionada amb el calci és la

small VCP/p97-interacting protein, que juga un paper en la formacié de vacuoles del reticle

endoplasmatic. Aquesta organel-la s’ha relacionat en diverses ocasions amb la PQRAD.
Quan hi ha un perdua de la funcid de les poliquistines, aquestes es poden relocalitzar des
de la membrana plasmatica fins al reticle endoplasmatic, on alteraran la senyalitzaci6 del

calci intracel-lular, augmentant-lo i afavorint la progressié de la malaltia®3>.
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La tetraspanina 8 és una proteina que s’ha relacionat amb la motilitat cel-lular, tot i que de
manera molt indirecta, la motilitat i la polaritat cel-lular s’han associat a la PQRAD, encara

que els mecanismes sén molt poc coneguts.

S’han trobat sobreexpressades també dues proteines, I'haptoglobina i la cistatina B, que
s’han relacionat anteriorment amb altres patologies nefrologiques. L’haptoglobina permet
diferenciar els pacients progressadors o amb malaltia activa en patologies com la
nefropatia diabética i el lupus eritematds sistemict14115-116 j |3 cistatina B s’ha proposat com

122 en nefropatia diabétical?3. Aquestes dues per tant,

a biomarcador de dany renal actiu
semblarien més relacionades amb el dany renal de la PQRAD que amb la fisiopatologia

concreta de la malaltia.

En altres casos, les proteines identificades, tot i no tenir una relacié coneguda amb la
PQRAD o les patologies renals, se les relaciona amb algun dels processos de formacid
d’algun tipus de VEs. La familia de charged multivesicular body protein, dels que s’han
trobat elevades la 1ai 4a, i el vacuolar-sorting protein (SNF8) formen part d’'un complex de
transport (ESCRT) que participa en la formacio dels cossos multivesiculars i la classificacio
de la seva carrega proteica'3!. Per altra banda, I'annexina 3 s’ha vist expressada en VEs de
la membrana apical, mentre que no a les formades a partir de la membrana basolateral?°.
Per aix0, sembla que aquestes proteines tenen un paper més relacionat amb les propies

VEs que amb la patologia en si.

En algunes altres proteines no s’ha trobat una clara relacié amb la fisiopatologia de la
PQRAD com per exemple Cysteine-rich tail protein 1, Excitatory amino acid transporter 3,

Spastin, Transgelin-2, Basal cell adhesion molecule.

Pel que fa a les proteines identificades en el grup de sans, crida |’atencié una predominancia
de proteines relacionades amb la fibrosi renal: el serum amiloid P-component s’ha vist que
té un efecte antiinflamatori i que alenteix la fibrosi i la progressié de la malaltia renal
cronical?’. El biglica en canvi juga un paper afavorint la fibrosi renal a través de la regulacié

de factors de creixement i limfocits T*27, a més se sap sobreexpressat en diverses malalties
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glomerulars. Molecules de la familia del C-type lectin domain family 14 member A també

s’han associat a la fibrosi renal, tot i que no es coneix clarament |'efecte del CLEC14A.

Per altra banda, la proteina extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn], també present en
el grup S i no en el grup PQ, és una defensa antioxidant cel-lular, pel que sembla que les

cel-lules dels pacients amb PQRAD estan més exposades al dany oxidatiu.

Historicament s’han trobat gran quantitat de proteines sobre o infra expressades en
pacients afectes de PQRAD, moltes d’elles amb una clara relacio biologica amb la malaltia,
com per exemple la poliquistina 1 i 2 i la proteina transmembrana 2%, pero tot i aixi, cap
d’elles fins al moment s’ha utilitzat com a biomarcador. Al nostre estudi, igual que a altres
previs®®, no s’han identificat aquestes tres proteines ni infra ni sobreexpressades a cap dels
dos grups. La causa d’aquesta discrepancia podria raure en el meétode d’aillament del
treball de Hogan, ja que selecciona per I'analisi les VEs urinaries que contenen policistina
(PC+), i per I'altra banda s’ha de destacar que els pacients que s’inclouen en aquest estudi
tenen la funcid renal ja alterada i que la composicid proteica de les VEs probablement varia
al llarg de I'’evolucié de la patologia, pel que podria ser que els nostres pacients amb PQRAD
encara no les presentessin a fases inicials, pero si apareguessin a fases més avancades de

la malaltia.

Els primers estudis publicats sobre el perfil proteomic de les VEs identifiquen un gran
nombre de proteines, en el cas del treball de Pisitkun® s’arriben a identificar 295 proteines,
gran part d’elles involucrades en el trafic transmembrana i el citoesquelet, perod no arriba
a determinar una llista de possibles biomarcadors. En canvi estudis més recents sén
capacos de proposar una llista de possibles candidats com a biomarcadors en la PQRAD,
com les periplaquines, envoplaquines, villina 1 i complement C3 i C9%7. Aquestes proteines

tampoc s’han identificat a les VEs dels nostres pacients ni dels controls sans.

Alguns estudis han aprofitat la capacitat de les VEs per aportar informacidé pel que fa al
miRNA3 pero, tot i que no els podem contrastar amb les nostres proteines, es pot valorar

si la funcid d’aquests miRNA té relacié amb aquestes. En molts treballs troben desregulats
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miRNAs relacionat amb la supressié de tumors, la inflamacid i els fibroblasts. Varies de les
proteines identificades al nostre treball es relacionen amb aquestes vies, pero encara fara

falta més investigacid de cara a correlacionar tot aixdo amb la fisiopatologia de la PQRAD.

Analisis més recents han demostrat que les VEs urinaries poden ser utils com a
biomarcadors per discriminar entre patologies amb dificil diagnostic diferencial, com
I’espongiosi medul-lar renal i la PQRAD, trobant-se que la promininina 1 esta
sobreexpressada en PQRAD i no en espongiosi medul-lar renal ni en sans®3. Al nostre treball
no s’ha identificat aquesta proteina, perd dona una idea de que actualment ja es podrien

utilitzar les proteines de les VEs per el diagnostic de la PQRAD.

Observant el patré proteomic dels controls sans crida I'atencié la clara diferéncia que
presenten dos controls respecte els altres tres, sent el patrd d’aquests dos més similar al

del grup PQ que al de la resta de controls.

Per aquest motiu s’ha decidit estudiar més a fons aquests pacients, realitzant un estudi de
ressonancia magneética i un estudi genetic. Aixo ens ha permes identificar que un d’aquests
dos pacients presentava una PQRAD incipient encara no diagnosticable mitjangant
I’ecografia renal perd que si que s’ha acabat diagnosticant de PQRAD amb la sensibilitat
augmentada que aporta la ressonancia magneética tres anys després. Aquesta pacient, una
dona de 26 anys amb antecedents familiars coneguts pero en els que no es va poder
identificar la mutacio a I'estudi genétic, té una ecografia renal que no objectiva quists.
Segons les guies cliniques, en aquesta pacient s’hauria hagut de realitzar una nova ecografia
als 35 anys per descartar completament la PQRAD. Gracies al patré proteomic alterat que
presenta, es va poder realitzar un diagnostic de sospita precoc¢ de la PQRAD, fins a 9 anys
abans del que s’hauria fet seguint les guies cliniques. Aix0 ens ha permeés un inici de les
recomanacions d’estil de vida més rapid i un control més estricte de la funcié renal i les
possibles complicacions i possiblement en un futur quan hi hagi major disponibilitat de

terapies, es podra iniciar un tractament precog.
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Pel altra banda, hi ha una altra pacient amb un patré proteomic lleugerament diferent al
dels controls sans, es tracta d’'una pacient de 54 anys amb una historia familiar extensa
amb una mutacio a nivell de PKD1 que no es troba en aquesta pacient. En aquesta pacient
es va realitzar una ressonancia magneética que va descartar la preséncia de quists pero va
posar de manifest un angiomiolipoma renal. El fet que tingui una massa renal ens podria
fer pensar que algunes de les proteines identificades en el grup PQ i concordants amb
aquesta pacient, podrien estar sobreexpressades més per una compressio i fibrosi a nivell
del parenquima renal proper a la massa, que a la propia patologia, perd caldria un
coneixement molt més exhaustiu d’aquestes proteines per poder extreure’n conclusions

clares.

Malgrat els resultats obtinguts, aquest estudi presenta certes limitacions. Per una banda la
mostra és molt reduida, aixo es deu per una banda a la dificultat per a torbar parelles de
germans en els que el germa afecte tingués una funcié renal normal i hi hagués un germa
sa disposat a participar en 'estudi i també a les limitacions economiques. Per altra banda,
el disseny d’aquest estudi centrant-se Unicament en pacients amb funcié renal normal, si
bé és molt bo per valorar el diagnostic precog, no permet encara establir una relacio entre
les troballes i la progressid de la patologia. Tot i que les VEs permeten a més de la
protedmica analitzar també la transcriptomica, en aquest estudi no s’ha realitzat donada
la seva dificultat, i considerem que aqui hi ha una quantitat d’informacid extra que s’hauria

pogut obtenir i que sera important d’aconseguir en propers treballs.

No obstant aquestes certes limitacions i els molts interrogants que encara resten per
respondre tant pel que fa a les propies VEs com pel que es refereix a les proteines
identificades i la seva relacido amb la malaltia, es pot afirmar que les VEs sén una bona font

de biomarcadors per a la PQRAD.

Revisant les caracteristiques d’un bon biomarcador mencionades anteriorment, queda clar
que les VEs urinaries son d’obtencié senzilla i gens invasiva i que permet la realitzacié d’un
diagnostic precog, com hem pogut veure en la primera pacient abans comentada, amb una

rellevancia cinica suficient. Pel que fa a la rapidesa i al factor economic, si bé no és una
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prova especialment barata i rapida, el gran interés del mén cientific per aquests marcadors
fa que dia a dia apareguin millores de la técnica que permetin abaratir costos i reduir el
temps necessari per a dur-la a terme. Pel que fa a la sensibilitat i I'especificitat del test,

caldrien estudis més extensos per a poder fer-ne una determinacié exacta.

Aixi doncs, els nostres resultats estableixen un patré que permet fer un diagnostic precog
en els pacients amb PQRAD, abans de I'aparicié de quists als metodes diagnostics habituals.
D’aquesta manera es podrien beneficiar d’un seguiment d’inici més rapid i uns canvis d’estil
de vida i recomanacions médiques en uns estadis més inicials de la malaltia i d’un inici

precog¢ de tractament.

A partir d’aqui, nosaltres plantegem continuar la recerca de patrons proteomics a la PQRAD
per acabar de confirmar i simplificar I'Us d’aquests biomarcadors com a possible métode
diagnostic precog, aixi com d’intentar identificar quines d’aquestes proteines poden ajudar,
a més, a determinar quins pacients presentaran una progressid més rapida i aixi poder

ajustar la intervencid a cada pacient, aixi com iniciar tractament en els que estigui indicat.

Aixi mateix, considerem que la troballa de guanine nucleotide-binding protein subunit
gamma-7 i la ADP-ribosylation factor 6, en les que s’ha vist una possible relacié amb la
fisiopatologia de la PQRAD, en les VEs del grup PQ, obre un nou camp d’investigacié per
coneixer la funcié exacta d’aquestes proteines dins la PQRAD i si podrien ser Utils com a

noves dianes terapeutiques.
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A. Hem determinat un patré protedmic que permet el diagnostic dels pacients afectes

de PQRAD abans de I'aparicio dels quists renals per les técniques radiologiques

habituals en I’actualitat.

Per la seva relacié amb la fisiopatologia de la PQRAD i per la seva preséncia a tots
els pacients del grup PQi a cap del grup S, les dues proteines que hem associat de

manera més clara a la PQRAD son:

i.  Guanine nucleotide-binding protein subunit gamma-7 que inhibeix la via de

I'mTor, relacionada amb I'autofagia i el creixement quistic.

ii.  ADP-ribosylation factor 6 pel seu paper en la organitzacid de I'actina del

citoesquelet dels cilis, que s’ha vist alterat en la PQRAD.

Aquestes podrien aportar, a més del seu paper com a biomarcador per al diagnostic,

noves vies d’investigacio per la fisiopatologia i noves dianes terapeutiques.

S’han trobat sobreexpressades en el grup PQ dues proteines relacionades amb els

nivells de calci intracel-lular:

i.  Proteina S100-A14, una proteina d’unid al calci.

ii.  Small VCP/p97-interacting protein, relacionada amb la formacié de vacuoles

al reticle endoplasmatic.

. S’han detectat en el grup PQ elevades I’haptoglobina i la cistatina B, relacionades

amb el dany renal i altres patologies nefrologiques. | la tetraspanina 8 associada

amb al polaritat cel-lular, alterada en les cél-lules dels cilis en la PQRAD.

En els pacients sans es troben augmentades proteines relacionades amb la
proteccid enfront la fibrosis renal, com el serum amiloid P-component, el biglica i
les mol-lecules de la familia del C-type lectin domain family 14 member A o enfront

I’oxidacio cel-lular com I'extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn].



F. L'estudi de la protedomica de les VEs ha permes el diagnostic d’'una pacient
etiquetada com a sana, anys abans de ser possible el seu diagnostic per les

tecniques i guies habituals.
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A partir de les troballes descrites a aquesta tesi ens plantegem una serie d’interrogants en

els que continuar treballant.

Per una banda, aquesta és una aproximacié amb una mostra petita, de cara a corroborar
resultats, considerem que seria interessant ampliar la mostra amb més parelles de germans
per validar els resultats obtinguts i millorar la poténcia estadistica. Donada la dificultat de
trobar parelles de germans que compleixin tots els requisits, podria ser necessaria la

realitzacio d’un treball multicéntric coordinat per aconseguir aquest objectiu.

A més, si s’obtingués una mostra més amplia ens permetria realitzar subanalisis en funcié

d’altres parametres com el gen afectat, la preséncia de complicacions renals o I'edat.

D’altra banda, de cara a poder relacionar les proteines de les VEs amb I'evolucié i el
pronostic de la malaltia, considerem que seria escaient poder realitzar un nou estudi de la
protedmica de les VEs urinaries en aquests mateixos pacients. D’aquesta manera podriem
comparar si el patrd proteomic canvia amb I'evolucié de la malaltia i si difereix entre

pacients amb diferents velocitats de progressio.

Per acabar, creiem que també aportaria informacié addicional I'estudi de Ia
transcriptomica en aquestes VEs, pel que seria cami interessant per prosseguir amb

aquesta linia d’investigacio.

Aixi doncs, per concloure, considerem que fa falta ampliar I’estudi amb més pacients i amb
I'analisi de la transcriptomica per optimitzar I'Us de les VEs com a biomarcador per al
diagnostic precog i repetir I'analisi seguint I'evolucié d’aquests mateixos pacients per

valorar la utilitzacié de les VEs com a indicador de la progressid i el pronostic de la malaltia.
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