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PREFACIO

El contenido de la presente tesis es la sintesis de 4 afios de trabajo desarrollados en la Unidad de
Esclerosis Multiple del Instituto de Investigacidon Sanitaria Biodonostia — Hospital Universitario
Donostia de la ciudad de San Sebastidn, Espafia, bajo la direccién del Dr. David Otaegui Bichot y
con el soporte econémico de: i) proyecto GV-2011111028 concedido por el Dep. de Educacién del
Gobierno Vasco, ii) contrato Rio Hortega del Instituto de Salud Carlos Ill (CM14/00006) v iii)

Novartis.

Se presenta en formato de 4 capitulos, correspondientes al desarrollo de los objetivos planteados,

mas una introduccién y discusidn generales.
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RESUMEN

Dentro del mecanismo de comunicacion celular indirecta, se ha incluido en la ultima década al
mediado por las vesiculas extracelulares (VE) las cuales son particulas cubiertas de membrana
celular originadas en el interior de la célula emisora o por evaginacién de su membrana
plasmatica excretadas al medio extracelular y captadas posteriormente por células receptoras
(cercanas o a distancia). Las VE y su condicion de transportadores de informacién intercelular han
sido objeto de estudio en el campo biomédico, emergiendo asi interesantes lineas de
investigacion. Los objetivos principales de dichas investigaciones son la busqueda de nuevos
biomarcadores y posibles dianas terapéuticas candidatos a ser utilizados en la practica clinica. Sin
embargo, queda un recorrido importante por completar entre la investigacidon basica en VE y su

utilizacidn practica en beneficio de los pacientes.

Asi pues, en esta tesis se ha investigado la biologia de estas VE en relacidn a la esclerosis multiple,
una enfermedad del sistema nervioso central, desmielinizante y con un claro componente
autoinmune como base patogénica. Hemos encontrado variaciones en la concentracién y el
contenido molecular de las VE segun el estadio clinico de la EM, asi como tras el empleo habitual
de terapias inmunoloduladoras. Hemos analizado también la funcién reguladora del sistema
inmune que poseen estas VE. Con la intencién de aplicar en un entorno clinico hospitalario el
estudio de VE como biomarcadores, hemos comparado distintos métodos de aislamiento y

analisis de VE y proponemos un protocolo idéneo para su aplicacién en la rutina de un hospital.
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Introduccion

1. Vesiculas extracelulares

1.1. Comunicacion celular

La supervivencia de las células estd condicionada, entre otros factores, por su capacidad de
intercambiar mensajes con el medio ambiente. Esto pone de manifiesto la relevancia de un
funcionamiento adecuado de la maquinaria celular para emitir y procesar mensajes. En concreto,
cuando el medio ambiente es otra célula, hablamos de comunicacidn celular. Los mecanismos
gue posee la célula para asegurar su comunicacion celular son diversos y pueden distinguirse dos

subgrupos™:

a) directo: en donde el mensaje se transmite por contacto célula-célula pudiendo ser la
célula receptora:
e distinta a la emisora (comunicacidn justacrina, incluye también a la sefal sinaptica)

e |a misma célula emisora (comunicacidn autocrina)

b) indirecto: en el cual el mensaje es excretado por la célula emisora al medio ambiente

extracelular y es captado en un siguiente paso por:

e una o varias células cercanas (comunicacion paracrina)
e una o varias células a distancia (comunicacidon endocrina, aunque este término se

acota a la comunicacion mediante hormonas)

Dentro del mecanismo de comunicacién celular indirecta, se ha incluido a partir de la ultima
década (tomando como referencia el trabajo de Valadi et al’) el mediado por vesiculas
extracelulares (VE) definidas como particulas cubiertas de membrana celular originadas en el
interior de la célula emisora o por evaginacidon de su membrana plasmatica y excretadas al medio
extracelular para ser captadas posteriormente por células receptoras (cercanas o a distancia).
Desde entonces, las VE y su condicion de transportadores de informacidon intercelular han sido
objeto de estudio en el campo biomédico, emergiendo asi interesantes lineas de investigacion.
Los objetivos principales de dichas investigaciones son la busqueda de nuevos biomarcadores y
posibles dianas terapéuticas candidatos a ser utilizados en la practica clinica. Sin embargo, solo
contadas investigaciones han dado lugar a aplicaciones clinicas validas, quedando un recorrido
importante por completar entre la investigacidn bdsica en VE y su utilizacion practica en beneficio

de los pacientes.
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1.2. Breve reseiia historica

El estudio sobre VE tuvo su génesis en 1946 cuando el célebre Dr. Chargaff, de la Universidad de
Columbia (USA), conocido por sus investigaciones sobre las bases nitrogenadas del ADN, observé
que los precipitados de plasma libre de plaquetas obtenidos tras una centrifugacién a alta
velocidad (31000 g), mantenian actividad procoagulante®. Cerca de 20 afios més tarde, en 1967, el
Dr. Wolf distinguié en sus imagenes de microscopia electrénica que el plasma depletado de
células aun conservaba estructuras electrénicamente densas que denominé “polvo de plaquetas”
(platelet dust) y eran las responsables de la actividad procoagulante descrita por Chargaff®.
Durante las siguientes dos décadas, investigaciones aisladas hacen referencias a estructuras
vesiculares halladas en diferentes muestras: liquido seminal, suero bovino, adenoma rectal, etc.
Pero hasta entonces, ademas de la busqueda de funciones procoagulantes para estas muestras
“libres de células”, no se habia profundizado en otras caracteristicas funcionales, siendo incluso

consideradas las encargadas de eliminar el material de desecho de las células®.

A principios de la década del 80, Trams y colaboradores denominaron exosomas a las vesiculas
derivadas de una linea tumoral que poseian capacidad 5’ nucleotidasa ®. Un par de afios mas
tarde, en el contexto de estudios sobre el trafico vesicular intracelular, Johnstone describio la
formacién de cuerpos multivesiculares, que contenian receptores de transferrina, y su capacidad
de unirse a la membrana celular para liberarse al medio exterior’. En el afio 1987 el mismo grupo
de Johnstone y colaboradores hacen referencia a la posibilidad de aislar estas vesiculas mediante
ultracentrifugacion a 100000 g. Una posterior revolucion en este campo fue gracias al aporte de la
Dra. Raposo, quien describid la capacidad de dichos exosomas formados en cuerpos
multivesiculares de presentar antigenos y activar linfocitos T a través de las moléculas de HLA
presentes en su superficie®. Diez afios mas tarde, el grupo liderado por Jan Lotvall descubrié el
contenido de miRNA en las VE y la posibilidad de ser captado por la célula diana, abriendo un
nuevo horizonte en el campo de la comunicacion celular’. Desde ese momento, el nimero de
publicaciones describiendo nuevas funciones y origenes celulares de las VE se ha incrementado

sustancialmente, cuadriplicdndose en la ultima década (Figura 1).
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Figura 1: Evolucién de articulos indexados en Pubmed con los términos (en inglés) “vesiculas extracelulares”,

”ou

“exosomas”, “microparticulas” y “microvesiculas” al dia 7 de septiembre de 2015.

Podriamos resumir lo antedicho diciendo que hubo 5 hitos que revolucionaron el conocimiento
sobre lo que actualmente denominamos VE: remanencia funcional del plasma libre de plaquetas;
visualizacion de vesiculas mediante microscopia electrdnica; formacion de exosomas desde
cuerpos multivesiculares; capacidad de presentar antigenos funcionales y caracterizacidon de

miRNA contenidos en su interior.

Dentro de esta cronologia histdrica, en la ultima década las lineas de investigacién en VE han sido
claramente dos: las que se apoyan en la caracterizacion multiple que permite la citometria de
flujo (CMF) sobre el origen celular de las VE, centrando su estudio en las vesiculas mas grandes,
denominadas microparticulas, microvesiculas, o ectosomas; y por otro lado las que tienen como
objeto las particulas mas pequefias o exosomas, ahondando en el estudio de su contenido y la
funcién de este. En la mayoria de estudios sobre microparticulas, estas han sido aisladas de
fluidos corporales y analizadas en directo, mientras que los estudios de exosomas fueron en su
mayoria basados en experimentacidn in vitro. Actualmente, gracias a la colaboracién
internacional de grupos pioneros en ambos tipos de trabajos, se ha formado la International
Society for Extracellular Vesicles (ISEV, http://isev.org/) con el objetivo de unificar criterios,
metodologia y garantizar calidad en la investigacion sobre VE. Fue en las reuniones iniciales de
esta sociedad donde se optd por el actual término VE para englobar tanto exosomas vy

microparticulas, como también a los cuerpos apoptéticos™®.


http://isev.org/
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1.3. Caracteristicas bioldgicas

Las VE son particulas rodeadas de membrana plasmatica provenientes del interior de la célula o
formadas directamente desde su membrana y excretadas al medio extracelular. Llevan
informacién desde la célula de origen a la célula diana'?, participando en numerosas funciones
bioldgicas como por ejemplo presentacién de antigenos sin contacto celular®?, modificacion del
microambiente y “educacion” celular a distancia®®, funciones que han sido agrupadas bajo el
término “comunicacién celular sin contacto directo” (comunicacién celular indirecta). A su vez,
estos roles bioldgicos han sido relacionados a una amplia variedad de procesos fisiopatoldgicos
siendo estudiados con mayor profundidad en cancer enfermedades mediadas por el sistema
inmune' y enfermedades cardiovasculares™. Se ha visto que tanto en condiciones patoldgicas
como fisioldgicas, estas vesiculas pueden ser liberadas tras la activacién, apoptosis o estrés

celular'®.

Especificamente, las VE pueden transportar proteinas, lipidos, glucolipidos y material genético
como DNA y RNA mediante los que producird modificaciones fenotipicas'’ y genotipicas'® en las
células receptoras. Este proceso esta facilitado por las moléculas en la superficie de la membrana

vesicular que le permite ser identificada y captada por la célula diana e interactuar con ella®.

1.3.1. Biogénesis

Aunque hay varias formas de clasificar las VE, la principal division en la nomenclatura esta basada

en su biogénesis. Asi se describen 3 tipos de VE (Figura 2):

e Aquellas formadas dentro de los cuerpos multivesiculares y excretados extracelularmente
luego de la fusion de estos cuerpos con la membrana plasmatica son denominados
exosomas. Su principal caracteristica es tener un tamafio uniforme en un rango

comprendido entre 30 a 150 nm, siendo las VE mas pequefias®.

e Por otro lado, las vesiculas denominadas microparticulas (MP), microvesiculas (MV) o
ectosomas (resumidas aqui como MP/MV), derivan de la modificacion de la membrana
celular luego de recibir un estimulo externo o interno que conduce al reblandecimiento
de las estructuras adyacentes de la membrana permitiendo la evaginacién y formacion de
la vesicula hasta su desprendimiento completo®’. Estas MP/MV varian ampliamente en

tamano desde 300 a 1000 nm de diametro.

e Por ultimo, los cuerpos apoptoéticos estdn incluidos dentro de la categoria de VE, siendo
los de mayor tamafio (hasta 5 um) y mas diversos respecto a morfologia, tamafio y

composicidn aunque los menos estudiados dentro del conjunto de VE®.
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A pesar de esta clasificacion bioldgica, en términos practicos cuando se aislan VE segun su
tamanfio, se observa un solapamiento entre los 3 tipos, encontrandose por ejemplo gran cantidad
de MP/MV con tamafios alrededor de 150 nm asi como pequefios cuerpos apoptdticos que
rondan los 500 nm y son indistinguibles de las MP/MV?. Debido a esto entre otros factores, la
tendencia actual es denominar el conjunto entero como VE, término acufiado por la ISEV™. En
esta tesis, seguimos esta denominacidn para referirnos a las vesiculas aisladas mediante nuestros

protocolos.

Extracellular vesicles

resting or activated cell

30-100nm  100nm-1pm 1pm-5pm 8-12um

v
A
v

<
<

protein A

aggregates

viruses bacteria

B exosome microvesicle

Figura 2: A) clasificacion de VE segln su biogénesis. B) comparativa de tamafios de subtipos de VE. Tomado de”.

1.3.2. Origen celular

Las VE han sido clasificadas también en funcién del origen celular de la cual es excretada. Vale

aclarar que esta clasificacion se emplea mayoritariamente en las VE tipo MP/MV las que debido a
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su biogénesis poseen marcadores en su superficie provenientes de la célula de origen y esto es
aprovechado tecnolégicamente para identificarlas y clasificarlas. Los exosomas por ser formados
en el cuerpo multivesicular no llevan en su membrana marcadores de origen celular, aunque en
cambio presentan tetraspaninas (CD63, CD9, CD81, etc.), en su composicidn, lo que es utilizado

como marcador general de este subtipo de VE.

Podriamos afirmar que todas, o casi todas las células son capaces de liberar VE de forma
constitutiva o en consecuencia a una estimulacién especifica. Aun asi, con fines de aplicacién
clinica, las mas estudiadas han sido las circulantes en sangre, derivadas de células presentes en el

2526 También

torrente, como por ejemplo plaquetas, leucocitos, eritrocitos y células endoteliales
se han identificado VE en otros fluidos biolégicos como liquido sinovial, liquido ascitico, saliva,
orina, leche materna, liquido cefalorraquideo (LCR), con marcadores celulares presentes en cada

tejido.

1.4. Relacion con el sistema inmune

Veiamos en el apartado sobre las caracteristicas bioldgicas de las VE, que uno de las roles mds
estudiados era en referencia al sistema inmune. La doctora Clotilde Théry, en el afio 2009, publicé
una completa revision sobre las funciones inmunoldgicas conocidas hasta aquel entonces ¥/, las
cuales han sido ampliadas y enriquecidas recientemente en la revisidon de los Dr. Roobins y Morelli
" No pretenderemos en este apartado hacer una revisién exhaustiva del tema, sino por el
contario exponer una serie de conceptos basicos acerca de la regulacion mediada por las VE sobre
el sistema inmune, con especial hincapié en los procesos que puedan tener un rol en el desarrollo

de la EM, como veremos mas adelante.

1.5. El cargo de las VE no es azaroso

La idea original de que las VE, especificamente el subtipo exosomas, llevaban en su interior una
mezcla azarosa de lo que el citoplasma de la célula presentaba ha sido refutada tras el
excepcional trabajo del grupo del Dr. Lotvall, en el que demostrd la presencia de miRNA en el
interior de los exosomas y que muchos de estos no estaban presentes en el citoplasma de la
célula de origen. Esto sucede aun en las células que secretan VE de forma constitutiva, como es el
caso de algunas presentadoras de antigeno (CPA -linfocitos B®, células dendriticas ** o
macréfagoszs—). Los mecanismos que intervienen en la seleccion y enriquecimiento del cargo son
diversos pudiendo ser dependientes o no de ESCRT (del inglés: Endosomal Sorting Complexes

Required for Transport) -maquinaria encargada de la formacion de cuerpos multivesiculares y la

escision de este al espacio extracelular- tal como fue demostrado por Mittelbrunn vy
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colaboradores en su trabajo sobre las VE en la sinapsis inmune entre linfocitos T y CPA.
Podriamos afirmar entonces que el material englobado en el interior de las VE, lejos de ser el
“ ” . z .

resumen” del repertorio que normalmente expresa la célula, es el resultado de una seleccidon

enriquecida especificamente y dirigida por varios mecanismos celulares.

o o7

1.6. Inhibicion versus activacion

Aunque el escenario real probablemente sea mas complejo, las modulaciones del sistema inmune
se resumen en dos grupos: inhibicién y activaciéon. Esta manera simplificada de entender al
sistema inmune se trasladd ldgicamente al ambito de las VE por lo que se suele dividir sus
funciones en inhibidoras/reguladoras y activadoras del sistema inmune (Figura 3). Sin embargo,
tal como sucede en cualquier sistema complejo, un mismo tipo de VE puede comportarse en

forma opuesta segun el microambiente en que se encuentre.
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Figura 3: Funciones de inhibicion y activacién de las VE sobre células del sistema inmune. a) Las vesiculas secretadas de
varias fuentes celulares tienen numerosos efectos activadores sobre las células inmunes, incluyendo la presentacion de
complejos péptido-CMH en forma directa a las células Ty la presentacién indirecta de antigenos y/o complejos péptido-
CMH transferidos a las células dendriticas (DCs) lo que conduce a la activacion de células NK, macréfagos y células By la
maduracién de DCs, entre otras funciones. b) Funciones inhibidoras de vesiculas derivadas de diversas fuentes celulares
incluyen: inhibicion de la activacion de las células T, inhibicién de la funcidn citotdxica de las NK y linfocitos T CD8+,
promocion de células T reguladoras (Treg), promocidn de la diferenciaciéon de los monocitos en células supresoras
mieloides (MDSCs), induccién de apoptosis en linfocitos T a través de CD95L. HSP: proteina de choque térmico; IL-15Ra:
cadena a del receptor de IL-15; NKG2D: grupo 2 D de NK; TGFBR: receptor del factor de crecimiento transformante (;
TNFRI: superfamilia de receptores de TNF, miembro |. Tomado de z

Hemos visto que las VE pueden presentar antigenos asociados a proteinas del complejo mayor de
histocompatibilidad (CMH) en forma indirecta mediante procesamiento por CPA o en forma
directa desde virtualmente cualquier célula. Por ambas vias, estas VE presentadoras de antigenos

tienen capacidad activadora de linfocitos T 0B NK*o0 macréfagos 28
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Por el contrario, se han descrito funciones reguladoras o inhibidoras de las VE sobre células del
sistema inmune. Las células dianas mas estudiadas han sido los linfocitos T, asi se demostrd por
ejemplo, la capacidad de inhibir la activacion de estos mediante VE derivadas de la leche
materna® o in vitro a través de VE positivas para CD39 y CD73**. Un estudio comprobd que VE
derivadas de lineas tumorales eran capaces de estimular células T reguladoras (Treg) siendo esta
una via indirecta de promover la inhibicion del sistema inmune®. El mismo estudio concluia que
estas VE también podian inhibir la proliferacion linfocitaria actuando directamente sobre sus
células diana (sin mediar las Treg). También se analizaron los efectos sobre otras células diana del
sistema inmune como son las NK, habiéndose confirmado que VE derivadas de un tumor pueden,
mediante la inhibicién de las funciones de células NK promover el crecimiento tumoral **. Por
ultimo, dentro de las funciones inhibitorias de las VE se considera la induccidn de la apoptosis,

efecto demostrado sobre linfocitos T mediante VE transportadoras de FasL *’.

Otro de las funciones descritas sobre la modulacién de las VE ejercida sobre sistema inmune es
la promocidn de la diferenciacion celular, la que dependiendo del cargo que la VE transporte,

inducird cambios fenotipicos hacia un tipo celular especifico *.

Légicamente, cada uno de estos roles identificados son objeto de posibles aplicaciones
terapéuticas en modelos in vivo, fundamentalmente como terapias coadyuvantes (vacunas
autdlogas, antimicrobianos, etc.) aplicables en enfermedades donde el sistema inmune juega un
papel fundamental en su desarrollo (infecciones, cancer, enfermedades autoinmunes, entre

otras) ***°.

1.7. Métodos de aislamiento y caracterizacion

1.7.1. Aislamiento

Los pasos principales para estudiar VE y aplicar sus resultados engloba la obtencién de muestra
(sangre, orina, saliva, LCR, leche, liquido ascitico, etc.) y aislamiento de VE desde ella, para luego
caracterizarlas y dar paso al analisis de su cargo, obteniendo finalmente una posible
interpretacién y aplicacidn clinica.

Respecto a los primeros pasos, la obtencion de muestras y parametros preanaliticos han sido

40,41

estudiados ampliamente y estdan préximos a conseguir un consenso Sin embargo, el

aislamiento de VE es un paso critico debido a varias razones. Primero, los métodos de aislamiento

42,43

de fluidos humanos o medio de cultivos son actualmente muy diversos (revisado en )y

dependiendo de cudl es utilizado los resultados pueden ser considerablemente distintos, aun

habiendo partido de la misma muestra.

11



Introduccion

Hasta ahora, la mayoria de estos métodos estan basados en la densidad de las VE, incluyendo
centrifugacion diferencial desde velocidades bajas (1500g) hasta ultracentrifugacién (>100000g),
combinadas o no con la realizacidén de un gradiente de densidad y/o filtracion. Dependiendo de la
cantidad de pasos completados, se obtienen distintas purezas. Resumidamente los pasos
consisten en una primera centrifugacion a baja velocidad (200 a 300 g) para separar células del
fluido que contiene las VE, el cual puede seguir siendo purificado o directamente precipitado para
obtener VE. Para una purificacion mayor, una segunda centrifugacidén debe llevarse a cabo (entre
2000 y 10000g, dependiendo del fluido o la fraccion de VE requerida). Por otra parte, las VE
pueden ser directamente precipitadas del primer sobrenandante centrifugando a velocidades de
10000 hasta 100000 g. Aunque hay muchas variantes entre los autores, la aproximacion inicial
para analizar VE estd usualmente basada en los pasos mencionados. Como protocolo alternativo
para obtener una fraccidon de VE mas pura, estos pasos de centrifugacion se pueden combinar con

un gradiente de sucrosa.

El uso de polimeros o aglutinacion por inmunoafinidad como sistema de precipitacién también es
usado ampliamente, siendo exoquick (System Biosciences) el mas conocido. La principal ventaja
de esta aproximacion es el rapido procesamiento de la muestra. Sin embargo, la baja pureza
obtenida con estos métodos y mezcla de diferentes subtipos de VE hace dificil la interpretacién de

los resultados.

La extracciéon de VE mediante el paso de la muestra a través de un filtro es un método facil y
econdmico, que puede ser aplicado en combinaciéon o no con la centrifugacion diferencial. Hay
también un riesgo de contaminacién con particulas distintas a VE pero del mismo tamafio que

estas.

Recientemente se han afiadido al resto de métodos la cromatografia por exclusion de tamafio *y

un dispositivo en chip® con resultados prometedores.

Todos estos métodos, tanto solos como en combinacion, permiten la obtencion de una solucion
enriquecida en VE en distinta medida. Por ultimo, dependiendo de varios factores como consumo
de tiempo, costos, facilidad de manipulacién y reproducibilidad, estos métodos son mas

susceptibles de ser aplicados en una rutina clinica diaria.

Sin embargo y a pesar del creciente nimero de publicaciones tras ese objetivo, no existe un
. , . . ., 46 . .
consenso claro en qué método es el mds adecuado para cada situacidn™ poniendo de manifiesto

la urgente necesidad de protocolos estandarizados apropiados para su aplicacidn clinica.
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1.7.2. Caracterizacion

La caracterizacion de VE se basa en la descripcion complementaria de morfologia, tamafio,
marcadores de su origen celular, marcadores de tipo de vesicula (exosoma o MP/MV) y
marcadores de contenido o cargo vesicular. Para cada una de estas caracterizaciones hay
disponibles tecnologias que segln su complejidad, hacen factible en mayor o menor medida su

adecuacion a un entorno sanitario.

Dentro de estas tecnologias, el analisis por citometria de flujo (CMF) es probablemente la forma
mds extendida para caracterizar las VE, posibilitando el uso de multiples parametros para
identificar la misma vesicula. Es una herramienta con un gran poder de caracterizacidén, con un

procesamiento rapido y los resultados pueden ser cuantitativos ademas de cualitativos.

Su mayor limitacién es la baja discriminaciéon de VE menores a 300 o 400 nm. Sin embargo, los
nuevos citdmetros de alta resolucién permiten detectar particulas de hasta 100 nm (Figura 4). El
limite de deteccidn de los citbmetros mas habituales en el uso clinico ha sido tema de estudio por
parte de las jovenes sociedades cientificas de VE destacandose en su labor el trabajo realizado por
la Scientific and Standardization Committee of the International Society of Thrombosis and
Hemostasis (ISTH SCC) liderado por el Dr. Lamarie Lacroix y la Dra. Francoise Dignat George***"*’.
En la reciente formada ISEV también se esta discutiendo acerca de la capacidad de los distintos
citédmetros de uso mas frecuente como el caso del CANTO Il o el FC500 de Beckman Coulter y de
aquellos que permiten una manipulacion mayor de sus parametros como es el Influx (BD), para la
caracterizacién de VE y su contabilizacion. Las coordinadoras de esa area son las Dras. Esther

Nolte-t Hoen y Marca Wauben®™°,

Prueba del trabajo colaborativo de estas sociedades
cientificas es el creciente nimero de publicaciones especificamente en el drea de VE y la
citometria de flujo. Actualmente se estd conformando un grupo de estudio sobre protocolizacion

de citometria aplicada a las VE conformado por miembros de las dos sociedades nombradas.
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Citémetros de nueva generacion
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Figura 4: Comparativa de resoluciones de citdmetros para el andlisis de VE. La mayoria de las VE tienen un tamafio
menor a 200 nm, por lo que quedan fuera del andlisis de citdmetros convencionales. Los citdmetros de nueva
generacion permiten la distincion de particulas de 100 nm acercandose en mayor medida al rango analizado por las
técnicas de seguimiento de particulas como Nanosight o gNANO.

Prosiguiendo con otras plataformas utilizadas para la caracterizacidon vesicular, dos nuevas
herramientas han sido incorporadas recientemente al mercado cuyo fin es la caracterizacién
individualizada de nanoparticulas en tamafio y concentracion a alta resolucidon. Una mide las
particulas basandose en su paso a través de un poro de una membrana sintética cambiando el
flujo de corriente idnico, lo que se traduce digitalmente al volumen y tamafio de la particula y
concentracién en el fluido de suspensién (QNANO, IZON Science)®. Tiene la ventaja de ser
sensible a los diferentes tamafios de particulas en muestras complejas como las de fluidos
humanos. La otra herramienta denominada Nanosight (Malvern) se basa en el movimiento
browniano de las particulas suspendidas en su medio, detectado mediante la dispersién generada
al incidir un laser sobre estas>. El grado de movimiento esta relacionado a la viscosidad del
liquido, al tamafo de la particula y la temperatura de la muestra. Las particulas son seguidas
durante un tiempo (30 a 60 segundos) grabandose un video que posteriormente es analizado por

un software, transformando la imagen a datos de concentracidn y distribucién de tamano. El
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anadlisis se denomina “seguimiento de nanoparticulas” o NTA, del inglés: Nanoparticle Tracking
Analysis. El facil manejo y entorno informatico sencillo para operadores no especializados mas el
amplio rango de medicidn que proveen estas dos plataformas anuncian una nueva era en el

analisis de las VE.

Hasta el momento, el método para caracterizar con mas detalle la morfologia de las VE sigue
siendo indudablemente la microscopia electrénica (ME), ya sea por criofractura, transmision o
barrido, a su vez, proporcionando evidencia directa de la presencia de VE en el medio de estudio
(Figura 5). Ademas, permite la identificacion de moléculas tanto superficiales como internas
mediante marcajes con metales conjugados con anticuerpos. Usualmente la ME se combina con
alguna de las técnicas mencionadas anteriormente (CMF, NTA). Por otro lado, el costoso vy

complejo procesamiento de la muestra limita su uso.

1 5am 59 27 S X132, 6E6 1 hrin

Figura 5: imagenes de VE captadas mediante microscopia electrénica A) de barrido donde se observan agregados de VE
obtenidas de plasma. Nétese la forma redondeada y el aspecto de su superficie idéntico al de la membrana celular. Las
barras representan 1 um. B) por criofractura, donde puede apreciarse la bicapa lipidica de la membrana de las VE. Las
barras representan 100 nm.

La microscopia fluorescente, en particular la confocal, es especialmente utilizada para analizar
funciones de las VE in vitro, asi como localizar VE en tejidos y estudiar el proceso de germinacion

vesicular.

Adicionalmente, el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA, del inglés: enzyme-

linked immunosorbent assay) y los ensayos de western blot (WB) han sido empleados para
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estudiar alguna proteina marcadora de VE, aunque la primera esta cayendo en desuso debido a la

pobre caracterizacién que provee. La desventaja del WB es la dificultad para la cuantificacion.

En la actualidad se acepta a la cuantificacién de proteinas de una muestra de VE como la medida
de dosificacidon en ensayos funcionales que incluyan VE. Usualmente se emplea la técnica de

Bradford o similares.

Respecto a la caracterizacion del contenido o cargo, las técnicas de secuenciacién de nueva
generacion estan en una notable expansidén en el campo de las VE especificamente en el cargo
genético o “gendmica”. Esta tecnologia exige una cierta especializacién en el manejo masivo de
datos para un correcto andlisis y posterior interpretacién de resultados. Lo mismo sucede con los
estudios de cargo de proteinas o “proteémica”, llevados a cabo por espectrometria de masas o
en electroforesis de poliacrilamida de dos dimensiones (conocida como 2D-PAGE) combinadas o
no al fraccionamiento de la muestra mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
También, se utilizan para ambas 6émicas los microarrays con ventajas y desventajas (cuya
discusidon queda fuera del alcance de esta tesis) respecto a los estudios de secuenciacion. Otras
Omicas también fueron empleadas para conocer el cargo de las VE, como por ejemplo:
Iipidémicass, metaboldmica®, glucémicass, entre las mas destacadas, aunque menos extendidas

que las recién mencionadas en el ambito de las VE.

1.8. Aplicacion clinica

Una situacidn que nos preocupa a la comunidad cientifica biomédica es la brecha entre la
investigacion basica desarrollada en los laboratorios y el entorno clinico asistencial en donde cada
conocimiento biolégico deberia tener su impacto directo. Muchos investigadores han dirigido sus
esfuerzos en reducir esta brecha mediante caminos que aseguren la traduccidn de los hallazgos

de la ciencia basica en soluciones clinicas, en pro de la investigacion traslacional.

Esta investigacion traslacional no es ajena al campo de las VE ya que actualmente el conocimiento
sobre las VE, mayoritariamente desarrollado in vitro -enfocado a la caracterizacidn, identificacion
de mecanismos de accién o profundizar en el conocimiento biolégico de estas- ha sido propuesto
para aplicarse en el entorno de una rutina diaria hospitalaria para dar respuestas a preguntas

243660 para ello ademads, es necesario gue todo ese conocimiento acuiado

especificas sanitarias
sea verificado en modelos in vivo, siendo en ultima instancia el paciente el “modelo” a evaluar.
Pero, éestan preparados los hospitales tecnolégicamente y poseen el recurso humano para
afrontar el uso y/o estudio de VE rutinariamente? ¢Existe un consenso sobre los pasos minimos a

dar para un correcto estudio clinico de VE?
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Las posibles aplicaciones clinicas que se vislumbran en la actualidad se dividen en dos grandes

grupos, segun el objetivo sea:

e como biomarcador (diagndsticos y prondsticos de enfermedades e incluso la

monitorizacion de terapias)

e como tratamiento (las mismas VE per se como tratamiento, vacunas desarrolladas en

células dendriticas estimuladas con VE, vesiculas sintéticas “a la carta”, etc.).

Pasaremos entonces a desglosar las principales aplicaciones clinicas conseguidas hasta la

actualidad y algunos ejemplos de cada una de ellas.

Comenzando con las aplicaciones con un objetivo biomarcador, nos encontramos con dos tipos de
estudios. Por un lado, los que proponen la concentracion de algun subtipo de VE normalmente
derivadas de células propias del tejido que padece la enfermedad y por otro los que utilizan el
nivel de expresion de alguna molécula, sea de la membrana de la VE o contenida en su interior.
Ambos tipos de estudio correlacionan los hallazgos con presencia o ausencia de enfermedad
(diagndstico), el estadio y evolucion de la enfermedad (prondstico) o respuesta a determinados
farmacos (monitorizacion de terapias). Algunos ejemplos sobre concentracion de VE son los
estudios en enfermedades autoinmunes como artritis reumatoide®, lupus sistémico o sindrome
de Sjogren donde se encontraron niveles elevados de VE en relaciéon a la actividad de la
enfermedad en pacientes respecto a controles ®. En el caso de diabetes, un estudio demostrd la
concentracién de VE circulantes totales, derivadas de plaquetas y derivadas de endotelio estaban
elevadas en pacientes con diabetes tipo 1, pero solo las VE totales, sin correlacion con los
subtipos plaquetarios o endoteliales se encontraban elevadas en pacientes con diabetes tipo 2.
Otro grupo de trabajos estd relacionado con afecciones cardiovasculares y la elevacién de VE
especificas en cada tipo de dolencia, como por ejemplo la presencia de trombosis y elevacion de
VE transportadoras de factor tisular® o el aumento de VE endoteliales circulantes como valor
predictivo de mortalidad cardiovascular en fallo renal® o riesgo cardiometabdlico®®. Del mismo
modo, enfermedades que comprometen las vias urinarias han sido relacionadas con aumento de
VE sobre todo las derivadas del endotelio, como por ejemplo el estudio de Huang y colaboradores
gue observan una correlacién de este subtipo de VE con la presencia de microalbuminuria en

pacientes con hipertension renal®.

Las investigaciones centradas en la expresidn de un tipo o grupo molecular también han sido
trasladas a la aplicacién clinica como es el caso de los microRNA (miRNA) en numerosas
enfermedades. Por citar algunos ejemplos, las distrofias musculares presentan patrones

diferenciados de miRNA vesiculares®®, aunque hay controversia si estos miRNA viajan
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encapsulados en VE o asociados a complejos lipoprotéicos, ya que un estudio en distrofia de
Duchenne asegura que solo la minoria de los miRNA propuestos pueden ser identificados dentro
de las VE®. Otras moléculas contenidas en las VE y que estan siendo estudiadas cada vez con
mayor detenimiento son las proteinas. Existen algunos ejemplos de su intento de aplicacién
clinica como es el caso de la propuesta de monitorizar tumores de la via urinaria como el cancer

%71 ‘Dejamos en manos del lector la

de vejiga a través del andlisis protedmico de las VE de orina
posibilidad de ahondar en los estudios de protedmica y otras moléculas de VE urinarias como
fuente de biomarcadores examinando la completa revision realizada por Gdmez-Valero y
colaboradores’. Para culminar con los ejemplos de estudios que proponen moléculas de VE para
su aplicacion como biomarcadores citamos el articulo de Del Boccio et al que propone que la

composicion lipidica de las VE obtenidas de pacientes con cancer renal es distinguible de la de

controles sanos”>.

Pasando al bloque de las aplicaciones clinicas de las VE con un objetivo terapéutico, debemos de
forma inicial, distinguir entre la aplicacién directa de VE aisladas de alguna linea celular especifica,
fundamentalmente tumoral, de aquella indirecta en la que las VE son utilizadas como antigeno
para inducir una respuesta en células dendriticas que luego obrardan como terapia final (vacunas
de VE)"*”"®. Incluso hay estudios que comparan el efecto entre los dos tipos de tratamientos
directo e indirecto consiguiendo mejores resultados con el ultimo, a través del uso de células
dendriticas’”’. Probablemente el grupo pionero en investigar esta aplicacién indirecta fue el
dirigido por la Dra. Laurence Zitvogel, de Paris, quien en el afio 1998 propuso el uso de exosomas
derivados de células dendriticas para el tratamiento de tumores en ratones™. Posterior a este
trabajo pionero se han sucedido estudios similares utilizando como fuente de VE numerosas
lineas tumorales’. Sin embargo, de los muchos esfuerzos llevados a cabo en la bisqueda de
nuevos tratamientos con VE muy pocos han llegado a fases avanzadas y entre estos solo un par se
estan probando en un ensayo clinico. Fue justamente el mismo grupo de Zitvogel quien condujo el
primer ensayo clinico utilizando exosomas de células dendriticas autdlogas pre activadas con
antigenos de exosomas tumorales en pacientes con melanoma en estadio 11/IV’%. Otro ejemplo es
el estudio en fase | conducido por Morse et al donde aplican exosomas en pacientes con cancer

de pulmén”.

Notablemente, el campo donde mas se desarrollaron investigaciones sobre VE es el de la
oncologia, sin embargo también encontramos referencias de aplicacién de VE en enfermedades
inmunomediadas como por ejemplo en artritis reumatoide. En un trabajo se aplicaron exosomas
derivados de células dendriticas que transportan IL10 al modelo en ratén de esta enfermedad

observandose una supresion de la hipersensibilidad retardada y reduccidn de la actividad de la
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enfermedad ®°. Otro ejemplo similar se experimenté con el uso de exosomas portadores de FasL

como terapia para afecciones cardiovasculares®.

1.9. Vesiculas extracelulares en el sistema nervioso central

La secrecion de vesiculas y la transferencia de material cargado en su interior, en condiciones
fisiologicas del SNC, fue descrita varias décadas atras %, siendo el ejemplo clasico la presencia de
vesiculas funcionales en la sinapsis neuronal ®. Sin embargo, los mecanismos involucrados y la
modulacién sobre la sinapsis ejercida por los astrocitos a través de la liberacion de sus propias
vesiculas en el espacio sindptico no ha sido adecuadamente comprendida hasta estos ultimos
afios®

Las VE han sido implicadas no solo en la propagacién de sefiales, sino también en el control de la
neurogénesis mediante exosomas que regulan la biogénesis de la membrana de mielina *®°y en
la reparacion de neuronas dafiadas®’. Ademds, un estudio reciente identific6 un nuevo
mecanismo de regulacién de la integridad axonal mediado por VE derivadas de oligodendrocitos
trasferidos a neuronas®®. Respecto al origen celular de las VE dentro del parénquima nervioso
central, se han descrito VE liberadas por células neurales, oligodendrocitos, neuronas, microglia,
astrocitos y por células de Schwann en el sistema nervioso periférico (revisado por Lai C y

l91

Breakefield ¥, Friihbeis et al *° y Rajendran et al **). Todos estos datos demuestran que las VE

desarrollan funciones necesarias para el crecimiento y funcién normal del sistema nervioso.

Por otro lado, las VE estan implicadas en procesos ocurridos en enfermedades del SNC,
trasportando cargos o contenidos moleculares patoldgicos especificos o desarrollando funciones
que producen dafio potencial ®. Varios estudios han encontrado variaciones en la concentracién y
funcién de las VE circulantes en sangre periférica en enfermedades del SNC incluyendo demencia,
epilepsia, enfermedad de Alzheimer, dafio cerebral por trauma, malaria, accidente cerebro
. . . . . . 89
vascular, y tumores (principalmente glioblastoma) entre otros (revisado por Lai C y Breakefield * y

Doeuvre et al ¥

). Para explorar estas funciones, la mayoria de los estudios enfrentan lineas
primarias celulares cultivadas a suspensiones de VE analizando asi los efectos de estas sobre las
células, como pueden ser cambios morfoldgicos, proceso de fusién VE-célula, induccidon de
proliferacién y apoptosis. Otro abordaje es analizar las VE obtenidas directamente de fluidos
humanos. Para ello, la sangre periférica y el LCR son las muestras mas frecuentemente
estudiadas. Sin embargo, muy pocos estudios han explorado si las variaciones observadas en VE

93-99

aisladas del LCR reflejan directamente la fisiopatologia del SNC y solo un par han examinado

VE derivadas de células cerebrales obtenidas en el LCR como un marcador subrogado de lo que

98,99

ocurre en el SNC . Mas alld de este conocimiento, y exceptuando las modelizaciones in vitro,

19



Introduccion

aun no se ha elucidado si las VE son capaces (o no) de migrar desde la sangre a través de la

100

barrera hemato-encefalica (BHE) al SNC y viceversa ~ . Se necesitaran mds estudios para asegurar

si existe un canal de comunicacién mediado por VE entre los sistemas nervioso y cardiovascular.

2. Esclerosis multiple

Las enfermedades que afectan a la mielina integran una amplia lista cuyo comun denominador es
la destruccién excesiva de esta o la falla en su formacion. La esclerosis multiple (EM) es el
prototipo de estas enfermedades, caracterizada por la destruccion de la mielina mediada por un

ataque autoinmune desplegado en el SNC y que compromete principalmente a adultos jovenes.

La tematica de esta tesis se centra en las VE y su posible aplicacién clinica, tomando ala EM como
eje conductor de la misma. Por lo tanto, daremos paso a una descripcion actualizada de la
enfermedad de manera que el lector tenga las herramientas necesarias para comprender el

desarrollo de los capitulos siguientes.

2.1. Epidemiologia

Se estima que hay 2,5 millones de personas que padecen EM en el mundo, siendo mas de 40000
los afectados en el estado espafiol. En Europa, la prevalencia es en torno al 0,1-0,2% de la
poblacién, esto quiere decir que hay unos 100 a 200 casos por 100000 habitantes vy, la incidencia

101,102

es aproximadamente de 4 a 6 cada 100000 habitantes por afio, segun autores . Como

muchas de las enfermedades autoinmunes la afeccion es mayor en mujeres, con un ratio

103

mujer/vardn de 2,6:17". Su presentacion clinica rara vez es antes de los 10 afios de edad y luego

de los 60 afios, siendo en la mayoria de los casos entre los 25y 30 afios de edad'®.

La distribucidn geografica de la EM sigue un patrdn particular con un gradiente de mayor a menor
incidencia desde los polos hacia el ecuador. Diversos factores se han postulado como posibles
causas de este gradiente de latitud de la enfermedad, entre ellos la dieta, el estilo de vida, las
infecciones, el clima, la exposicion a la luz solar y el consumo de vitamina D, siendo estos dos

dltimos los que presentan mayor evidencia'®.

Es controvertido si la mortalidad estd aumentada en pacientes con EM respecto a la poblacién
general. Existen varios factores que intervienen a la hora de evaluar la mortalidad en EM que
seglin en qué medida son tenidos en cuenta, pueden generan esta falta de concordancia entre

autores. Como ejemplo de estos factores citamos i) el periodo o “era” de tratamiento en que las
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diferentes cohortes seguidas han sido analizadas (afios atras los tratamientos presentaban menor
efectividad que en la actualidad) vy, ii) la existencia de una mayor tasa de suicidios en la poblacién
afectada por EM (mortalidad no relacionada directamente a la EM). Aln asi, de acuerdo con el
estudio realizado por Sadovnick y colaboradores (en Canada), los pacientes de EM presentan una
expectativa de vida de solo 6 a 7 afios menor que la poblacién control '®. Légicamente, estas
conclusiones deben ser constantemente revisadas conforme los tratamientos, cambios de estilo

de vida, dieta y demas factores intervinientes modifican con rapidez la expectativa de vida.

2.2. Etiopatologia inmune

La EM es una enfermedad con una compleja red de mecanismos que intervienen en su desarrollo.
Por un lado hay factores predisponentes genéticos, cuyo mayor exponente es el alelo HLA clase |l
DRB1*15:01 con una razén de riesgo de 3,08'”. Ademas, la comunidad cientifica ha ido
invirtiendo grandes esfuerzos en encontrar nuevos genes causales o asociados a la enfermedad,
encontrandose mas de 100, muchos de ellos relacionados con vias inmunoldgicas, pero ninguno

1% por otro lado, existen factores ambientales

con la fuerza que presenta el alelo de HLA citado
asociados a la enfermedad que podrian actuar como disparadores en pacientes con una
predisposicion genética. Los que mayor fuerza de asociacidon presentan son la infeccién con el
virus Epstein Barr'®, exposicién al tabaco'®, situacidon geografica en latitudes bajas, escasa

exposicion solar y bajos niveles de vitamina D'®

. Estos tres ultimos factores presentan una
interrelacién ya que en latitudes bajas la exposicion solar es menor por lo tanto la sintesis
endégena de vitamina D estd disminuida. Los factores ambientales podrian actuar sobre
individuos con predisposicion genética poniendo en marcha una reacciéon inmune anormal. Esta
seria la tercera capa de complejidad que consiste en la desregulacién del sistema inmune
caracterizado por una falla en la tolerancia mediada por los linfocitos Ty por una sobreproduccion

de autoanticuerpos, aunque en el caso de la EM aun no se haya identificado un antigeno causal

(Figura 6).
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Figura 6: Factores implicados en el desarrollo de una enfermedad autoinmune. La esclerosis multiple, aunque no posea
un autoantigeno causal identificado, es considerada de causa autoinmune ya que en su patogenia intervienen factores
genéticos predisponentes con desencadenantes medioambientales sobre una base de desregulacion del sistema
inmune.

Se alternan 3 hipétesis acerca de los mecanismos inmunitarios involucrados en la EM™. La
primera plantea la persistencia de virus latentes que, como sucede en otras enfermedades del
SNC, puedan desarrollar la EM. Quiza es la que menor fuerza tiene ya que aun no se han podido
aislar los virus propuestos como causales en el parénquima del SNC de pacientes y muchos de

estos han sido aislados en individuos sanos que nunca desarrollaron EM '

. La siguiente describe
el mimetismo molecular entre antigenos virales y proteinas de la mielina. Y la dltima sostiene que
la pérdida de tolerancia hacia los antigenos de la mielina desencadenaria una respuesta
autoinmune que daria lugar al dafio de la mielina. Probablemente una suma de estas ultimas dos

pueda explicar, de manera simplificada, lo que sucede durante el desarrollo de la EM.
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Figura 7: Posibles mecanismos de lesion y reparacion en la esclerosis multiple. Tomado de .

El elemento indispensable para producirse la respuesta inflamatoria autoinmune que da lugar al
dafio de la mielina es la migracidn a través de la BHE de linfocitos T autoreactivos (Figura 7). Para
gue esto ocurra, previamente estos linfocitos autoreactivos CD4+, que han escapado de la

delecion clonal del timo y presentan memoria contra antigenos de mielina, son activados fuera
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del SNC, en los ganglios linfaticos, debido a reconocimiento de antigenos expresados en su
superficie con patrones similares a proteinas de mielina o, por mecanismos mediados por otros

linfocitos T **

. Esta activacién conlleva a una expansion clonal y produccién de citoquinas que
estimularan la expresion en la propia superficie del linfocito de moléculas de adhesion (VLA4,
LFA1) e integrinas. Estas moléculas son las que le permite al linfocito interactuar con receptores
de las células endoteliales (VCAM, ICAM) de la BHE y permitir el paso a través de ella hacia el
parénquima nervioso. Los linfocitos CD8+ también cumplen un rol en esta fase, produciéndose
igualmente una expansidn clonal dentro del SNC, fundamentalmente en las placas de
desmielinizacién, liberando factores quimiotdcticos para atraer mas linfocitos CD4+ e induciendo
apoptosis a través de Fas, de neuronas y oligodendrocitos. Las proteasas, incluyendo
metaloproteinasas de la matriz, producidas por macréfagos y microglia, pueden mejorar ain mas
la migracion de células inmunes autorreactivas mediante la degradacidon de las macromoléculas
de la matriz extracelular asi como también producir dafio directo a la mielina y el axén. Las
citoquinas proinflamatorias liberadas por las células T activadas, como IFNy y TNF promueven la

113 Como veremos

expresion de moléculas de superficie celular en los linfocitos vecinos y CPA
luego, las VE participan también en el proceso de migracion celular hacia el interior del SNC,
probablemente como mecanismo complementario al de las citoquinas. Solo los linfocitos
activados que encuentran una CPA y son entonces reactivados, serdn capaces de desencadenar

esta cascada de inflamacién.

Dependiendo del microambiente que rodee a la sinapsis inmune entre la CPA y el linfocito CD4+,
podra conducir a la anergia por ejemplo por falta de moléculas coestimuladoras y consiguiente
efecto antiinflamatorio (via IL10) o, a una respuesta inmune alin mayor contra el antigeno unido,
que es lo que sucede en el caso de desarrollarse EM. Entonces seran las citoquinas
proinflamatorias (como ejemplo IL17, IL1B, IFNy) que desencadenaran una cascada de eventos,
que resulta en la proliferacion de linfocitos CD4+ T helper de tipo 1 (Th1l) proinflamatorios

finalizando en la lesién de la mielina y oligodendrocitos mediada inmunolégicamente.

Los mecanismos de lesién de la mielina descritos son multiples: por dafio directo por citoquinas,
digestion enzimatica por macréfagos activados a través de citoquinas, citotoxicidad mediada por
anticuerpos (a su vez estos anticuerpos pueden presentar antigenos en los centros germinales y

11 . s .
)***, lesién mediada por el complemento o

activar otros linfocitos T perpetuando la inflamacién
. .. . . . . 111 . . ..

citotoxicidad directa mediante linfocitos CD8+°. La lesién acarreada sobre la vaina de mielina
deja los axones al descubierto entorpeciendo la conduccidn nerviosa lo que resulta en la apariciéon

de sintomas.
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Sin embargo, se postula que los mismos factores presentes en el proceso de inflamacién pueden
ser beneficiosos para producir las sefales de reparacion. Ademas, durante la lesién se liberan
factores neurotréficos como GDNF y BDNF y quimiotacticos de precursores de oligodendrocitos.
No esta claro como se produce el agotamiento de los mecanismos de reparacidn aunque se
plantean posibilidades como pérdida de factores tréficos desde la vaina de mielina y/o consumo
de precursores de oligodendrocitos. En esta etapa el dafio axonal, que venia produciéndose desde
el inicio de la enfermedad es ahora la caracteristica principal de la lesién y conduce a una
progresion degenerativa, que se evidenciard clinicamente como un deterioro cada vez mayor en

ausencia de periodos de recuperacion.

2.3. Caracteristicas clinicas

Al dia de hoy, la historia clinica minuciosa sigue siendo la herramienta principal para definir la EM
y dividirla en sus subtipos. Recabar datos sobre inicio, forma y evolucién de los sintomas, historia
familiar, enfermedades (fundamentalmente autoinmunes) asociadas, es fundamental cuando

estamos frente al estudio de un paciente con sospecha de padecer EM.

El cuadro clinico es muy variable, debido a la localizacién diversa de las lesiones dentro del SNC,
aunque son mas frecuentes las paraventriculares, los de la via dptica, tronco encefalico y luego
médula. Estas lesiones pueden dar origen a sintomas muy diversos, como veremos luego, pero
deben cumplir el criterio de diseminacién en tiempo -mds de un episodio de disfuncion
neuroldgica- y espacio -mas de una lesidon en zonas distintas del SNC- para considerar su
diagndstico, siempre después de haber descartado otras enfermedades. A su vez, la evolucion de
la enfermedad se caracteriza por presentar exacerbaciones de los sintomas, llamados brotes,
seguidos de periodos de aparente normalidad, al menos con evidencia clinica, llamada remision.
Los brotes se consideran a los sintomas (excluyendo fiebre o los derivados de trastornos
metabdlicos) que duran mas de 24 h y se pueden evidenciar sin métodos auxiliares, y para
objetivar dos brotes, estos deben estar separados entre si por lo menos en un mes. Por otro lado
puede existir evidencia de una lesidn sin llegar a ser manifestada clinicamente, observandose

mediante resonancia magnética o potenciales evocados.

Al inicio de la sintomatologia se observan alteraciones sensitivas (presentes en el 45%) tales como
parestesias o hipoestesias y motoras (presente en el 40%) que van desde pérdida de fuerza,

fundamentalmente distal de extremidades hasta paresias francas o hemiplejias**’

. Sin embargo,
un 25 % de los pacientes comienzan con afecciones épticas, en forma de neuritis, con dolor y
pérdida de la agudeza visual central, de rdpida evolucién hacia la pérdida parcial o total de la

visidon. A las dos semanas del inicio de los sintomas comienza la etapa de recuperacion, en la que

25



Introduccion

disminuye gradualmente la sintomatologia hasta desaparecer por completo o quedando a veces
secuelas. También la EM puede iniciarse con compromiso medular en forma de mielitis transversa
aguda o cuadros de inestabilidad de la marcha (ataxia) que reflejan el compromiso cerebeloso.
Aquellos que presentan afeccién del tronco cerebral pueden manifestarse con diplopia por
pardlisis del musculo recto interno del ojo (compromiso del lll par craneal), disartria o disfagia
(pares IX, X y XII). Otro sintoma comun al inicio y presente en forma recurrente en el curso natural
de la EM es la fatiga, que se exacerba con el calor o cambios bruscos de temperatura. Suele
acompaniar al periodo del diagndstico de la enfermedad un estado de depresién que puede
extenderse variablemente con el curso de la enfermedad. También son frecuentes los signos de

afeccion cognitiva’®.

Los pacientes que solo manifiestan un brote clinicamente demostrado sin objetivarse nuevos
episodios, denominados “sindrome clinico aislado”, no se consideran afectos de EM hasta no
evidenciarse un segundo brote, una progresion continua y cronica de su enfermedad o soporte en
imagen de diseminacion temporal. Segun el ultimo estudio publicado en 2015, que analiza la
cohorte mas grande de pacientes con sindrome clinico aislado, un 60 % de estos se convierten a

EM 119

118

La evolucion de la EM es variable y segun el patron que presente se clasifica en 4 formas ~°(Figura

8):

e Recurrente remitente (EMRR): el 80-90% de los pacientes presentan esta forma,
caracterizada por aparicion de brotes separados por periodos de remisidon que pueden ser
de pocos meses a afios. La discapacidad remanente luego de cada brote es poca debido a
gue aun existen mecanismos de reparacion del dafio de la mielina. La frecuencia de los

brotes se considera de 0,9/afio.

e Secundaria progresiva (EMSP): tras un periodo variable, entre 10 a 15 afios, un 50% de los
pacientes EMRR pueden pasar a una etapa progresiva, caracterizada por un incremento

continuo en la discapacidad, debido a una degeneracién axonal.

e Primaria progresiva (EMPP): un grupo menor de pacientes (10-20%) presenta desde el
inicio una evolucidn térpida, con avance rapido de la discapacidad en forma continua,
durante al menos 6 meses (0 12 meses segln autores), sin identificarse brotes agregados,
ni momentos de remisién. Puede haber periodos de estabilizacién. Esta forma suele darse

en pacientes que debutan con la enfermedad a mayor edad, cercano a los 40 afios.

e Progresiva recurrente (EMPR): esta forma (5%) se caracteriza por la progresién desde el

comienzo de la enfermedad, sobre la cual se sobreimponen brotes agudos, con posterior
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recuperacion de estos, pero es caracteristica la progresién continua durante los periodos

de remision inter brotes.

Remitente-recurrente Secundaria-progresiva

JUL
e

'K

Primaria-progresiva Progresiva con brotes

Discapacidad neuroldgica

ik

—
/

Figura 8: Formas evolutivas de la EM.

Tiempo

Algunos autores sostienen que la clasificacién presentada arriba no provee adecuada informacion
temporal sobre el curso que tiene la enfermedad. En su lugar, proponen otro tipo de clasificacidn
basada en la tasa de brotes y observaciones en la resonancia, definiendo enfermedad activa

versus no activa, progresiva versus no progresiva y empeoramiento de la enfermedad**°.

Con el curso de la enfermedad, las manifestaciones clinicas mds frecuentes pasan a ser las
motoras (90%) seguidas de las sensitivas (77%) y cerebelosas (75%), manteniéndose en forma

variable los demads sintomas (cognitivos, depresién, dolor, fatiga, etc.)™’.

2.4. Diagnéstico y biomarcadores

El diagndstico de la EM es clinico con ayuda de pruebas complementarias con lo que se han
creado unos criterios diagndsticos denominados de Mc Donald, como guia consenso™’. Las
pruebas complementarias comprenden la resonancia magnética, en la que deben observarse
imagenes con captacién de gadolinio, los potenciales evocados y el estudio de las bandas

oligoclonales (BOC). Este ultimo, ademas de considerarse dentro de los criterios diagndsticos,
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también se ha postulado como biomarcador prondstico, debido a que los pacientes con el subtipo
IgM positivo se han relacionado con una evolucidn mas agresiva que aquellos con el subtipo IgM

122 |a dificultad para realizar el diagndstico es tal que puede demorarse hasta 4 a 5 afios

negativo
para establecerlo. Asimismo esto se pone de manifiesto en que los criterios diagndsticos estdn en
constante revision'®. Los criterios buscan la evidencia de la diseminacion de las lesiones tanto en
tiempo como en espacio, combinando los hallazgos clinicos con los resultados positivos de
resonancia magnética, la presencia de BOC y potenciales evocados alterados. Comentdbamos
anteriormente que antes de certificar la afeccién de un paciente con EM se deben descartar otras

enfermedades que puedan dar similares sintomas, sean de causa desmielinizante o no, o que dan

imagenes semejantes en la resonancia magnética, asi como las que pueden dar BOC positivas.

Con el objetivo de mejorar la velocidad y precisién en el diagndstico, una importante linea de
investigacion en la EM se centra en la busqueda de biomarcadores novedosos, tanto diagndsticos
como prondsticos. Las caracteristicas de un buen biomarcador son: especifico, robusto,
reproducible y preciso. En el afio 2012, Derfuss revisé aquellos biomarcadores para la EM que
permitan un manejo mas personalizado de la enfermedad, clasificAndolos seglin su utilidad
diagndstica, prondstico o para monitorizacidon de tratamientos y por otro lado en establecidos y
potenciales (Tabla 1)*>. Como conclusidn, el autor hacia especial hincapié en la necesidad de

nuevos biomarcadores mas especificos.

Tabla 1: Biomarcadores establecido y potenciales para diagnéstico, prondstico y tratamiento de la EM.

Established biomarkers Diagnosis Prognosis Treatment response/side effects
Cerebral spinal fluid-specific oligoclonal bands + +) -
Intrathecal immunoglobulin production + +) -
Intrathecal anti-viral immunoglobulin production + - -
Magnetic resonance imaging + (+) (+
Neutralizing antibodies against beta-interferon - - )
Neutralizing antibodies against natalizumab - - +
Antibodies against JC virus - - +
Aquaporin 4 antibodies + +) +
Potential biomarkers

CD56 bright natural killer cells - - (+)
Cytokines/chemokines - - )
Myelin oligodendrocyte glycoprotein antibodies +) - -
Intrathecal/oligoclonal immunoglobulin M production - (+) -
Transcriptomics - - (+)
Genetics + +) )

+ valid biomarker that is used in clinical practice; (+) there is experimental and clinical evidence for this biomarker, but the need for more clinical data; - there is
no clear evidence.

Tomado de 2.

En el afio 2015, Teunissen y colaboradores publicaron una revision separando del mismo modo a
los biomarcadores por diagndstico, prondstico, progresion a EMSP y EMPP, monitorizacion de

124

tratamiento, diagndstico diferencial entre EM y neuromielitis dptica™". Las tablas presentadas se
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solapan parcialmente con la de Derfuss, aunque en esta versién mas actualizada se incluyen

algunos nuevos biomarcadores (Figura 9).
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— CIS Monitoring during — SPMS progression
+ IgM OCB |_ DMT ¥ NAA
+ KFLC + NAbs t GFAP
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Figura 9: Biomarcadores asociados a las diferentes fases clinicas de la EM. Esta visiéon general muestra como los
biomarcadores analizados en la revision realizada por Teunissen se relacionan con estadios clinicos especificos de la EM.
Las flechas indican los cambios de expresion en la EM. t indica que el anticuerpo puede estar tanto presente como
ausente. Abreviaturas: kKFLC, cadenas ligeras libres k; AQP4, aquaporina 4; CHI3L1, proteina tipo quitinasa 3 1; CIS,
sindrome clinicamente aislado; CXCL13, quimioquina de motivo C-X-C 13; DMT, terapia modificadora de la enfermedad;
GFAP, proteina 4acida fibrilar glial; KIR4.1, canal de potasio; miR, microARN; MOG-IgG, 1gG contra la glicoproteina de
mielina de oligodendrocitos; MS, esclerosis multiple; MRZ, sarampidn-rubéola-varicela zoster; NAA, N-acetil aspartato;
NAbs, anticuerpos neutralizantes (contra IFN-B o natalizumab); NfL / H, neurofilamentos de cadena liviana/pesada;
NMO, neuromielitis dptica; OCB, bandas oligoclonales; PPMS, EM primariamente progresiva; EMRR, EM remitente-
recurrente; EMSP, EM secundaria progresiva. Tomado de™,

La lista de biomarcadores en EM estd en continuo crecimiento aunque durante el proceso de
validacion (Figura 10) muchos de estos terminan siendo desechados por no cumplir de alguna u

otra forma, las caracteristicas mencionadas anteriormente.

: ey Clinical validation
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—

Figura 10: Representacién esquematica del proceso de desarrollo de los biomarcadores. Las cajas de color verde claro
indican los pasos a seguir, las cajas de color verde oscuro indican el tipo (y calidad) de los ensayos que se utilizan
normalmente. Los tres primeros pasos se pueden realizar rapidamente (en un par de afios), pero el proceso completo
de aplicacidn clinica lleva generalmente mdas de 20 afos. Tomado de 124,
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T

h vitro diagnostic assaﬂ

29



Introduccion

Finalmente, otra herramienta de monitorizacion, en este caso, del prondstico, es la aplicacién de

la escala ampliada del estado de discapacidad (EDSS, del inglés: Expanded Disability Status Scale)

la cual evalia las capacidades del paciente en 8 aéreas neuroldgicas (piramidal, cerebral,

cerebelar, ocular, etc.) dando una puntuacion desde cero, que equivale a un paciente

asintomatico hasta diez, que refiere a muerte por EM (Figura 11). Esta escala combinada

mediante un algoritmo matematico, con la duracién de la enfermedad dio lugar a la escala de

severidad de EM (MSSS, del inglés: MS Severity Scale) la que permite evaluar la progresiéon de la

enfermedad™®.
_ -
Increasing .
disease e

Figura 11: Progresion de la discapacidad en esclerosis mdltiple, evaluada con la escala EDSS. Tomado de

burden (5

k'_ 5.0-5.5 = Increasing limitation in ability to walk

4.0-4.5 = Disability is moderate

»
E 3.0-3.5 = Disability is mild to moderate
. 2.0-2.5 = Disability is minimal
R 1.0-1.5 = No disability

0 = Normal neurologic exam
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2.5. Tratamientos

El tratamiento de la EM comprende 3 grupos de terapias:

30

La especifica para los brotes: aunque no todas las exacerbaciones requieren tratamiento,
hay evidencia de que los sintomas se resuelven mas rapido y en forma mdas completa con
el uso de corticoides intravenosos (preferentemente metilprednisolona) o via oral
(prednisona) durante 3 a 5 dias, con posterior pauta descendente durante 2 a 3

semanas?’.

La sintomdtica: esta incluye el soporte fisioterapéutico y kinesioldgico asi como el uso de
farmacos para combatir la fatiga, espasticidad, depresion, dolor, problemas cognitivos,

disfuncién vesical y sexual, entre otros. Estos sintomas no se modifican con la terapia
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modificadora de la enfermedad por lo que su persistencia provoca finalmente un
importante impacto en la calidad de vida '*°. En el afio 2010, la Food and Drug
Administration aprobd el uso de dalfampridina (o fampridina), siendo un farmaco seguro
y con buenos resultados en la mejoria de la marcha, que es uno de los sintomas que mas

disconfort produce al paciente **%.

e La modificadora de la enfermedad (conocida por sus siglas en inglés DMT o DMD: Disease
Modifying Therapy o Drug): Este grupo de farmacos se subdivide en i) inmunosupresores,
destinados a las fases progresivas o EMRR agresivas, aunque su uso es cada vez mas
limitado sobre todo por sus significativos efectos no deseados e ii) inmunomoduladores,
cuyos efectos secundarios son menos perjudiciales. La produccion de nuevos farmacos
inmunomoduladores es probamente en la actualidad la linea de investigacién con mas

presencia en forma global en la EM.

El principal objetivo de las terapias inmunomoduladoras en la EM es la desaparicién de los brotes
o exacerbaciones. El grupo comprende farmacos ya aprobados y en uso comercial, como los dos
tipos de IFNB (1a y 1b), acetato de glatirdmero, natalizumab, fingolimod y teriflunamida y nuevos
candidatos en diversas fases de experimentacion, destacandose el alemtuzumab, daclizumba,
laquinimod, ocrelizumab y dimetil fumarato. La Tabla 2, muestra las principales caracteristicas de
las terapias modificadoras de la enfermedad, actualizada al afio 2013. Alguno de estos farmacos
estan a su vez siendo estudiados para fases progresivas de la EM, como el caso de ocrelizumab

129 Ademés de los citados en la tabla, en este par de anos se

para EMPP y fingolimod para EMSP
han sumado algunos farmacos mas (todos anticuerpos monoclonales) que ya estan en fase Il,
como vatelizumab (anti VLA-2), BIIBO33 (anti LINGO-1), secukinumab (anti IL17A), ofatumumab

(anti CD20) y otro en fase IlI, siponimod (anti esfingosina 1-posfato)*®.
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Tabla 2: Terapias modificadoras de la enfermedad.

Agent

Mechanism

Approved by the FDA

Interferon beta-1a

Interferon beta-1a

Interferon beta-1b

Glatiramer acetate

Fingolimod

Mitoxantrone

Natalizumab

Teriflunomide

Investigational
Alemtuzumab

Daclizumab

Dimethyl fumarate
(BG-12)

Laguinimod

Ocrelizumab

Decreases MHC-I| expression, upregulates
I1-10, and decreases Th1 and Th17
production

Decreases MHC-I| expression, upregulates
1L-10, and decreases Th1 and Th17
production

Decreases MHC-I| expression, upregulates
11-10, and decreases Th1 and Th17
production

Consists of antigen-presenting cells, which
present to lymphocytes, and limits ability

of lymphocytes to respond to myelin basic
protein

Sphingosine 1-phosphate receptor modula-
tor, retains lymphocytes in the lymph nodes,
preventing them from crossing the blood-brain
barrier into the central nervous system and
causing consequent damage

Inhibits topoisomerase Il to prevent
lymphocyte proliferation

Blocks a4 integrins, which inhibits adhesion
and migration of leukocytes into the brain

Pyrimidine synthesis inhibitor, inhibits a

key enzyme in lymphocytes—which reduces
the proliferation of T and B cells, and T cell
messaging.

Humanized moneclonal antibody that binds
to CD52 on lymphocytes and monocytes
and results in prolonged T-cell depletion

Humanized monoclonal antibody that binds
to CD25 and increases CD56 bright natural
killer cells, which target activated immune
cells

Anti-inflammatory and potential neuro-
protective properties mediated through
the Nrf2 pathway

Reduces inflammation, demyelination,

and axonal loss

Humanized anti-CD20 monoclonal
antibody that results in B-cell depletion

Dose/Route

30 meg, IM

44 meg, SC;
typical dose

250 meg, SC;
typical dose

20 mg, SC

0.5 mg, oral

12 mg/m?, IV,
typical dose

300 mg, IV

7 magor 14 mg,
oral

12 mg, IV

150 mg, SC

240 mg, oral

0.6 mg, oral

600 mg, IV

Adverse Effects
(most common and

Frequency concerning)

Once weekly Flu-like symptoms, depres-
sion, thyroid dysfunction,
liver enzyme abnormalities

Skin site reactions, flu-like
symptoms, depression,
thyroid dysfunction, liver
enzyme abnormalities

Three times
per week

Every other  Skin site reactions, flu-like

day symptoms, depression,
thyroid dysfunction, liver
enzyme abnormalities
Daily Skin site reactions, immedi-
ate post-injection reaction,
lipoatrophy
Daily First degree AV block with
first dose (rare), bradycardia,
macular edema, shingles,
pulmonary dysfunction, skin
cancer, back pain
Every 3 Hair loss, cardiotoxicity,
months, up to leukemia, infertility, infection
140 mg/m?  risk, leucopenia, anemia,
cumulative  nausea, vomiting, thrombo-
lifetime dose cytopenia
Every 4 Transient headache, fatigue,
weeks recurrent UTls, PML, hyper
sensitivity
Once daily  Nasopharyngitis, headache,
diarrhea, fatigue, back pain,
influenza, hair thinning, LFT
elevation, nausea, UT|
Daily for 5 Immune thrombocytopenic-
consecu- purpura, autoimmune
tive days, thyroid problems, headache,
followed by  flushing
daily for 3
consecutive
days
12 months
later
Every 2 Infusion reaction, skin rash,
weeks lymphadenopathy, LFT
abnormalities, diarrhea,
constipation
Two times  Diarrhea, cramps, LFT
daily elevation, nausea,
flushing
Daily LFT elevation
Every 24 Systemic inflammatory
weeks response, infusion

reactions

Place in
Therapy

First-line
therapy for
RRMS, SPMS,
PRMS, and
CIS; slow/de-
lay disability
First-line
therapy for
RRMS, SPMS,
PRMS; slow/
delay disability
First-line
therapy for
RRMS, SPMS,
PRMS, and
CIS

First-line
therapy for
RRMS and CIS

First-or
second-line
therapy for
RRMS, SPMS,
and PRMS
Second-line
therapy for
SPMS, PRMS,
and worsening
RRMS
Second-line
therapy for
RRMS, SPMS,
and PRMS
Second-line
therapy for
RRMS and
SPMS

Phase 3
studies

Phase 3
studies

Phase 3
studies

Phase 3
studies
Phase 3
studies

AV indicates atrioventricular; CIS, clinically isolated syndrome; FDA, US Food and Drug Administration; IL, interleukin; IM, intramuscular; IV, intravenous; LFT,
liver function test; MHC, major histocompatibility complex; MS, multiple sclerosis; PML, progressive multifocal leukoencephalopathy; PRMS, progressive-

relapsing MS; RRMS, relapsing-remitting MS; SC, subcutaneous; SPMS, secondary-progressive MS; TH, T helper; UTI, urinary tract infection.

Actualizado al afio 2013. Tomado de *?/.

Haremos

una breve explicacion del

mecanismo de accion de dos

de

los ultimos

inmunomoduladores aprobados, dado que seran luego estudiados en relacién a las VE.

En el afio 2006 se aprobd el uso de natalizumab para la EM, un anticuerpo monoclonal
humanizado recombinante. Actia como inhibidor selectivo de moléculas de adhesién uniéndose a
la subunidad a4 de las integrinas humanas que estdn abundantemente expresadas en la

superficie de todos los leucocitos, excepto los neutrdfilos. En particular, se une a la a4-B1
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integrina, bloqueando la interacciéon con su receptor analogo, la molécula de adhesion celular
vascular-1 (VCAM-1). La alteracidon de estas interacciones moleculares evita la migracion de

leucocitos mononucleares a través del endotelio hacia el tejido inflamado del parénquima™® .

El siguiente es fingolimod (FGM), el primer inmunomodulador oral para la EM aprobado en el afio
2010 por la Food and Drug Administration (en Europa se aprobé al afio siguiente y solo se emplea
como farmaco de segunda linea). Su mecanismo de accion es bloquear la salida de los linfocitos T
virgenes y memoria central desde los ganglios linfaticos, quedandose arrestados sin posibilidad de
salir a la circulacién. Por lo tanto, FGM disminuye la presencia de estos linfocitos con capacidad
autoreactiva en el SNC, siendo un mecanismo crucial para frenar el proceso inflamatorio de la EM.
Es particularmente llamativo su efecto inmediato en la redistribucion de estos subtipos de

B! Aparte de los efectos mencionados

linfocitos en los primeros dias e incluso horas
anteriormente, FGM es un inhibidor especifico de la esfingomielinasa, que como veremos luego,

es una enzima que controla la produccién de vesiculas **2.

La accion del fdrmaco se produce por la internalizacion de 4 de los 5 receptores de esfingosina 1-
fosfato, mediada por la unidn del FGM a ellos. Estos receptores también estan presentes en otros
tejidos aparte de los linfocitos nombrados, con una densidad importante en cardiomiocitos por lo
que uno de sus efectos adversos manifestado en forma de bradicardias que pueden llegar hasta
bloqueos auriculo-ventriculares se debe justamente a la uniéon de FGM a los receptores de
esfingosina alli presentes. Para ello tras la ingesta de la primera dosis, es necesaria la

monitorizacién cardiaca en cuidados intensivos durante al menos 6 horas.

En forma alternativa a este tipo de farmacos inmunomoduladores, y con un objetivo centrado en
la recuperacion de la capacidad de remielinizacion, se estan investigando tratamientos basados
en células madre'®®, deplecion de linfocitos de memoria®* o encapsulamiento de diversas
moléculas (incluyendo miRNA) con efectos direccionados hacia el tejido nervioso, como veremos

al final de esta introduccion.

3. Vesiculas extracelulares en la esclerosis multiple

Mencionabamos en el apartado de aplicacién clinica que la concentracién de VE se ha relacionado
con el nivel inflamatorio en algunas enfermedades autoinmunes, renales y cardiovasculares entre
otras. La EM como enfermedad autoinmune también ha sido motivo de andlisis demostrandose
cambios en las VE circulantes segln su estadio clinico y se han propuesto hipétesis de su rol en la

migracion a través de la BHE, mediante modelizacion in vitro. Los objetivos que han movido este
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tipo de investigacién en EM han sido por un lado comprender con mas profundidad las vias
inmunolégicas implicadas en la enfermedad y en los efectos del tratamiento, asi como avanzar en

la busqueda de posibles biomarcadores clinicos y de tratamiento.

3.1. Promocion de la migracion celular a través de la barrera hemato-encefalica

Uno de los procesos necesarios para el establecimiento de la EM es la migracién transendotelial
de los leucocitos al SNC a través de la BHE. Esta migracidn se ve favorecida por un debilitamiento
de la barrera. El hecho de que este mecanismo es fundamental para la patogénesis de la MS se
demuestra por los beneficios observados con natalizumab, que bloquea la entrada de leucocitos
en el SNC **°. Algunas citoquinas proinflamatorias tales como TNFa, IFNy e IL1B, liberadas por las
células inflamatorias, median en la ruptura de la BHE regulando positivamente la expresién de
moléculas de adhesion (VCAM-1, E-selectina, y PECAM-1) °, promoviendo la pérdida de
integridad de la uniones intercelulares®’ y facilitando la liberacién de VE derivadas de células
endoteliales (VEE) '*. Estas VEE de células endoteliales de la BHE y otras VE liberadas de células
del microambiente (leucocitos [VEL], plaquetas [VEP], microglia [VEMI] y astrocitos) son vectores
de numerosos agentes trasportados en el interior de estas vesiculas o unidos a su membrana
plasmatica. La presencia de metaloproteasas en el cargo de las VE sugiere que pueden participar

139,140

en la degradacion de la matriz extracelular implicada en disrupcion de la BHE . Por otra

parte, se ha demostrado que la caspasa 1 transportada por VE secretadas por monocitos y

microglia regula la actividad proteolitica de las metaloproteasas en las células endoteliales *****.

Minagar et al hipotetizaron que el plasma de pacientes con EM contiene factores que pueden
inducir la activacion endotelial, como se sugiere por la liberacién de VEE CD31+ EEV del cultivo de
células endoteliales microvasculares —un modelo de BHE- tratado con plasma de pacientes tanto
en brote como en remisién 2. Después de este estudio inaugural, Jy et al demostraron que las
VEE aisladas de plasma de pacientes son capaces de interactuar y forma complejos con monocitos
e inducir su activaciéon ***. Estos monocitos activados expresan la integrina Mac-1, que es un
receptor de ICAM-1. La unién de Mac-1 de monocitos con ICAM-1 de las células endoteliales
desempefa un papel importante en la migracidon transendotelial de estas células. Ademas, los
linfocitos T activados liberan VE que contienen la quimiocina CCL5 y &cido araquiddnico,
responsables de promover el reclutamiento de monocitos y de la regulacion positiva de ICAM-1
en las células endoteliales y LFA1 y Mac-1 en monocitos ***. En resumen, estos datos sugieren que
las VEE liberadas por células endoteliales activadas en pacientes con EM promueve la migracién
de monocitos y linfocitos a través de la BHE y ayuda a la formacidn de lesiones desmielinizantes.

Una validacidn de esta hipdtesis se realizd en un elegante experimento realizado por Jiménez et
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al: los autores investigaron la migracién transendotelial de los monocitos utilizando el modelo de
BHE senalado anteriormente, afiadiendo plasma de pacientes con EM en remisién o brote y de
controles, encontrando que sdlo el plasma de pacientes en brote promovia en forma significativa

145
I

la migracion transendotelial . La Figura 12 ofrece un resumen grafico de este apartado.

En cuanto a las VEP en EM, se observd que la P-selectina contenida en este subtipo de VE era
capaz de unirse a las moléculas de PSGL-1 y PECAM-1 de linfocitos mediante el aumento de la
expresion de integrinas tales como a4p1 (VLA-4), promoviendo la unidon de estas células al

146

endotelio Curiosamente, este epitopo es la diana de natalizumab, una de las terapias

inmunomoduladoras para la EM remitente recidivante.
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Figura 12: Funciones patogénicas de las VE en la EM. Las VE estan implicadas en la migracién transendotelial de
linfocitos y monocitos y la propagacién de la neuroinflamacion. Las metaloproteasas transportadas por VE derivadas de
endotelio (VEE) promueven la disrupcion de la BHE. La liberacidn de citoquinas proinflamatorias a partir de linfocitos
aumenta la expresion de moléculas de adhesidn en las células endoteliales lo que facilitan la adhesién celular. En el
compartimiento del sistema nervioso central (SNC), la microglia juega un papel clave en la propagacién la
neuroinflamacion, a través de la liberacion de sus VE (VEMi) cargadas con IL1b y CMH Il. BHE: barrera
hematoencefalica; AA: acido araquiddnico; VEL: VE derivada de leucocitos.

3.2. Diseminacion de la inflamacién en el parénquima nervioso

En el afio 2012, un interesante articulo publicado por Verderio y colaboradores identificaron VE
de origen neural analizando en profundidad el LCR de humanos y ratones, tanto sanos como de

EM/EAE . Existen varios tipos de células cerebrales incluyendo neuronas, astrocitos y células
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microgliales que son capaces de liberar VE. Los macréfagos periféricos estan practicamente
ausentes en el parénquima cerebral sano lo que sugiere que las VEM obtenidas en el LCR derivan
de la microglia residente en el cerebro normal. Este grupo también revelé que células de la
microglia acumulan y liberan VE que contienen IL18 y CMH-Il por lo que concluyen que las VE
producidas a partir de células mieloides reactivas pueden propagar la neuroinflamacién y

proporcionar una ruta eficiente para la rapida difusion y presentacién de antigenos.

3.3. Funciones de las VE descritas en la encefalitis autoinmune experimental

Con el propdsito de esclarecer mas el rol de las VE en un sistema complejo que se asemeje a lo
ocurrido en un paciente, estudios recientes se han volcado a investigar las VE en el modelo animal
de la EM, llamado encefalitis autoinmune experimental (EAE). El primero de estos estudios
publicado por Gatson et al analizaron las VE (exosomas en este caso) en ratones con EAE a finales

7 Los resultados mostraron que la

de la gestacidn y lo compard con los ratones virgenes EAE
concentracién de VE obtenidas de suero de los ratones al final de la gestacion era mayor que la de
aquellos aislados de ratones EAE virgenes. También se explord la proliferacién de linfocitos T
derivados de esplenocitos en presencia de suero completo, VE purificadas y suero depletado de
VE. Las tres fases derivadas de ratones EAE prefiadas fueron significativamente mas supresoras de
la proliferacion de células T que las VE procedentes de animales virgenes o células cultivadas sin
ningun tipo de VE. Sobre la base de estos hallazgos, los autores concluyeron que las VE son
responsables de la modulacién inmune durante la gestacion en el modelo EAE. Un estudio
posterior por el mismo grupo analizé esta modulacidon inmune demostrando una reduccién en la
produccién de IFNy y en la expresiéon de Thet (factor de transcripcién para el cambio hacia
linfocitos Th1) en células T expuestas a VE aisladas de ratones en gestacién. Adicionalmente, estos
investigadores demostraron el efecto de las VE de ratones en gestacion sobre la migracion de las

células precursoras de oligodendrocitos a areas de lesidn en la EAE y su posterior maduracion **,

Esta es la primera publicacidn que denota un papel protector de las VE en la EM/EAE.

Toda esta evidencia respalda la idea de que las VE estan involucradas en la EM cumpliendo un rol
patoldgico, actuando como agentes inmunomoduladores en la disrupcién de la BHE vy la
propagacion de la inflamacién del parénquima, pero que, por otra parte, segun el contexto o

ambiente pueden contribuir a la reparacion de lesiones desmielinizantes.

3.4. é{Son las VE biomarcadores fidedignos de la esclerosis multiple?

Como se sefialé anteriormente, la asociacién entre la concentraciéon de VE y la condicidon

patoldgica de los pacientes con EM estd claramente establecida. El siguiente reto es desarrollar la
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aplicacion de la VE como biomarcadores Utiles: ademds de proveer informacidn relevante sobre la
enfermedad, las VE son faciles de procesar y a un bajo costo, por lo tanto su uso podria
extenderse a grandes poblaciones de estudio. Sin embargo, claramente, la adopcién de las VE
como biomarcadores debe basarse en una evaluacidn objetiva de su potencial diagndstico y/o de
seguimiento de la enfermedad. En el caso de la EM, las mediciones de VE deben correlacionarse
con el juicio clinico del neurdlogo, con las escalas establecidas y con los resultados de otras
pruebas complementarias como la resonancia magnética. Varios estudios expuestos en los
parrafos que siguen se han ocupado de estas cuestiones, pero debemos sefialar que los
resultados son variados, a veces inconsistentes, dependiendo del tipo de VE (MP/MV o

exosomas), su origen celular, los métodos empleados y los andlisis realizados.

3.4.1. Concentracion de VE y estadio clinico

La relacién entre los recuentos de VE en el plasma y el estado de EM fue propuesto por primera

vez por Minagar et al hace mas de una década ™

Sus resultados revelaron que las
concentraciones de VEE CD51+ estaban elevadas tanto en brote y remisidn, mientras que las VEE
CD31+ sdlo se incrementaban durante el brote, en comparaciéon con los controles sanos. Los
autores propusieron que el aumento de VEE CD51+ estaba relacionado con la inflamacién crénica
debido a la erosion endotelial y posterior exposicion de la matriz subendotelial, y que las VEE
CD31+ reflejan el dafio endotelial agudo. Esto se probé in vitro reproduciendo los resultados sélo
parcialmente. En conjunto, los datos apuntaban a la existencia de factores presentes en el plasma
de pacientes con EM pero ausentes en el modelo in vitro, tales como leucocitos activados atraidos
durante las exacerbaciones, que eran capaces de regular la liberacién de VEE. Los autores
también describieron una concordancia entre la concentracion de VEE CD31+ y las lesiones
gadolinio positivas halladas en las resonancias. Afirmaron que estas vesiculas eran tan sensibles
como las imagenes gadolinio positivas para detectar la actividad de la enfermedad, y también que
una disminucién en el recuento de las vesiculas podrian preceder a una negativizacion de

hallazgos de la resonancia. Sin embargo, esto fue criticado por ser una especulacién prematura y

no apoyada por pruebas suficientes **°.

En la misma linea de investigacion, tres afos mas tarde Jy et al exploraron si las VEE CD54+ y
CD62E+ podian unirse a leucocitos tanto in vitro como en sangre completa de pacientes con EM y
controles*®. Su principal conclusién fue que las VEE CD54+ forman complejos con los monocitos
en un ambiente de TNFa y a su vez los activan. Los complejos VEE CD62E+-monocitos eran mas
numerosos durante las exacerbaciones que en remisidn mientras que el nimero de complejos de

VEE CD54+-monocitos se mantenian sin cambios, lo que sugeria que el primero seria un marcador
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mas sensible para el seguimiento de la EM. Ademas los autores propusieron que la medicién de
ambos complejos de VEE-monocitos tomados como una sola fraccién compleja de VEE-monocitos
parecia ser mas sensibles a los brotes de EM que las lesiones gadolinio positivas en resonancia, e
incluso mas sensible que el andlisis de VEE CD31+ estudiado en su trabajo anterior. Por ultimo, las
VEE circulantes libres (no unidas a las células) que llevan CD62E permitieron una mejor
discriminacién de la actividad de la enfermedad (pacientes en brotes vs. remisién) que las VEE

CD54+, pero no en comparacion con las reportadas previamente CD31+.

Por el contrario, un afio después, Jiménez et al explorado las VEE circulantes libres CD54+ vy
CD62E+ in vitro demostrd un aumento en ambos marcadores durante el brote y valores normales,

similares a controles sanos, en remisién*

. El analisis de VEE solamente en pacientes en brote,
mostré un aumento significativo de la concentraciéon de los fenotipos CD54+ y CD62E +
comparado con el fenotipo CD31+, indicando que eran mds sensibles (in vitro) para la
identificacidn del estadio de EM.

Tal como se discute en el articulo referencial de la ISEV de Witwer et al, actualmente los estudios
de EV son muy heterogéneos, siendo atribuible a la falta de métodos estandarizados “.
Posiblemente esto subyace en los resultados variados descritos aqui, sobre todo con respecto al

trabajo anterior de Jy y colaboradores.

Ademas de VEE, se han explorado VE de otros origenes celulares incluyendo las derivadas de
plaquetas (VEP), leucocitos y monocitos. La activacion plaguetaria en pacientes con EM puede ser
secundaria al dafio endotelial lo que conduce a niveles elevados de CD62P (P-selectina, marcador
de actividad plaquetaria)*®. Asi pues, se ha investigado la concentracién de VEP CD41+,
observandose un incremento de dos veces en pacientes con EM en comparacion a los controles

sanos, y ademas se demostré la propiedad anticoagulante de estas vesiculas®.

En el Unico estudio que analiza LCR humano, centrado en las VE derivadas de microglia (VEMi) la
concentracién de estas también se ha visto incrementada en pacientes comparada con controles
sanos °. La fase aguda de la enfermedad se asocié con un mayor nimero de VEMi comparado con
las fases estables o crdnicas. Ademas, los recuentos VEM correlacionan linealmente con las
imagenes positivas para gadolinio en resonancia magnética. En linea con esto, la concentracion de
VEM aisladas de LCR de ratones EAE reflejo el curso y la gravedad de la EAE. Especificamente, los
numeros absolutos de VEMi de LCR de ratén estaban estrechamente asociados con el curso de la
enfermedad, alcanzando un maximo en el inicio y durante las recaidas clinicas y disminuyendo en
la fase estable asi como en la fase crénica de la enfermedad. En este trabajo, los autores también

exploraron el potencial de VEMi como un posible biomarcador en la EM mediante el analisis con
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curvas ROC, obteniendo una sensibilidad del 85% y especificidad de 100% para distinguir entre
pacientes con sindrome clinicamente aislado de controles sanos, y una sensibilidad de 82% vy

especificidad del 82% para diferenciar pacientes estables (sin recaida) de pacientes en brote.

Uniendo los conceptos aqui desarrollados podemos concluir que la actual hipétesis es que las VE
tanto circulantes como de LCR reflejan el estado de la enfermedad con una mayor liberacién de
estas durante los periodos inflamatorios como son los brotes y volviendo a niveles basales

durante la fase de recuperacion.

3.4.2. VE como biomarcadores para la monitorizacion de terapias

La terapia actual para la EM se basa en la modulacién del sistema inmune mediante el uso de una
amplia gama de medicamentos. El mas extendido es sin dudas el IFNB incorporado en la década
de 1980 al entonces limitado arsenal terapéutico. Aunque se conoce el efecto antiviral del IFNB y
su capacidad inmunorreguladora mediada por su interaccion con receptores celulares
superficiales de las células, el mecanismo exacto de la acciéon en la EM todavia estd bajo
investigacion. Hasta el momento, se sabe que el IFNB reduce la permeabilidad de la BHE
inhibiendo la migracién de leucocitos al SNC posiblemente interfiriendo en la adhesion endotelial
150

, modificando el balance de citoquinas desde el tipo Th1 hacia el tipo Th2 y aumentando la

expresion de ocludina en las uniones estrechas del endotelio ™.

El efecto de IFNB 1b sobre las VE se explord por primera vez en el modelo in vitro de la BHE donde
se observo un efecto inhibitorio del farmaco sobre la produccién de VEE inducida tras el agregado
de plasma de pacientes en brote ***. Por otra parte, los autores demostraron que la formacién de
complejos de monocitos-VEE y la migraciéon transendotelial era entorpecida después de la
exposicién IFNB1b.

Un primer estudio prospectivo en una cohorte de pacientes EMRR revelé una reduccion en el

152
2 por el

numero de VEE CD31+ en el plasma tras 12 semanas de tratamiento con IFNB 1la
contrario, no se encontré correlacidn con las imagenes de resonancia magnética, aungque no habia
datos suficientes para extraer conclusiones definitivas y los autores no discuten este resultado.
Los hallazgos en una segunda cohorte tratada con altas dosis de IFNB 1a y seguidos durante un
afio sugieren que la concentracion de VEE CD54+ circulantes representa un marcador mas
sensible del efecto del tratamiento que las VEE CD31+ o CD146+, mientras que los resultados
mostraron una correlacion de ambos subtipos de VEE CD31+ y CD54+ con los hallazgos en
resonancias potenciadas en T1 (la relacion con las VEE CD146+ no alcanzé significacidn

153

estadistica) ~°. Los autores especularon que la disminucidn que observaron en vesiculas de
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plasma con la terapia de IFNPB pone de manifiesto una reduccion en la interaccién entre las células
T CD4+ y el endotelio y, en consecuencia, menor migracién celular a través de la BHE restaurada

por el farmaco.

Fingolimod es un nuevo farmaco inmunomodulador de administraciéon oral aprobado para la
forma recurrente-remitente de EM. Se une e induce la internalizacion de los receptores de
esfingosina 1-fosfato presentes en los linfocitos regulando su salida de los tejidos linfoides a la

circulacion. De esa manera, el farmaco reduce la infiltracidén de linfocitos autoagresivos en el SNC

154 155

. La enzima esfingomielinasa acida controla la produccién de VE™ y por otro lado es inhibida
por fingolimod **°. Estas observaciones llevaron a Verderio et al a teorizar acerca de que el uso de
fingolimod podria inhibir la liberacién de VEMi reactiva y también la infiltracion de macréfagos en
el SNC. Sus experimentos en EAE confirmaron que tras la administracién de fingolimod, la
concentracién de VEMi disminuia a niveles basales en el LCR correlacionandose con un descenso
de la clinica. Por lo tanto, un nuevo efecto de fingolimod se postuld, a saber, que limita la
propagacion de la sefial inflamatoria mediante la disminucién de la produccién de VEMi . A
pesar de estas conclusiones, hasta el momento no se han registrado informes que evaluen el
efecto de fingolimod en VE en seres humanos, ni tampoco en subtipos de VE derivados de células

del sistema inmune circulante, probablemente porque lleva poco tiempo desde que estd

disponible en el mercado.

3.5. VE como posibles vehiculos terapéuticos

Aparte de proponerse a las VE como biomarcador de la respuesta al tratamiento, se ha postulado
que VE formuladas sintéticamente en un laboratorio pueden cargarse con compuestos exdgenos
y suministrarse a pacientes con fines terapéuticos, ampliando la posibilidad de una novedosa
aplicacion clinica de las VE. Los estudios preliminares con exosomas se han llevado a cabo en

157 . . . .
>’ Particularmente en la EM, un estudio publicado recientemente

algunos tipos de cdancer
explord la capacidad de los exosomas en cuyo cargo se encontraba el miR-219 demostrando un
aumento significativo en la mielinizacidn, reduccién del estrés oxidativo y mejora en la
remielinizacidn en cultivos organotipicos de hipocampo .. En un paso mas hacia la aplicacién
clinica de estas terapias, se han realizado experimentos en el modelo EAE inyectando liposomas
cargados con diversas moléculas, con resultados prometedores. Uno de estos estudios comprobd
que la péptidos de proteina basica de mielina 4.6, encapsulados en liposomas redujeron los

1% Otro estudio,

sintomas del primer brote y disminuye los niveles de marcadores inflamatorios
publicado en el afio 2014, demostrd que el uso de vacunacién subcutdnea inversa (tolerogénica)

con particulas de PLGA (sigla derivada del inglés del término: polymeric biodegradable lactic-
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%0 EL dltimo

glycolic) cargadas con un péptido MOG e IL-10 disminuye la gravedad de la EAE
estudio, de junio de 2015, propone el uso de nanoparticulas poliméricas cargadas con un péptido
funcionalizado para la orientacién activa hacia tejido dafiado EAE, que siendo administradas en

forma sistémica se dirigen a la zona de dafio tisular®®.

Estos ensayos basados en este tipo de aproximacidn terapéutica deben investigarse alin en mayor
profundidad para poder mds tarde evaluarse en un ensayo clinico y finalmente ser utilizados en la

practica clinica como terapia complementaria.
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Hipdtesis y objetivos

Hipotesis

Las vesiculas extracelulares (VE) han sido propuestas como un mecanismo de comunicacién
celular, con funciones relevantes sobre la regulacion del sistema inmune, desde presentacion de
antigenos hasta propagacion a distancia de factores proinflamatorios, y en consecuencia, sobre el

desarrollo de enfermedades autoinmunes.

La concentracion y composicion de las VE circulantes en sangre puede modificarse durante las
diferentes fases del desarrollo de una enfermedad autoinmune como la esclerosis multiple (EM)
asi como por el uso de tratamientos para combatirla. Investigar esta relacién podria llegar a
permitir la identificacion de posibles biomarcadores tanto del estadio clinico como de la
efectividad de los tratamientos, derivados del estudio de las VE. A su vez, la capacidad de las VE
de producir cambios genotipicos y fenotipicos en las células receptoras, podria ser aprovechada

para potenciar tratamientos coadyuvantes a los ya establecidos en el uso clinico.

Objetivos

1. Establecer una relacién entre la EM en sus distintos estadios clinicos y las VE circulantes

en sangre como una futura fuente de biomarcadores de facil acceso.

2. Analizar la metodologia actual para el estudio de VE y proponer protocolos acordes a la

aplicacion clinica diaria.

3. Describir el contenido de las VE circulantes y de LCR y analizar tanto posibles
biomarcadores candidatos como moléculas que puedan ser utilizadas como terapia
coadyuvante debido a su implicancia en la EM. A su vez, mediante el estudio del cargo de
VE intentar comprender cuales son los mensajes preponderantes en los distintos estadios

clinicos de la EM.

4. Profundizar en el efecto inmunomodulador de los tratamientos nuevos sobre las VE y

estudiar la capacidad funcional de las mismas frente al sistema inmune.

Estos objetivos principales nos han llevado a desarrollar esta tesis en 4 capitulos, uno por cada
objetivo, manteniendo la cohesion entre ellos mediante el objetivo superlativo o conductor de

esta tesis que es estudiar las VE de pacientes con EM
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Materiales y métodos comunes

La presente tesis estd dividida en capitulos, cada uno de ellos con una breve introduccién al tema
a desarrollarse, materiales y métodos especificos del capitulo, resultados y discusion. Sin
embargo, aquellos procedimientos y materiales comunes a todos los capitulos estan detallados en
este apartado y solo se hace mencion de ellos en los capitulos donde hayan sido empleados. Por
el contrario, los materiales y métodos especificos de cada capitulo solo estaran desarrollados en

dicho capitulo.

1. Aislamiento de vesiculas extracelulares

1.1. Extraccion de sangre para aislamiento de vesiculas extracelulares

Las extracciones de sangre periférica se realizaron con aguja de 21 G en venas del antebrazo,
colectandose en un tubo con citrato de 3,8 ml para posterior uso en citometria de flujo y en tubos
con EDTA de 4 ml para el resto de estudios, manteniéndolos en todo momento en posicién

vertical. Las muestras se procesaron siempre dentro de la primera hora posterior a la extraccion.

1.2. Aislamiento de vesiculas extracelulares con el método “centri2500”

Este método estd basado el protocolo publicado por Lacroix et al *°. Brevemente, la sangre
recolectada en los tubos de citrato o EDTA (Becton Dickinson) es centrifugada a 2500 g durante 15
a temperatura ambiente. Se descarta el pellet dejando 1 cm de plasma sobre la masa celular con
el objetivo de no arrastrar plaquetas en el sobrenadante. 1,3 ml de este sobrenadante,
denominado plasma pobre en plaquetas (PPP) o0 9,5 ml de orina libre de células para el caso de
muestras de orina (solo en capitulo 2), se vuelve a centrifugar a 2500 g, 15 minutos, a
temperatura ambiente, para extraer un sobrenadante de 1 ml de plasma libre de plaquetas (PLP)
0 9 ml de orina libre de debries (OLD), descartando el pellet. El ml de PLP 0 9 ml de OLD se congela
a -80 2C hasta su posterior uso. Cuando es requerido, se descongela en hielo el PLP u OLD y se
centrifuga a 20000 g durante 20 minutos para sedimentar las VE, descartando 900 ul de

| **% y Jayachandran et al . El

sobrenadante, siguiendo los protocolos descritos por Ashcroft et a
pellet de 100 pul de VE se resuspende en 100 ul de PBS (GIBCO, Life Technology) filtrado dos veces

a través de un filtro de 0,22 um.

1.3. Aislamiento de vesiculas extracelulares con el método “centri13000”

164
/

Este método esta basado en el protocolo publicado por Dey-Hazra et a y Dignat-George et al

'8 En resumen, es una modificacién del anterior en donde a 1,3 ml de PPP obtenido de la primera
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centrifugacion se le realiza una segunda centrifugacion pero a 13000 g durante 2 minutos para

obtener PLP u OLD. El resto del protocolo es igual al anterior (Figura 13).

<>

2500g 15
descartar pellet

>
13000g 2'
descartar pellet ,_/1
>
20000g 20’

descartar sobrenadante ,_/1

Pelletde VE

Resuspendidas en PBS

Figura 13: Protocolo de aislamiento de VE mediante centrifugacion diferencial “centri1300”.

En ambos protocolos centri2500 y centri13000, debemos tener la precaucion de aspirar una fina
capa blanquecina situada en la parte superior de la muestra tras la Ultima centrifugacion a 20000
g (Figura 14). Probablemente esta capa se trate de lipidos y/o triglicéridos ya que se ve
aumentada en individuos que han hecho alguna ingesta horas antes de la extraccidon de sangre.
Por ello también se procura siempre analizar VE de muestras de individuos que hayan hecho un

ayuno de al menos 8 horas previo a la extraccion.

Capa de lipidos

Sobrenadante

Pellet

Figura 14: Imagen de las distintas fases obtenidas tras el aislamiento de VE por centrifugacién diferencial

2. Caracterizacion de vesiculas extracelulares

2.1. Analisis del origen celular de VE mediante citometria de flujo

Se realiza en un citémetro Becton Dickinson (BD) modelo CANTO I, facilitado por el laboratorio de

inmunologia del Hospital Universitario Donostia. Este citdmetro tiene un limite de deteccion de
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300 nm aproximadamente. Posee 2 laseres (488 nm —azul-; 633 nm —rojo-) por lo que permite una
amplia combinacién de fluorocromos en un mismo tubo aunque, con muestras de VE, la
combinacion de fluorocromos no ha arrojado resultados satisfactorios. Por este motivo se prefirio

el marcaje simple utilizando un tubo para cada fluorocromo.

En esta tesis analizamos el origen celular de las VE utilizando anticuerpos monoclonales anti-
humano contra: CD61 para las derivadas de plaquetas, CD45 para las derivadas de leucocitos y
CD14 para aquellas derivadas de monocitos. Debido a la baja densidad antigénica en la superficie
de las VE de las moléculas nombradas, se escogié el fluorocromo ficoeritrina (PE, del inglés
phycoerythrin) por ser uno de los mas brillantes para estudios de citometria de flujo. Los
fluorocromos utilizados fueron entonces: CD61-PE clon PM6/13, CD14-PE clon 47-3D6 (ambos de
Cytgonos) y CD45-PE clon HI30 (BD). Todos los anticuerpos fueron titulados y previo a su uso se

centrifugaron para precipitar posibles agregados proteicos que interfieran en el analisis.

El procedimiento consiste en marcar 40ul del pellet resuspendido de VE con 4ul de cada
anticuerpo correspondiente dejando en incubacién durante 20 minutos a temperatura ambiente.
Luego se realiza un lavado con 500 pl de PBS filtrado dos veces y se resuspende el pellet de VE en

200ul de PBS filtrado.

La adquisicion y analisis citométrico se realizé con el programa DIVA (BD). La estrategia de
ventana utilizada fue crear un diagrama con foward scatter (FSC) y side scatter (SSC), ambos en
escala logaritmica, con un umbral de 300 para cada pardmetro para evitar adquirir ruido
electrénico. En este diagrama se cred una ventana donde adquirir las VE totales ubicando el limite
superior con la sefial dada por esferas de latex de 1 um Sigma-Aldrich y el limite inferior
inmediatamente por encima de la sefial dada por PBS filtrado. Los eventos incluidos en esta
region fueron analizados para el marcaje especifico de origen celular de las VE en otro diagrama
enfrentando SSC y PE. El limite entre positivo y negativo en este diagrama se definié con la

adquisicion del control de isotipo de PE correspondiente (Citognos y BD) (Figura 15).

La adquisicidén de las muestras se realizé en tubos Trucount (BD) los que permiten el calculo de
concentracién absoluta. En nuestro analisis calculamos la concentracién de VE totales y VE

especificas (de un origen celular) mediante la siguiente férmula provista por el fabricante:

eventos en la ventana de VE (totales o especificas) mnamero de bolitas Trucount por tubo
X

eventos en la ventana de bolitas Trucount volumen del tubo
= contaje de VE absoluto/ul de PLP
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Figura 15: Estrategia de ventana para el analisis por citometria de flujo de VE. Diagramas de la izquierda: A) para definir
los limites superior e inferior de la ventana de VE totales se utilizaron bolitas de latex de 1 um de tamafio y el ruido
electrénico dado por PBS filtrado, respectivamente. B) Los puntos verdes representan las VE marcadas con el control de
isotipo para definir la negatividad del marcador PE (ficoeritrina) que se utilizé para identificar el origen celular de las
VEP. Diagramas de la derecha: se muestra la misma estrategia de ventana aplicada a una muestra de VE. A) Los puntos
verdes representan las VE incluidas en la ventana de VE totales. B) Los puntos azules representan las VE de origen
celular especifico (CD61+, CD45+ o CD14+).

La adquisicién de las muestras se detuvo a los 4000 eventos en la region de bolitas Trucount. El
volumen del tubo fue 40 multiplicado por el factor de dilucién. El nimero de bolitas Trucount por

tubo es provisto por el fabricante en cada lote.

El funcionamiento del citémetro fue revisado semanalmente con el uso de CST beads (BD).

2.2. Medicion de la concentracion de VE con Nanoparticle Tracking Analysis (NTA)

El sistema de andlisis por seguimiento de particulas, conocido por sus siglas en inglés como NTA

(Nanoparticle Tracking Analysis), se basa en el movimiento browniano de las particulas
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suspendidas en un fluido y permite estudiar la distribucidén de tamafio y concentracion de estas

particulas™.

Gracias a la colaboracion con el grupo de metabolémica del CIC BioGune (Derio, Pais Vasco),
liderado por el Dr. Juan Manuel Falcén Pérez, realizamos el NTA de las VE en un modelo LM10
(Nanosight). Su rango de analisis de nanoparticulas es de 10 nm a 2000 nm y el volumen de

muestra minimo requerido es de 300 pl.

Brevemente, los ajustes para todas las muestras fueron mantenidas constantes (viscosidad, etc) y
la temperatura se ajustd para cada muestra. Una alicuota de 5 pl del pellet de VE resuspendidas,
se diluyd en PBS filtrado a 1:150 en las muestras derivadas de sangre y a 1:50 en las derivadas de
orina. Se realizaron dos mediciones de 1 minuto por cada muestra. Los valores analizados fueron
distribucidon de tamafio (moda) y concentracion de VE. La sefial basal se midié con PBS filtrado el
cual no mostro sefial de dispersion. El analisis se considerd valido cuando obtuvimos 200 tracks

(particulas seguidas durante la grabacién del video).

2.3. Caracterizacion morfoldgica de las VE mediante crio-microscopia electrénica
(ME)
Seguimos el protocolo utilizado por Perez et al . En resumen, una alicuota de 10 ul de VE
resuspendidas en PBS filtrado fueron directamente adsorbidas sobre rejillas de carbono
fenestradas mediante descarga luminica (Quantifoil Micro Tools GmbH). Las rejillas se
transfirieron a 95% de humedad y se sumergieron rapidamente en etanol liquido con la ayuda de
Vitrobot (Maastricht Instruments BV). Una vez vitrificadas las muestras, las imagenes fueron
analizadas a temperatura de nitrégeno liquido (aprox. -1602 C) mediante un microscopio de
transmisién de electrones crio-JEM-2200FS / CR (JEOL) equipado con un disparador de emisién de

campo y operado a un voltaje de aceleracién de 200 kV.

3. Aislamiento de RNA de las VE (RNAyg)

Partiendo del pellet de VE resuspendido en un volumen final de 200 pl, utilizamos 185 pl para la
extracciéon de RNA total contenido en las VE (RNAy) mediante el kit miRNeasy serum/plasma
(Qiagen). Este kit estd especialmente disefiado para obtener RNA mensajeros y micros de
muestras como suero, plasma, LCR, orina u otras muestras bioldgicas con escasa cantidad de RNA.
El protocolo utilizado fue el indicado por la casa comercial. La elucidn final se hizo en todos los
casos en un volumen final de 14 pl de agua libre de RNAsas. Luego de aislado el RNA,g, medimos

su concentracién con el espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Finalmente, en
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alguno de los experimentos realizados en esta tesis se agruparon las muestras de RNA; obtenidas
de sujetos con caracteristicas similares, para alcanzar la concentracién minima necesaria para
llevar a cabo el analisis de RNAy; (por ejemplo en estudios de secuenciacién de RNA o microarrays

de RNA, véase capitulo 3 y 4, secciones de materiales y métodos).
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Capitulo 1: VE y estadio clinico de EM

1. Introduccion

Una de las ramas del estudio de las VE se orienta a su cuantificaciéon segun el origen celular,
siendo las derivadas de la circulacién sanguinea una de las mas estudiadas en el dmbito clinico.
Habitualmente, mediante citometria de flujo, se caracterizan y contabilizan las VE derivadas de
plagquetas, leucocitos y sus subtipos, eritrocitos y células endoteliales, entre otras. El hecho de que
su obtencion sea mediante una simple puncidon venosa y su procesamiento para aislarlas sea

rapido y sencillo, da a las VE un potencial atractivo como biomarcador no invasivo.

Los estudios iniciales sobre VE en EM siguieron esta linea de investigacién sobresaliendo la serie
de publicaciones del grupo liderado por Alireza Minagar quien describié por primera vez en el afio
2001 la relacién entre el aumento en la concentracion de VE derivadas de endotelio y la

138

exacerbacion clinica de EM™°. Posteriormente se demostrd que las VE derivadas de plaquetas

1% A raiz de esto, se sucedieron varias

también estaban aumentadas en pacientes con EM
investigaciones profundizando en el tema reforzando la propuesta de las VE como un
biomarcador candidato, con fuerza diagndstica comparable a la imagen por resonancia™®. A su
vez, se explord su capacidad como biomarcador para la monitorizaciéon de pacientes tratados con

IFNB, observandose el descenso de la concentracidn segun evolucionaba el tratamiento ™',

Por otro lado, se intentd formular una explicacion bioldgica al papel que las VE juegan en la
enfermedad publicdndose un par de trabajos que concluyen que las VE derivadas de endotelio
tienen una participaciéon fundamental en la migraciéon transendotelial dentro de la barrera

hemato-encefalica**.

Hasta el momento de comenzar nuestro trabajo, que derivo finalmente en esta tesis, solo existian
los trabajos citados en el parrafo anterior. En consecuencia, nuestra primera aproximacion fue
intentar replicar los resultados de trabajos predecesores y ampliar el estudio a nuevos estadios
clinicos de la enfermedad hasta el momento no estudiados, como las etapas progresivas,
especificamente la EM secundaria progresiva (EMSP) y profundizar el efecto de otros

tratamientos recientemente salidos al mercado como el caso de natalizumab (NTZ).

Durante el desarrollo de este primer trabajo, se publicaron interesantes articulos ampliando el
hasta entonces incipiente conocimiento de las VE en la EM, que fueron utilizados en la discusién

de nuestros resultados.
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2. Objetivos

Los objetivos de este primer capitulo son los siguientes:

58

Investigar las concentraciones de VE circulantes derivadas de plaquetas (VEP), leucocitos
totales (VEL) y monocitos (VEM), basandonos en que dichas células tienen un desempeio
central en el desarrollo de la EM. Analizar las VE en pacientes con distintos estadios
clinicos incluyendo EMSP, EMRR tanto no tratados como tratados con IFNB o NTZ y en
controles sanos.

Evaluar la capacidad de estas VE como posibles biomarcadores de facil acceso (via

sanguinea).



Capitulo 1: VE y estadio clinico de EM

3. Materiales y métodos

3.1. Pacientes

Analizamos 97 muestras de 20 controles sanos (CS) y 77 pacientes de EM que cumplieron los

121 "evaluados en la Unidad de Esclerosis

criterios diagndsticos de McDonald revisados en 2010
Multiple del Hospital Universitario Donostia. El grupo de pacientes EM comprendié 13 pacientes
EMSP, 64 pacientes EMRR divididos en 20 tratados con NTZ, 20 con IFNB 1a o 1b (agrupados
como IFNB) y 24 no tratados (NoT). Todos los pacientes se encontraban en fase de remisién clinica
al momento del estudio. Todos los individuos dieron su consentimiento escrito. El estudio fue

aprobado por el Comité de Etica del Hospital.

3.2. Recoleccion de muestras y aislamiento de VE

El procesamiento de las muestras se llevd a cabo como se describe en la seccidon de “materiales y
métodos comunes”, apartado 1.1 “Extraccion de sangre para aislamiento de vesiculas
extracelulares”. El aislamiento se realizé segun el protocolo descrito en el apartado Aislamiento

de vesiculas extracelulares con el método “centri2500”, de la misma seccidn.

3.3. Citometria de flujo

El analisis de concentracion de VE y el estudio de su origen celular se realizd segun se detalla en
“materiales y métodos comunes”, apartado 2.1 “Analisis del origen celular de VE mediante

citometria de flujo”.

3.4. Analisis estadistico

Se realizé con el paquete informatico PASW Statics v18.0 (SPS inc.) y con STATA v11.0 (Stata-Corp,
College Station, TX). Los test de normalidad Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-Wilk se utilizaron para
verificar la distribucidn normal y a su vez, los valores fueron normalizados mediante
transformacidon logaritmica natural. Para evaluar las diferencias entre grupos, se aplicaron las

pruebas T de student y Analisis de varianzas (ANOVA) mas correccién con Bonferroni.

Luego, realizamos analisis de regresidén para explorar la relacién entre el estadio clinico como un
predictor de categoria y VE. Ademdas efectuamos analisis multivariante corregido por sexo y
cuando correspondid, por MSSS. El coeficiente beta (B) se expresé como anti-logaritmo con base

e. El error de tipo | se establecié en 0,05.
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4. Resultados

4.1. Poblacion de estudio

La media de dosis recibidas de los pacientes tratados con NTZ fue de 22+14. Tal como
esperabamos, el grupo EMSP presentd los scores mas altos de MSSS (7,6+1,2) como resultado del
mayor tiempo desde el inicio de la EM en estos pacientes, seguido por los pacientes tratados con
NTZ (4,3+2,7) ya que este farmaco es utilizado como terapia de segunda linea en Espania, luego los
pacientes con IFNB (3,4+2,2) y finalmente los NoT (1,5%£1,9). En la Tabla 3 se describen las

caracteristicas generales de los pacientes y controles incluidos en este estudio.

Tabla 3: Caracteristicas de controles sanos y pacientes EM.

Pacientes EM

Controles
sanos Remitente-recidivante Secundaria
n=20 .
No tratados IFN beta Natalizumab Proirfaswa
n=24 n=20 n=20
Edad (afios) 37,1+£12,7 44,1+11,7 43,8+13,4 42,819,1 56,7+14,2
Sexo
9/11 6/18 10/10 9/11 3/10
(masc./fem.) / / / / /
Escala de estado
de discapacidad ; 1,3+1,5 2,541,7 4,118 7,040,7
extendida (siglas
en inglés EDSS)
Duracién de
enfermedad - 13,1+9,9 10,8+7,7 14,2+7,9 24,3+10,5
(afos)
Escala de
severidad de
esclerosis - 1,5+¢1,9 3,412,2 4,312,7 7,611,2

multiple (siglas
en inglés MSSS)

Valores expresados como media + desviacidn estandar.

4.2, Diferencias en las VE entre pacientes EM no tratados y controles sanos

El primer paso fue evaluar si la EM podria modular el nivel de VE, para ello nos centramos en la
comparacion entre CS y NoT, evitando la posible influencia dada por la terapia. Encontramos que
el contaje de VEP CD61+ fue 2,2 veces significativamente mayor en NoT (media 1262 VE/ul) que
en CS (media 566 VE/ul; p=0,002) (Figura 16). Las VEP CD45+ y las VEM CD14+ no fueron

significativamente diferentes aunque se observd una tendencia en el mismo sentido que lo
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sucedido en VEP. Este efecto fue mantenido en el analisis de regresidon cuando se corrigié por

SeXo.
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Figura 16: Concentracion de VE de pacientes no tratados y controles sanos. Se observa una diferencia significativa entre
pacientes no tratados (UNT) y controles sanos (HC) en las VE CD61+. FC: fold change.

4.3. Diferencias de VE basadas en el estadio clinico de EM

Nuestro siguiente objetivo fue averiguar si los distintos estadios clinicos de la EM tenian su reflejo
en los niveles de VE. Los pacientes EMRR en conjunto presentaron contajes de los tres subtipos de
VE significativamente mas altos que CS y EMSP. Por otro lado, encontramos niveles similares de
VEP CD61+ (B =1,5; p=0,139) y VEL (B = 0,8; p = 0,409) en pacientes EMSP y CS (Figura 17). Los
resultados para EMRR versus CS fueron: VEP CD61+ B = 2,9; p < 0,001; VEL CD45+ B =2,1; p =
0,001y VEM CD14+ B =1,5; p = 0,031. Los resultados para EMRR versus EMSP fueron: VEP CD61+
B=0,5; p=0,002; VELCD45+ B =0,4; p< 0,001y VEM CD14+ B3 =0,3; p < 0,001.

El mismo analisis fue realizado nuevamente ajustando por sexo y MSSS. El sexo no afectd los
resultados. Por otro lado, y tal como se esperaba, el grupo EMSP mostré colinearidad con la
variable MSSS, pero para el resto de comparaciones no mostré efecto. La concentracion de VE de

ninguno de los tres origenes especificos mostré relacién con la edad.

Finalmente, es interesante observar que la distribucion de VE segln su origen especifico se
mantuvo en los tres grupos de EM, siendo siempre las VEP CD61+ las mas abundantes, seguidas
de las VEL CD45+ y luego las VEM CD14+. Sin embargo, para el caso de los CS la distribucién de VE

segln origen es homogénea entre los tres origenes.
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Figura 17: Concentracién de VE segun el estadio clinico de EM. Se observa diferencia significativa entre pacientes EM
remitente-recidivante (RRMS) y EM secundaria progresiva (SPMS) asi como con controles sanos (HC), en los tres
subtipos de VE. Los pacientes EMRR incluyen tanto tratados como no tratados. CD61: VE derivadas de plaquetas; CD45:
VE derivadas de leucocitos; CD14: VE derivadas de monocitos.

4.4. Efecto del tratamiento de EM en las VE

El dltimo objetivo era analizar el efecto de dos tratamientos inmunomoduladores sobre la
concentracién de las VE, incluyendo IFNB que ya se habia evaluado por otros autores y NTZ que
por el contrario no habia sido explorado hasta el momento. El analisis de regresidon fue hecho
comparando los grupos IFNB y NTZ teniendo como referencia el grupo NoT. Ambos tratamientos
revelaron mayores niveles de concentracion de los tres subtipos de VE comparados con NoT. Los
resultados para IFNB fueron: VEP CD61+ B = 1,7; p = 0,021; VEL CD45+ B = 2,6; p = 0,001 y VEM
CD14+ B =2,1; p=0,001. Los resultados en el grupo NTZ: VEP CD61+ B = 1,9; p = 0,005; VEL CD45+
B =24 p<0,001yVEM CD14+ B =1,7; p = 0,014. No se hallaron diferencias estadisticas al
comparar ambos tratamientos entre si (Figura 18). Ademas de lo expuesto, al estudiar mediante
anadlisis multivariante, ajustado por sexo y MSSS, los resultados se mantuvieron sin cambios,
demostrando que estas diferencias son independientes del nivel de discapacidad o la duracion de

la enfermedad al igual que son independientes del sexo.
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Figura 18: Efecto de los tratamientos de EM sobre la concentraciéon de VE. Los pacientes tratados con IFNB o
natalizumab (NTZ) muestran niveles mas altos de concentracion de los tres subtipos de VE (CD61+, CD45+ y CD14+)
comparado con pacientes no tratados (UNT).
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5. Discusion

Hemos encontrado un incremento de 2,2 veces el nivel de VEP CD61+ en pacientes NoT comprado
con CS. Teniendo en cuenta que son pacientes naive de tratamiento con una media de MSSS baja
(1,5%1,9) y con una actividad de la enfermedad reducida debido a la baja tasa de brotes, dicho
incremento en las VEP CD61+ podria sugerir que los niveles de VE circulantes son afectados por
los cambios fisiopatoldgicos iniciales de la enfermedad. Por otro lado, las VEL CD45+ y las VEM
CD14+ no muestran diferencias por lo que segln nuestros resultados, no se ven influenciados por

el desarrollo inicial de la EM o sus cambios no son apreciados en la circulacién sanguinea.

La relacién entre el nimero de VEP y las condiciones inflamatorias fue establecido en otros
articulos, siendo demostrado ampliamente en enfermedades cardiovasculares donde el endotelio
juega un rol principal y, en enfermedades autoinmunes en las cuales la activacidon celular

27,61

perpetua el dafio mediado por el sistema inmune“””". Se detallaron numerosas funciones para las

VEP tales como promover el reclutamiento de monocitos'®, regular la actividad proteolitica de las

141166 - Especificamente, en pacientes con EM la

células endoteliales™ e inducir apoptosis
activacion plaquetaria podria ser una respuesta al dafio endotelial que sucede en la BHE con la
consecuente liberacidn de VEP. En el trabajo publicado por Sheremata y colaboradores, se analiza
la concentracion de VEP donde se describe un incremento de 2 veces la concentracion en

pacientes EM comparados con controles'®. Este resultado es consistente con nuestro estudio.

El presente trabajo introduce, por primera vez, el estudio de VE de pacientes EMSP y también del
subtipo derivado de leucocitos (VEL) entre otros origenes especificos en pacientes de EM.
Encontramos que los pacientes con EMSP presentan similar contaje de VEP y VEL e incluso un
menor nimero de VEM respecto a los resultados en CS (Figura 17). Por otro lado, el grupo EMRR
muestra las concentraciones mas altas para los tres subtipos de VE al compararlo tanto con CS
como con EMSP. Sabemos ademds que una caracteristica de los pacientes de EMRR es la
persistente actividad inflamatoria de la enfermedad, aunque solo llegue a manifestarse
clinicamente en los brotes. Por el contrario, se considera que los pacientes EMSP han pasado a
una progresion degenerativa con de una decreciente actividad inflamatoria’®’. De esta manera,
podriamos postular que las VE reflejan el estadio clinico de la EM o su actividad al mostrar un
incremento de concentraciéon durante los periodos de brote-remisién y volviendo a niveles
basales, similares a los de un CS en la fase progresiva de la enfermedad. En linea con lo observado
hasta aqui, Verderio y colaboradores encontraron valores similares de VE derivadas de microglia
en el SNC respecto a los pacientes con EM primaria progresiva®. Estos resultados refuerzan la

hipétesis actual de que las VE forman parte de un sistema de comunicacion celular, transmitiendo
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sefiales a distancia de una célula a otra y particularmente promoviendo la propagacién de la
inflamacidn. Tras la interpretacidon de nuestros resultados, podriamos afiadir que, tal vez en las
fases neurodegenerativas crénicas el rol de las VE circulantes no tiene relacién directa con la

inflamacion.

El manejo terapéutico actual de los pacientes con EM intenta modular el sistema inmune con el
uso de IFNB, NTZ y fingolimod entre otros. Nos propusimos determinar si dichos tratamientos
influian en el nimero de VE. Nuestro andlisis revelé mayores concentraciones de los tres subtipos
de VE en pacientes tratados con IFNPB respecto a NoT. Similares resultados obtuvimos al
considerar los pacientes tratados con NTZ. Ademas, no hallamos diferencias al comparar ambos
grupos tratados entre ellos. Hemos hipotetizado que en los pacientes tratados con NTZ, debido al
bloqueo de la entrada de leucocitos hacia el SNC y sumado a la movilizacion de células
progenitoras desde la médula dsea'®, se produce un incremento de leucocitos en el

compartimento sanguineo que podria dar lugar al aumento del nimero de VEL.

Por otro lado, la elevacidn observada aqui de los otros dos subtipos de VE en pacientes tratados
no estad dilucidada por completo. No podemos excluir que mecanismos o factores implicados
fuera de nuestro conocimiento estén implicados en el proceso de liberacién de VE modulado por
dichas terapias. Algunos autores han descrito el efecto inhibitorio del IFNB sobre la liberacion de

15152153 v del fingolimod sobre VE derivadas de microglia®. Sin

VE derivadas de endotelio
embargo, en nuestro conocimiento, estos efectos no fueron estudiados en VEP, VEL o VEM ni en
pacientes tratados con NTZ. Légicamente, nuevos estudios al respecto clarificaran el rol de estas

VE en la EM.

Adicionalmente, debemos mencionar que a pesar de los grandes esfuerzos que se estan llevando
a cabo en la estandarizacién de estos estudios, una limitacién importante es la dificultad al
comparar resultados de diversas investigaciones realizadas con metodologias distintas.

Estda claramente establecido que el sistema inmune se comporta de manera diferente entre

103189 hor lo que segln

hombres y mujeres en la mayoria de las enfermedades autoinmunes
nuestra hipodtesis esperabamos hallar diferencias al segregar por sexo. Pero por el contrario, los
resultados descritos no cambiaron cuando realizamos analisis multivariante ajustado por sexo.
Notablemente, solo en CS encontramos que las mujeres tenian concentraciones de VE mayores
que en hombres aunque no significativas, lo que posiblemente revela una actividad de produccién

de VE basal mayor, desapareciendo esa diferencia durante la enfermedad.

Hemos confirmado que las VE pueden reflejar los distintos estadios clinicos de la EM de acuerdo

al balance entre inflamacidn y degeneracion crénica, al mostrar un aumento de concentracion en
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EMRR y niveles basales en EMSP. Asimismo, los tratamientos modulan la liberacién de VE lo que
resulta en un aumento de niveles de VE circulantes. Por lo tanto, proponemos que las VEP, VEL y
VEM podrian ser agentes activos en la fisiopatologia de la EM y ser fuente de ser futuros

biomarcadores de la enfermedad o monitores del tratamiento.

Finalmente, quisiéramos puntualizar dos limitaciones de este capitulo. Por un lado, seria
necesario investigar el potencial valor de cada subtipo de VE como indicador valido del estado
clinico, para lo cual deberia enfrentarse a biomarcadores ya establecidos como la imagen por RM,
de la cual se carecen datos relativos a esta serie de individuos. La siguiente limitacidn se debe a
gue el analisis de muestras tomadas en distintos momentos del dia puede presentar una
considerable variabilidad individual de los niveles de VE, no solo de manera circadiana, sino que

VOl En  este sentido, estos resultados

también influido por actividades fisioldgicas
proporcionados por un estudio de corte transversal nos invitan a preguntarnos qué sucederia en

estudios longitudinales.
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Capitulo 2: protocolos para hospital

1. Introduccion

En el periodo entre la publicacidon de nuestro primer trabajo, que comprende el primer capitulo
de esta tesis y los trabajos posteriores que comenzabamos a realizar hemos sido testigos de una
verdadera explosion de publicaciones sobre VE, con cada vez mas disimiles protocolos utilizados

42,43

para aislarlas y analizarlas (revisado en ). Debido a esta variabilidad técnica, los subsiguientes

analisis dmicos y sus resultados pueden ser considerablemente distintos e incluso no comparables

46

A la vez, muchos de los avances en diagndstico de enfermedades, monitorizacidon de tratamientos
e incluso moléculas plausibles de ser utilizadas como tratamientos conseguidos mediante la
investigacion en VE, estdn basados en experimentacion in vitro, apoyados en una infraestructura

no siempre disponible en un entorno hospitalario.

Este escenario nos hizo detener en nuestra busqueda de biomarcadores en EM e intentar evaluar
cual de los métodos mas extendidos al momento, era posible ser aplicado en nuestro entorno
hospitalario. Concretamente, nos centramos en los pasos iniciales concernientes al estudio de VE
gue comprenden el aislamiento y caracterizacidon de las vesiculas proponiendo finalmente, un

flujo de trabajo adaptado al entorno en el que nos encontramos.

2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

e Comparar 5 métodos de aislamiento de VE, cuatro de ellos ampliamente utilizados en la

comunidad cientifica y uno recientemente publicado.
e Analizar cudl de ellos podria adecuarse a un entorno hospitalario y de aplicacién diaria.

e Evaluar la complementariedad de las técnicas mds extendidas al dia de hoy, para la

caracterizacion de VE.
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3. Materiales y métodos

3.1. Muestras de pacientes

La sangre periférica y la orina son las muestras mds empleadas en un entorno sanitario. Se
pueden extraer a través de técnicas no invasivas o0 minimamente invasivas y de ellas se obtiene
gran cantidad de informacién util. De acuerdo a estas premisas, hemos decidido partir de estos

dos tipos de muestras para aislar las VE.

La recoleccién de muestras comprendié entonces sangre y orina de 10 controles sanos (CS) (5
varones y 5 mujeres, con un promedio de edad de los 10 CS de 3748 afios) y se llevd a cabo segun
se describe en la seccion de “materiales y métodos comunes”, apartado 1.1 “Extraccién de sangre
para aislamiento de vesiculas extracelulares”. Todos los individuos dieron su consentimiento por
escrito para participar en el estudio. El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital

Universitario Donostia.

A cada donante sano se le requirié rellenar un formulario acerca de la practica de ejercicio
reciente en la uUltima hora, uso de mediacién, ciclo ovulatorio, enfermedad aguda y horas de

suefio previa a la extraccion

El flujo de trabajo seguido en el presente capitulo se resume en la Figura 19.
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Figura 19: Comparacion de 5 protocolos de aislamiento de VE. Se aislaron muestras de sangre y orina con 5 protocolos
diferentes (ver Tabla 5 para mas detalles) y luego se caracterizaron mediante 5 métodos de andlisis.

3.1.1. Sangre

Las muestras de sangre periférica fueron recolectadas a las 8:30 h en el Hospital Universitario
Donostia, estando los donantes en ayunas durante 8 h y se procesaron dentro de la primera hora

posterior a la extraccidn.

El procesamiento de muestras se realizé como se describe en la seccion de “materiales y métodos
comunes”, apartado 1.1 “Extraccién de sangre para aislamiento de vesiculas extracelulares”. En
este estudio, para cada individuo se extrajeron los siguientes tubos de sangre (todos de

Vacutainer, Becton Dickinson [BD]):

e 3,8 ml citrato (utilizado para CMF)
e 10 ml EDTA (utilizado para el resto de estudios)

e 8 mlsuero

A los tres tubos se les realizd una primera centrifugacion comun a 2500 g durante 15 minutos,
para descartar asi la masa celular y obtener el sobrenadante de plasma pobre en plaquetas (PPP)

para los dos primeros y suero pobre en plaquetas para el Gltimo. Los protocolos de aislamiento de
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VE parten de este PPP o suero pobre en plaquetas. Ademas, se extrajeron muestra de sangre
extras en un tubo de 10 ml de EDTA y un tubo de 8 ml de suero que fueron usados para realizar
un hemograma, perfil de lipidos y proteinas en el laboratorio general del hospital (Figura 20). Los

pardmetros analizados por el laboratorio general y sus resultados en los 10 donantes sanos se

presentan en la Tabla 4.

Figura 20: Procesamiento de las muestras de sangre, desde la obtencién de muestras hasta la separacion en alicuotas,
destinadas a los distintos protocolos de caracterizacién de VE. En este diagrama se puede observar el destino de cada

—
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tubo extraido por en cada individuo.

Se solicité a cada donante que recolectara en su domicilio 60 ml de la primera miccidn de orina en
condiciones asépticas (para la cual se entregd una guia impresa), manteniéndolo a 42 C hasta su
proceso en el laboratorio. El promedio de tiempo entre recoleccién en los domicilios y analisis en
el laboratorio fue de 2,7 h. Una vez recibidas las muestras, se enviaron 10 ml de orina de cada
individuo al laboratorio general, para analisis de algunos parametros basicos (Tabla 4). El resto fue

alicuotado en 5 tubos de 10 ml y centrifugados a 2500 g, durante 15 minutos, para obtener asi 9,5

3.1.2. Orina
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Diagrama por paciente
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ml de orina libre de células (OLC), descartando 0,5 ml de pellet (Figura 21).
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Figura 21: Procesamiento de las muestras de orina, desde la obtencion de muestras hasta la separacion en alicuotas,
destinadas a los distintos protocolos de caracterizacion de VE.

Tabla 4: Pardmetros de laboratorio analizados en las muestras de sangre y orina de los 10 donantes sanos.

Creatinina (mg/dl) 0,940,3
Colesterol total(mg/dl) 184,9+37,7
HDL (mg/dl) 69,9+14,1
Triglicéridos (mg/dl) 65,7+20,1
LDL (mg/dl) 101,9+37,5
SANGRE Proteinas totales (g/dl) 7,2+0,6
Albumina (g/dl) 4,310,3
Hematocrito (%) 41,743,4
Leucocitos (*10e3/ul) 7,0£2,5
Recuento de plaquetas (*10e3/ul) 238,7+56,7
Recuento de linfocitos (*10e3/ul) 1,9+0,5
Densidad (g/l) 1019,4+7,7
pH 6,0+0,9
ORINA Filtrado glomerular (ml/min/1.73 m?) 84,3+15,5
Recuento de eritrocitos (eri./ul) Negativo
Recuento de leucocitos (leu./ul) Negativo
Recuento de cél. epiteliales (cel/pl) Negativo

Los valores estan representados en media+DS de los 10 donantes sanos.

3.2. Protocolos de aislamiento de VE

El procesamiento de plasma y suero fue igual en todos los métodos por lo cual para una

descripcién mas simple de los protocolos solo nos referiremos al plasma.
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Los protocolos descritos a continuacién estan resumidos en la Tabla 5.

3.2.1. Centri2500

Este método se describe en la seccidon “materiales y métodos comunes”, apartado 1.2
“Aislamiento de vesiculas extracelulares con el método ‘centri2500””. En el caso de las muestras
de orina, tras la segunda centrifugacién a 2500 g 15 minutos de los 9,5 ml de OLC, se obtienen 9

ml de orina libre de debries (OLD).

3.2.2. Centri13000

Referirse a la secciéon “materiales y métodos comunes”, apartado 1.3 “Aislamiento de vesiculas

extracelulares con el método “centri13007”.

3.2.3. Exoquick

Este método consiste en la precipitacion de VE a través del uso de un reactivo comercial
aglutinante, siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Brevemente, a 250 ul de PPP 0 9,5 mi
de OLC obtenido de la primera centrifugacion agregamos 63 pl o 2 ml de exoquick TC (System
Biosciences, Mountain View, CA, USA) e incubamos durante la noche a 42 C, sin rotacion. Luego,
centrifugamos la solucién dos veces a 1500 g 30 y 5 minutos respectivamente para sedimentar las
EV. Se resuspende finalmente en 200 ul de PBS. Vale aclarar que las primeras versiones de
exoquick incluian en su protocolo un filtrado de 0,45 um para evitar precipitacion de particulas
grandes u otros contaminantes. Actualmente no lo indica por lo cual nosotros no lo hemos

realizado.

3.2.4. Precipitacion salina (salting out)

Este método estd basado en el protocolo publicado recientemente por Brownlee et al. '

» Y
consiste en la precipitacién de VE a través del agregado de acetato sddico 1M, pH 4,75. A 1,3 ml
de PPP 0 9,5 ml de OLC obtenido de la primera centrifugacidn se vuelve a centrifugar a 13000 g,
30 minutos. Extraemos 1 ml de sobrenadante de PPP 0 9 ml de OLC al cual le agregamos acetato
sédico (dilucidn 1/10), se incuba en hielo 60 minutos y luego a 372 C, 5 minutos. Posteriormente

se centrifuga la dilucién a 5000 g, 10 minutos y el pellet se lava con buffer de acetato sédico a 0,1

M. Se resuspende finalmente en 200 pl de PBS.
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3.2.5. Estandar

Este método, basado en una publicacién de Thery y colaboradores, es el mas extendido

actualmente y podria considerarse el estdndar”

. Sin embargo la ISEV aln no ha dado su posicidn

respecto a si hay efectivamente un protocolo estandar. Aplicando el protocolo, partimos de 1,3 ml

de PPP 09,5 de OLC, se filtra por 0,22 um y luego se centrifuga a 10000g durante 30 minutos para

obtener PLP u OLD. Este se ultracentrifuga a 100000g en centrifuga modelo Optima MAX tabletop

(Beckman Coulter) durante 75 minutos. El pellet obtenido se resuspende en 200 pl de PBS

filtrado.

Tabla 5: Métodos de aislamiento de VE comparados en este capitulo.

Método Principio de aislamiento Pasos
’ + v
Centri2500 Centrifugacion diferencial 2500g 15 .Xz 20000g 20" para
sedimentar las VE
’ + ? + 7
Centri13000 Centrifugacién diferencial 2500g 157 + 13000g 2"+ 20000g 20
para sedimentar las VE
2500g 15’ + aglutinacidén con
Exoquick Aglutinacién - Precipitacién exoquick + 1500g 30’ y 5’ para
sedimentar las VE
. 2500g 15’ + 13000g 30’ +
Precipitacion g g

. Precipitaciéon
salina

Centrifugacion diferencial —
Estandar filtrado por tamaiio -
Ultracentrifugacion

precipitacion acida + 5000g 10’
para sedimentar las VE
2500g 15’ + filtrado por 0,22-um +

10000g 30’ + 100000g 75’ para
sedimentar las VE

3.3. Métodos de deteccion de VE

3.3.1. Citometria de flujo (CMF)

Descrito en la seccién “materiales y métodos comunes”, apartado 2.1 “Analisis del origen celular

de VE mediante citometria de flujo”. Se hace la aclaracién de que en este capitulo se analizaron

solo dos origenes celulares: de plaquetas (CD61+) y leucocitos totales (CD45+).
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3.3.2. Analisis por seguimiento de particulas [Nanoparticle tracking analysis
(NTA)]
Descrito en la seccion “materiales y métodos comunes”, apartado 2.2 “Mediciéon de la
concentracién de VE mediante ‘Analisis por seguimiento de particulas” [del inglés: Nanoparticle

tracking analysis (NTA)]

3.3.3. Western blot (WB)

Para marcaje de VE se utilizaron los anticuerpos primarios CD133 (Miltenyi Biotec S.L) y CD63
(Santa Cruz Biotechnology, Inc). Como anticuerpos secundarios se emplearon conjugados de ratén
y conejo con HRP (del inglés: horseradish peroxidase) (Cell Signaling). Todos los procedimientos
fueron realizados en condiciones no reductoras. Las muestras (10ul de VE resuspendidas en PBS)
se incubaron a 952 C, durante 5 minutos y luego se separaron en geles de poliacrilamida SDS y se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (GE Healthcare). El bloqueo se hizo con leche en polvo
al 5% (peso/volumen) en una solucién de Tween-20 al 0,1% de Tris-PBS (T-TBS), durante una hora
a temperatura ambiente. En la misma solucién se incubd la membrana con los anticuerpos
primarios durante la noche, a 42 C. El lavado posterior de los anticuerpos primarios se realizé con
la solucion de T-TBS vy la incubacién con el anticuerpo secundario conjugado a HRP fue llevado a
cabo durante 1 h en T-TBS a temperatura ambiente. Luego de un lavado, se afadiod el substrato
SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo Fisher Scientific, Inc) y se midio la

intensidad de sefal por quimioluminiscencia.

3.3.4. Crio-microscopia electrénica (ME)

Se procedié seglin se detalla en la seccién “materiales y métodos comunes”, apartado 2.3

“Caracterizacion morfolégica de las VE mediante crio-microscopia electrdnica (ME)”.

3.4. Aislamiento de RNA de VE

Se procedid segln se detalla en la seccidn “materiales y métodos comunes”, apartado 3

“Aislamiento de RNA de las VE (RNAyg)”.

3.5. Analisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el paquete informatico PASW Statistics v18.0 (SPSS Inc.).
Para el analisis de distribucién normal se utilizaron las pruebas de Kolmogorov-Smirnov y Shapiro-
Wilk. Debido a que las variables presentaron una distribucidn normal, se aplicé la prueba de T de

Student de muestras relacionadas para analizar las diferencias entre grupos. Posteriormente,
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realizamos estudios de regresidon con la prueba de Pearson para explorar la relaciéon entre los
diferentes pardmetros de laboratorio general y las variables de VE. El error de tipo | se establecio

en 0,05.
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4. Resultados

4.1. Sangre

4.1.1. Concentracion de VE

La concentracién de EV fue estudiada con dos métodos: NTA y CMF convencional. Es importante
destacar que los limites de deteccidon por tamafio son distintos para ambos métodos siendo 50

nm para el primero®? y aproximadamente 400 nm para el segundo’*.

4.1.1.1. NTA

Al utilizar NTA, el software requiere por defecto un minimo de 200 particulas analizadas durante
el tiempo que dura la captura de video, llamados “tracks”. En el caso de las muestras obtenidas
por los métodos precipitacion salina y estdndar solo algunas lo alcanzaron debido a la baja
concentracién de VE. Esto fue critico para el analisis de NTA causando una alta variabilidad en

estas muestras.

Con exoquick se aislé6 mayor cantidad de VE que con los demas métodos. En detalle, mediante
exoquick obtuvimos aproximadamente 4 veces mas EV que con los métodos centri2500 y
centri13000 (p=0,007 y p=0,05 respectivamente) y 23 veces mas con respecto a los métodos
precipitacion salina y estdndar (p=0,002 en ambos) (Figura 22A). No hay diferencia significativa en
la concentracién aislada de EV entre los protocolos de centri2500 y centri1l3000 o entre estdndar
y precipitacion salina. Sin embargo, si hay diferencia significativa entre los dos primeros y los dos
ultimos obteniendo un valor p<0,001 para centri2500 vs precipitacion salina y estdndar y, 0,002 y

<0,001 para centri13000 vs precipitacion salina y estdndar, respectivamente (Tabla 6).

Respecto a las EV aisladas desde suero, obtenidas mediante los protocolos exoquick, centri13000
y estdndar, observamos que, al igual que con plasma, el primero aisla mas EV que los otros dos
métodos. A su vez, comparando los valores de suero con plasma, las EV aisladas a partir de suero
son aproximadamente 3,4 veces mads que las aisladas de plasma en el caso de exoquick y 1,3 en el
caso de centri13000, a pesar de ello las diferencias no alcanzan la significancia estadistica (Tabla

6).
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Figura 22: Resultados de la comparacion de 5 protocolos de asilamiento de VE evaluando concentracién de VE medida
por NTA (A and E) o citometria de flujo convencional (CMF) (B y F), distribucién del tamafio de VE medido por NTA (Cy

G) y concentracion de RNAgy (D y H). EN la columna izquierda se muestran los resultados de las EV derivadas de plasma
y en la derecha aquellas derivadas de orina.
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Tabla 6: Significancia estadistica de las comparaciones entre NTA y CMF, tanto para VE de plasma como de orina.

PLASMA ORINA
centri2500 centri13000 exoquick prec. salina centri2500 exoquick prec.salina estandar
centr!ZSOO centrlZ.SOO no se realizaron analisis estadisticos debido a no
NTA centr|%3000 0.846 NTA exoqulcl.( alcanzar el minimo de tracks para NTA (explicacion
exoquick 0.007 0.050 prec. salina
prec. salina <0.001 0.002 0.002 ind enel texto)
estandar <0.001 <0.001 0.002 0.854
centri2500 centri1l3000 exoquick prec. salina centri2500 exoquick prec.salina estandar
centri2500 centri2500
CMF centri13000 0.170 CMF |exoquick 0.039
exoquick <0.001 0.001 prec. salina 0.947 0.001
prec. salina <0.001 <0.001 <0.001 estandar 0.168 0.013 0.290
estandar <0.001 <0.001 <0.001 0.279

4.1.1.2. CMF

A pesar de que las concentraciones de VE en el anélisis mediante CMF fueron menores que a
través de NTA, existe una buena correlacion global (teniendo en cuenta todos los métodos de
aislamiento) entre ambas aproximaciones (R=0,99; p<0,001) observando, por ejemplo que, tanto
por CMF como por NTA el método que mayor concentracion de VE aisla es exoquick y los que
menos estdndar y precipitacion salina. Sin embargo, no se aprecia una correlacién significativa
entre estas dos aproximaciones cuando realizamos la correlacidon uno a uno de cada método por
separado. Por otro lado, se observaron diferencias significativas entre todos los métodos excepto

entre las centri2500 y centri13000 y entre precipitacion salina y estdndar (Figura 22B).

4.1.2. Tamano de las VE

Hemos analizado la distribucién de la moda del tamafio de VE (medido por NTA), para cada
individuo y observamos que no presenta una distribucién normal. Los resultados mostraron una
gran similitud en los valores obtenidos por los distintos protocolos, con un rango de 150 a 277 nm
y un promedio de 227,8 nm (Figura 22C). Congruente con estos datos, las imagenes de EM
muestran EV de tamafios cercanos a 100-200 nm (Figura 23). Solo hay diferencia significativa en
las EV aisladas por estdndar respecto a centri2500 y centri1300, siendo las del primero las mas
pequefias con un promedio de 158,7 nm. Ademas las imagenes de VE obtenidas por exoquick
presentas numerosas estructuras filamentosas agregadas entre si y otras globulares que no son

VE. Para las EV obtenidas de suero se mantienen resultados similares a EV de plasma.

4.1.3. Concentracion de RNA;

A pesar de que precipitacion salina y estdndar son los protocolos con los cuales se observan
menores concentraciones de EV, son los que significativamente mas RNA extraen (19,5 pg/ul y
23,6 pg/ul respectivamente) comparando con centri2500 y centril3000 (14,5 pg/ul y 12,5 pg/ul

respectivamente). Llamativamente exoquick obtiene 18,1 pg/ul a pesar de aislar VE a una
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concentracion 23 veces mayor que precipitacion salina o estdndar. En el caso de las EV aisladas
desde tubos de suero los resultados son similares a plasma: con estdndar se obtiene mas RNA que

centri13000 y exoquick (Figura 22D).

4.1.4. Western blot

La deteccién de marcadores de EV a través de WB se utiliz6 como modo confirmatorio de la
presencia de EV y para ver diferencias en ellos segiin la muestra era aislada por uno u otro

protocolo.

Se ha observado una importante variabilidad entre métodos. En resumen, se observé que CD63
presentaba mayor sefial en las VE derivadas de plasma que en las de suero. Dentro de las VE
derivadas de plasma, CD133 tuvo una sefial mayor en aquellas aisladas a través de centri2500 y
centril3000 que mediante los protocolos de precipitacion salina o estdndar. CD133 fue también
peor detectado en las muestras de suero que en plasma. Por otro lado, CD133 fue, en general,
mayor detectado en las muestras derivadas de orina respecto a las derivadas de sangre. Un dato a
tener en cuenta es que, en nuestras manos, exoquick no se pudo analizar por WB en las muestras

derivadas de plasma debido a la imposibilidad de disolver el pellet.

VE derivadas de plasma  VE derivada de orina

Figura 23: Caracterizacidon de VE mediante microscopia electrénica. Dos imagenes de crio-microscopia electrénica de VE
derivadas de plasma y orina (sefialadas con flechas rojas). La barra roja representa 100 nm. Notoriamente, en la imagen
de VE derivadas de orina se observan contaminantes no vistos en las imagenes de muestras derivadas de plasma.
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4.2, Orina

4.2.1. Concentracion de VE

En el analisis por NTA de EV obtenidas de orina observamos que las concentraciones son bajas
para la mayoria de los métodos al punto de no alcanzar el minimo de tracks. Por lo tanto, al igual
que lo sucedido para las muestras de plasma aisladas de los métodos precipitacion salina y

estdndar, debemos ser cautos al interpretar los datos de NTA de VE derivadas de orina.

Nuevamente, exoquick es el método que aisla mas VE de orina tanto por NTA como por CMF
aunque seguido por estdndar. Los métodos de centri2500 y precipitacion salina presentaron
valores similares. La Figura 22E,F resume los valores obtenidos de concentracion de VE derivados

de orina, medidos por NTA y CMF respectivamente (Tabla 6).

En resumen, tanto por NTA como por CMF obtuvimos resultados en proporcién similares a los de

VE de sangre aunque 10 a 20 veces menos en forma absoluta.

4.2.2. Tamano de las VE

Las modas de tamafios de VE obtenidas de los distintos protocolos son similares entre ellas y a su
vez el promedio de dichas modas (207 nm) es cercano al de VE obtenidas a partir de sangre (228
nm). Al igual que lo sucedido en sangre, las VE mas pequeiias fueron aisladas mediante el

protocolo estdndar (163 nm) (Figura 22G).

Los tamafios analizados por NTA son, nuevamente, congruentes con los observados en ME. Vale
aclarar que en las imagenes se aprecia un mayor nimero de particulas contaminantes no

compatibles con VE, que lo observado en sangre (Figura 23).

4.2.3. Concentracion de RNAy

Sorprendentemente, se obtuvo una concentracidn mayor de RNA en las EV aisladas con estdndar
(33 pg/ul) y precipitacion salina (25,9 pg/ul) que con los otros métodos, incluso mas que lo
obtenido en sangre en donde la concentracién de EV es 10 a 20 veces mas que en orina (Figura

22H).

4.2.4. WB

Las muestras de EV de orina obtenidas a través de exoquick se pueden usar para WB a diferencia

de lo ocurrido con plasma.
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Resumidamente, la deteccién de CD133 en las muestras derivadas de orina es superior en VE
aisladas por agentes precipitantes (métodos exoquick y precipitacion salina) que en los métodos
de centrifugacidn, a pesar de que estdndar revela mejores resultados en orina que en plasma. Por
el contrario, en general para todos los métodos, la senal de CD63 es mas débil en las EV derivadas

de orina comparadas con plasma o suero.

4.3. Correlaciones con parametros de laboratorio

Se analizé la posibilidad de que las concentraciones de VE obtenidas por los distintos métodos y
provenientes de distintas muestras (plasma, suero, orina) tuvieran su reflejo en algin parametro
de laboratorio medido en sangre u orina relacionado con la composicidn de las VE, principalmente
lipidos y proteinas. De esta manera también se pretende inferir si la cuantificacion de EV pueda

estar artefactada por la variacidn de estos parametros, fenémeno previamente descrito'”.

Interesantemente se encontrd correlacién entre la concentracion, medida por NTA, de VE
derivadas de plasma obtenidas mediante centri13000 y el colesterol total (R = 0,953; p = 0,003) y
LDL (R = 0,935; p = 0,006) en sangre. También observamos correlacién entre concentracién,
medida por NTA, de VE derivadas de plasma obtenidas mediante estdndar y triglicéridos en

sangre (R =0,789; p = 0,007).

Respecto a las concentraciones de VE de origen celular especifico y el nimero absoluto de su
fuente celular en sangre, no se ha encontrado correlacidon alguna. Las concentraciones de VEP

CD61+y VEL CD45+ estan diagramadas en la Figura 24.

Plasma Urine

EV concentration measured by FC EV concentration measured by FC
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Figura 24: Concentraciones de VE en plasma y orina, derivadas de plaquetas (CD61+) y de leucocitos (CD45+), obtenidas
con cada método de aislamiento.
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En relacién a muestras de EV derivadas de orina, solo se ha encontrado correlacion entre la
densidad urinaria y la concentracién de VE, medida tanto por NTA como CMF, obtenidas por

precipitacion salina (R=0,841; p=0,002 para NTA y R=1,000; p=>0,001 para CMF).
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5. Discusion

En nuestro estudio hemos comparado los métodos de aislamiento de VE habitualmente usados,
incluyendo centrifugacidn diferencial, aglutinacién, precipitacidon, y el considerado estdandar que
incluye ultracentrifugacién (mas filtro). Los cinco métodos requieren de una tecnologia sencilla
para su aplicacidn con excepcion del método por ultracentrifugacion el cual, a pesar de utilizar un
instrumento de simple manipulacién, no es frecuente encontrarlo en un laboratorio de rutina de
cualquier hospital. Pero la eleccién de uno o varios de ellos como el mds adecuado para ser
aplicado diariamente en un ambiente hospitalario dependera en gran medida de cudl es la
prioridad a alcanzar con dicho método, las cuales pueden ser entre otras: i) la obtencién de la
maxima cantidad de VE por volumen de muestra, ii) pureza medida en marcadores vy
caracteristicas “clasicas” de las EV, ii) eleccion de uno de los 3 fundamentales tipos de EV
conocidos (exosomas, MP/MV, cuerpos apoptoticos) y iii) el que presente mejor ratio

tiempo/coste.

5.1. Aislamiento de VE

En primer lugar observamos que exoquick, ademds de su facil implementacion (rapidez y
dependiente de poca tecnologia) es el método que significativamente aisla la mayor cantidad de
VE respecto a los otros 4 métodos, medido por NTA y CMF. La cantidad es ain mayor partiendo
de suero. A su vez la disolucién de la muestra derivada de suero en exoquick es notablemente
mejor que lo sucedido con plasma. Sin embargo esta notoria diferencia (23 veces mas que el
método estdndar) podria deberse a la agregacidn y precipitacién de otros elementos suspendidos
en la muestra no necesariamente EV, tal como se observa en imagenes de EM. Taylor et al'’®
demostraban mayor aislamiento de VE con este método respecto a ultracentrifugaciéon
(estdndar), cromatografia y esferas magnéticas y a su vez, con una pureza mayor de proteinas
exosomales y RNA. Nuestros resultados concuerdan en forma parcial con las observaciones de
Taylor ya que la concentracién de RNA obtenida de exoquick es menor que con el método
estdndar. En otro estudio que compara exoquick con estdndar, entre otros métodos, concluye que
la combinacién de ambos es con el cual se aislan mas EV aunque la mejor calidad de exosomas fue
conseguida con estdndar combinado con gradiente de densidad de sucrosa'’’. Finalmente,

exoquick es el método con un costo mayor que el resto de los comparados en este trabajo.

Las diferencias en las concentraciones entre los dos métodos de centrifugacion diferencial
(centri2500 y centri13000) no son estadisticamente significativas. Solo se observa mediante

citometria de flujo que en el diagrama de FSC/SSC el clister de VE tiene menos debries en
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centri13000y que las VE aisladas con este método muestran un marcaje mas intenso con CD63 en
WB. Las conclusiones del Workshop de la Scientific and Standardization Committee of the
International Society of Thrombosis and Hemostasis (ISTH SCC) promueven el uso de estos

protocolos *! y de esa manera evitar la variabilidad al resuspender el pellet ***

. Sin embargo, en
nuestra opinidn, la principal desventaja de esta propuesta es que al no concentrar las VE en un
pellet, como hacemos en nuestro estudio agregando una centrifugacién final a 20000 g, no es
posible el posterior lavado de dicho pellet, manteniéndose las VE disueltas en la muestra junto a
otras particulas contaminantes como agregados de proteinas. Respecto al tamafio de las VE entre
estos métodos es similar, incluso en las imagenes de EM. Concluyendo de esta manera que la
segunda centrifugacién probablemente no sea tan critica y podria variar, al menos entre 2500g a
13000g con el objetivo de eliminar debries celulares. Por otro lado estos métodos aislan unas 6
veces mds EV que estdndar lo que se puede explicar porque son métodos menos “restrictivos”.
Finalmente, los requerimientos técnicos de estos dos métodos son accesibles a cualquier

laboratorio bdsico y el tiempo que consume para su aplicacion es considerablemente menor que

estdndar.

La ultracentrifugacién es actualmente el método “gold estdndar” para aislar VE,
fundamentalmente exosomas. Con la intencidn de buscar alternativas a este protocolo, Brownlee
172 . . . . . .. .y
et al.”’* han descrito recientemente un novedoso método denominado salting out o precipitacion
salina en castellano, basado en la precipitacion de las VE con el agregado de acido acético. En
nuestro estudio, con precipitacion salina obtuvimos la menor concentracién de EV respecto a los
demas métodos, aunque similar a la estdndar, tal como los autores apuntan. Vale hacer la
aclaracion de que en dicho articulo se aislan VE de sobrenadante de cultivos por lo que las

muestras no son comparables.

Respecto a la distribucion de tamafios de VE son similares entre los métodos exoquick,
precipitacion salina, centri2500 y centri13000 siendo las de tamafio menor a 200 nm las mas
abundantes. Sin embargo, se observa un cimulo de VE a un tamafio cercano a 500-600 nm que
podria representar las microparticulas. Por el contrario, estdndar aisla VE de menor tamafio, ya
que se utiliza un filtro de 0,22 excluyendo las posibles VE mayores (microparticulas, cuerpos
apoptéticos). De acuerdo con Jy y colaboradores'’®, creemos que la capacidad de los primeros
cuatro protocolos son capaces de enriquecer el aislamiento en vesiculas de mayor tamafio y esto

puede ser (til a la hora de buscar la aplicacién clinica de estas.

En el caso de orina, las concentraciones obtenidas por los distintos métodos fueron bajas por lo
qgue es recomendable diluir poco o no diluir las muestras para analizar por NTA, CMF, WB y CMF.

Nuevamente, exoquick fue el método con el que se obtuvo mayor concentracién de VE,
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congruente con los resultados de otros autores'’”. Indudablemente, cuando trabajamos con
muestras de orina, es critico evitar proteinas contaminantes como Tamm-Horsfall la cual atrapa
VE, y pueden ser eliminadas con el simple agregado de ditiotreitol (conocido como DTT) y calor®®.
Ademas, Rood y colaboradores, sugirieron que el método mds efectivo en términos de
purificacién de VE derivadas de orina para luego realizar analisis de protedmica es la combinacion
de ultracentrifugacion seguido de exclusién por tamafio con cromatografia'’. La importante
desventaja de este protocolo seria que consume mads tiempo que los aqui analizados y requiere

infraestructura que puede hacerlo dificilmente compatible con una aplicacién clinica habitual.

5.2. Deteccidn y caracterizacion de VE

Durante el procesamiento de las muestras luego de la centrifugacion a 20000 g durante 20
minutos, se observé en algunas de ellas una fina capa lipidica en el sobrenadante. Esto se
correspondia en CMF con una densidad de VE mayor. Sin embargo eso no se correlaciond con los
resultados por NTA. Se sabe que la densidad y tamafo de las EV puede superponerse con las

175181 A su vez, hemos encontrado

lipoproteinas y eso producir artefactos en el analisis de CMF
correlacién entre las LDL presente en plasma y la concentracién de VE en distintos métodos lo que
nos hace inferir que al intentar aislar VE, parte de las LDL pueden ser arrastradas y ser
interpretadas como VE. Una forma de evaluar la pureza de las VE aisladas es a través del ratio
VE/proteinas’® que ha quedado fuera del alcance de nuestro estudio pero creemos que son

métodos simples y comparables interlaboratorio.

Usualmente los métodos utilizados para contabilizar VE son NTA y CMF. Segln nuestros
resultados no son correlacionables y probablemente sea por el rango en el tamafio de particulas
que cada uno puede analizar. La correlacion podria ser estudiada a partir de las VE mayores a 400
nm que es el minimo tamafio en que CMF puede medir, por lo que creemos que mas que
métodos excluyentes deberian ser complementarios, siendo NTA mds preciso para el contaje y

CMF para la caracterizacién multiple de origenes celulares.

Dentro de los métodos analizados para valorar el tamafio de las VE vemos que NTA al permitir el
analisis individual de cada particula posibilita realizar comparaciones de distribucién de tamafios,
mientras que la ME nos da informacidon robusta sobre las caracteristicas de las VE pero no brinda
distribucidon de tamafios de las VE. En este sentido NTA tiene ventaja al ser un analisis multiple y
en pocos minutos, pero nuevamente debe ser complementado con la ME para caracterizar

morfoldgicamente las VE.
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Las tetraspaninas -complejo de proteinas encargadas en el trafico vesicular intracelular- han sido
usadas ampliamente como marcadores generales de VE, sin embargo, durante los ultimos afos
algunos trabajos han revelado que no todas las VE las expresan al mismo nivel, sugiriendo asi que
diferentes subtipos de VE podrian coexistir en el mismo pellet ***®*. CD63 y CD133 son dos de las
tetraspaninas mds empleadas para caracterizar VE. En nuestro estudio, para el caso de las VE
derivadas de orina, CD63 presentd un nivel bajo o indetectable excepto en aquellas obtenidas con
el protocolo estdndar. Tanto la falta de CD63 en las VE derivadas de orina mayores a 100 nm*®®

186187 previamente descrito por

como su expresion en VE obtenidas con el protocolo estdndar
otros autores, son congruentes con nuestros resultados. Por otro lado, encontramos expresién
detectable de CD133 con todos los métodos. De acuerdo con otros autores, concluimos que la
presencia de VE CD133+/CD63- demuestra el aislamiento de las vesiculas grandes que usualmente

86,188,189

expresan este patron de marcadores . Ademds, Bobrie y coautores describieron que CD63

es un marcador variable solamente encontrado en una fraccién del gradiente de sucrosa ** lo que

190

implica el cuestionamiento de CD63 como un marcador estdndar de VE . Luego, la expresion de

CD63 es susceptible de ser regulado por SCRT (maquinaria encargada de la formacion de cuerpos

multivesiculares) llevando a un bloqueo de la evaginaciéon de este subtipo de VE !

y este
mecanismo podria ser mas frecuente en las VE derivadas de orina resultando en una baja
expresion de CD63. Respecto a plasma, la deteccidon del patron opuesto (CD133-/CD63+) en VE
obtenidas a través del protocolo estdndar, nos permite asegurar que hemos conseguido el

aislamiento de una fraccién especifica de VE, pertenecientes al subgrupo de exosomas ‘2.

En relacién a las concentraciones de RNA; obtenidas a través de los 5 métodos de aislamiento,
observamos una gran variabilidad. A pesar de que Taylor y colaboradores concluyen que exoquick
aisla mas que, entre otros métodos, uItracentrifugacic’m176 nosotros hemos observado
inesperadamente que las concentraciones de RNA obtenidas con los diferentes métodos son
similares. Llamativamente, concentraciones altas de RNA fueron obtenidas de VE de orina
(especialmente a través de los métodos de precipitacion salina y estdndar), incluso con valores
similares o mayores que los obtenidos desde plasma y suero a pesar de tener concentraciones
entre 10 a 20 veces menores. Estos resultados nos inducen a pensar que como en el presente
estudio no hemos usado RNAsas para eliminar los posibles RNA circulantes libres fuera de las VE,
las concentraciones de RNA medidas corresponden a ambos tipos (dentro y fuera de VE). En un
articulo de posicionamiento de la ISEV los autores sugieren que el uso de RNAsas solo extrae los
RNA libres no especificamente unidos a las VE, mientras que su uso en combinacion con proteasas
elimina ademas los complejos nucleoproteicos que pueden permanecer adheridos a la membrana

de la VE'. De todos modos, si el objetivo final es utilizar el RNA como una fuente de potenciales
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biomarcadores, en nuestra opinidon creemos que seria Util preservar no solo el RNA contenido

dentro de las VE sino que también el RNA adherido a su membrana.

5.3. VE del laboratorio al paciente

La importancia del estudio de VE para complementar el diagndstico o prondstico en numerosas
enfermedades estd ampliamente demostrado y con una tendencia in crescendo de publicaciones

enfocadas en ello %9419

. AUn m3s, su aplicacién como terapia ya ha sido probada en ensayos
7. 78 . . .
clinicos con resultados prometedores . Sin embargo, creemos que un flujo de trabajo que
comprenda desde la recoleccidon de las muestras para luego aislar, procesar y caracterizar VE con
las cuales obtener resultados validos a ser aplicados en pacientes necesita ser estandarizado con
urgencia. Especificamente, los diferentes métodos de aislamiento obtienen subtipos de VE
disimiles y en consecuencia, los estudios dmicos llevados a cabos en ellas podrian dar resultados

incomparables. Ademds, no todos estos métodos son aplicables en un entorno hospitalario.

Con el objetivo de contribuir a este debate y de acuerdo a los resultados del presente trabajo,
consideramos que el método centri13000 es el mas adecuado para ser insertado en un ambiente
hospitalario ya que: a) requiere una infraestructura simple disponible en un laboratorio general,
prescindiendo de ultracentrifuga, b) aisla VE con caracteristicas similares a las aisladas por
estdndar pero con mayores concentraciones, c) recupera no solo las VE pequefias como estandar
sino que ademas recupera las de mayor tamafio y d) las VE aisladas mediante este método

presentan menos contaminacién, mediante analisis por CF y WB, comparado con centri2500.

Coincidimos con Deun y colaboradores **® en que es necesario una validacién del sistema de
aislamiento por lo que proponemos que dicha validacidon podria ser llevada a cabo por un
laboratorio de referencia dirigido por un grupo con demostrada experiencia en el ambito de las
VE. Los resultados obtenidos en un entorno clinico deberian ser comparados con los del
laboratorio de referencia para asegurar entonces un control de calidad. Por otro lado, para la
posterior deteccién y caracterizacion de las VE, recomendamos analizarlas con al menos un
método de cuantificacion (NTA o CMF) y uno de caracterizacion (WB, ME o CMF si no se utilizé en

la cuantificacién) dando asi una informacidén complementaria y completa (Figura 25).

En conclusidn, el aislamiento de VE, al menos para aquellas derivadas de plasma, un método de
centrifugacion diferencial de velocidad media (centri13000) y su posterior andlisis con al menos
un método de cuantificacion (NTA, por ejemplo) y otro para caracterizacion (CMF o WB por
ejemplo) podria encajar en un flujo de trabajo que una desde el paciente al laboratorio y vuelva al

paciente en forma de informacién que contribuya a su manejo clinico.
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Figura 25: (pagina siguiente). Flujo de trabajo propuesto para el estudio de las vesiculas extracelulares (VE) en un
entorno hospitalario. Los pacientes que son visitados (durante la mafiana) en el hospital se someten a la recogida de
muestras de 30 ml de sangre (EDTA o citrato) y 50 ml de la primera miccién de orina del dia. Inmediatamente, 15 ml de
sangre y 40 ml de orina se destinan al protocolo de aislamiento VE y el resto de 15 ml y 10 ml se envian al laboratorio
central para analizar pardmetros bioquimicos. El sedimento obtenido de VE se resuspenden en PBS o podria
opcionalmente ser congelado y continuar con el procedimiento cuando se requiera. Luego, la deteccidén/caracterizaciéon
de VE se divide en dos niveles: por un lado cuantificacién y tamafio (NTA) y por otro caracterizacion con citometria de
flujo (CMF), mas western blot (WB) y microscopia electréonica (ME). Posteriormente, el analisis del cargo de VE puede
realizarse con varias plataformas 6micas permitiendo la identificacion de compuestos especificos llevados por las VE.
Tanto la deteccién como el estudio del cargo de las VE deberian ser referenciados a un laboratorio experto en VE con el
fin de proporcionar una validacidn de los resultados y pasar una prueba de control de calidad. Por ultimo, las moléculas
detectadas son interpretadas en el contexto global del paciente con el objetivo de identificar biomarcadores o una
posible diana terapéutica. Los resultados proporcionados por el estudio de VE se aplican de nuevo al paciente con el fin
de mejorar el diagndstico o curso de la enfermedad.
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Capitulo 3: Cargo de VE en EM

1. Introduccion

En los capitulos anteriores nos hemos centrado en el nimero y el origen de las VE, mientras que
en este profundizaremos en su potencial capacidad de provocar una respuesta en las células
receptoras. Esta capacidad funcional de las VE probablemente esté ligada tanto a los receptores
en su membrana como al cargo contenido en su interior. Dicho cargo comprende proteinas,
material genético, lipidos, y glucidos que la célula de origen selecciona para luego excretar al
medio extracelular. A su vez, el enriquecimiento del contenido se ve influido por el
microambiente en que se encuentre la célula. Es asi como los distintos estados de una
enfermedad pueden modificar el microambiente celular y estimular a un cambio del cargo. En
sentido inverso el estudio de esta fraccién subcelular ha permitido comprender diversos procesos
fisiolégicos y patoldgicos y a su vez, ha sido propuesto como una fuente de biomarcadores para

numerosas enfermedades.

La caracterizacién del cargo se ha llevado a cabo en VE de diferentes tejidos en humanos, asi
como en modelos in vitro de enfermedad o lineas celulares tumorales en un intento de reflejar lo
ocurrido en los pacientes. Concretamente en enfermedades del SNC, la mayoria de los estudios
realizados han sido en modelos in vitro, como el caso de la enfermedad de Alzheimer® y tumores
cerebrales™’, principalmente glioblastoma. Por otro lado, en el afio 2014 se publicé un
interesante estudio que describe el perfil protedmico de VE de LCR humano realizado por
espectrometria de masas'*®. Aunque no explica si los individuos donantes de LCR sufren o no
alguna enfermedad, este estudio aporta una completa base de datos de proteinas presentes en
LCR, muchas de las cuales tienen intima relacién con el desarrollo de enfermedades del SNC. Toda
la informacion del cargo que estos estudios ofrecen, estd disponible en las bases de datos publicas
y constituyen una buena herramienta de comparacién. En el caso de de la EM no hay todavia
estudios sobre el cargo en pacientes ni en su modelo animal por lo que pese a saber que las VE

tienen relacién con la enfermedad desconocemos el rol que juega el cargo.

Deciamos que el cargo de las VE se ha propuesto como fuente de biomarcadores, tanto
diagnéstico, prondstico o de monitorizacion de tratamientos. En la EM se utiliza como
biomarcador diagnéstico y prondstico el estudio de las bandas oligoclonales (BOC) tipo IgM en el
LCR. En este sentido, el analisis del cargo de VE de LCR puede ser una fuente potencial de
biomarcadores en las enfermedades del SNC, mas concretamente en la EM. A su vez, la

comparacién con el cargo de las VE circulantes en sangre en el mismo paciente podria permitir la
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obtencidn de marcadores subrogados de lo que sucede en el parénquima nervioso, evitando en

un futuro la necesidad de una puncién lumbar.

Por ultimo, como toda enfermedad autoinmune, la EM presenta una desregulacién del sistema
inmune. Es conocida la existencia de un predominio de componentes pro inflamatorios durante
las fases remitente-recurrente (EMRR) con un perfil de citoquinas tipo Th1/Th17 liberadas al
medio extracelular'® mientras que durante las fases progresivas (EMSP y EMPP) el componente
degenerativo es el predominante, con mds participacion de citoquinas reguladoras tipo
Th2/Th22?®2°! Se ha descrito la relacién entre las VE y la propagacién de la respuesta inmune,
pero no se ha estudiado hasta el momento el papel que pueden jugar las VE circulantes en sangre

en el trafico de citoquinas durante las distintas fases de la EM.

Por todo ello, en este trabajo hemos intentado profundizar en la caracterizacién desde diferentes

aproximaciones del mensaje que portan las VE.
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2. Objetivos

En el presente capitulo, para la descripcidon del cargo de las VE realizamos 3 experimentos con las
aproximaciones habitualmente empleadas como son la protedmica y la transcriptémica, mas un
estudio multiplexado del contenido en citoquinas. Para ello incluimos muestras de pacientes en

las principales formas clinicas de la enfermedad (Figura 26) con el objetivo de:

e Estudiar el cargo proteico de las VE de pacientes NoT y comprarlo con el de CS, pareados
por sexo y edad.

e Caracterizar el perfil de citoquinas transportadas por las VE en pacientes con EM (RR no
tratado y EMSP) y comprarlo con controles sanos.

e Analizar las moléculas de RNA (mensajero y micro) presentes en las VE obtenidas en LCRy
suero de pacientes con EM vy relacionar los resultados obtenidos con el patrén de BOC

IgM. A su vez, estudiar las diferencias segun la fuente de obtencién de las VE: LCR y suero.

PROTEOMICA: espectrometria de masas CITOQUINAS: luminex

. %

TRANSCRIPTOMICA:
secuenciacion de RNA

Suero IgM+

Figura 26: Experimentos realizados para el analisis del cargo de VE. CS: control sano; NoT: pacientes de EM no tratados;
SP: pacientes con diagndstico de EM secundaria progresiva.
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3. Materiales y métodos

3.1. Muestras de pacientes y controles sanos

Todos los pacientes de EM estudiados cumplian los criterios diagndsticos de McDonalds revisados
en 2010. En el caso de pacientes no tratados (NoT), para la recoleccién de muestras se tuvo en
cuenta que haya pasado al menos seis meses después de la ultima dosis de corticoides en caso de
haber habido un brote. La seleccion de los NoT pretende reflejar el estadio de la enfermedad libre
de modulacién externa ejercida por el tratamiento. A los controles sanos (CS) se les realizé un
cuestionario para descartar enfermedades o utilizacién de medicamentos que puedan interferir

en el estudio.

Para el estudio de protedmica utilizamos muestras de sangre periférica de cuatro pacientes NoT.
Se seleccionan dos varones y dos mujeres para poder apreciar diferencias segin sexo y se

compararon con cuatro controles sanos (CS) pareados por sexo y edad.

En el estudio de citoquinas, se recolectaron muestras de sangre periférica de 11 NoT, 12 EMSP, y

11 CS.

Las muestras utilizadas en el estudio de trascriptémica fueron cedidas por la Dra. Luisa M. Villar
del Hospital Ramoén y Cajal, Madrid y consisten en el par LCR/suero de pacientes diagnosticados
de EM clasificados segln sus resultados del estudio de BOC, realizado por el método de fosfatasa
alcalina, en IgM positivas (IgM+) o negativas (IgM-). A su vez, todos eran positivos para IgG. La

media de edad era de 29,5+5,4 afios y todos los pacientes eran de sexo femenino.

Las caracteristicas de los sujetos a estudio se describen en la Tabla 7.

Tabla 7: Caracteristicas generales de pacientes no tratados y controles sanos para el estudio de protedmica.

tipo edad t evol EDSS
NoT1 33 3,7 0
NoT2 34 0,3 0
NoT3 32 10,5 2
NoT4 31 0,3 0
Cs1 32 - -
CS2 34 - -
CSs3 33 - -
Cs4 31 - -
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3.2. Aislamiento de VE

Las VE fueron aisladas siguiendo el método de centrifugacion seriada denominado “centri13000”,
descrito en la seccién de materiales y métodos comunes, apartado “Aislamiento de vesiculas

extracelulares con el método “centri13000°”.

Para el estudio de citoquinas, luego del aislamiento, se procedié a la digestién de la membrana
plasmatica vesicular con el agregado de 200 pl de Tritén 1% durante 60 minutos. La detencion de

la reaccion se realizé con el agregado de 200 ul de PBS.

En el estudio de transcriptoma, las muestras recolectadas segun los protocolos establecidos en el
laboratorio del Hospital Ramén y Cajal, habian sido procesadas a 300 g durante 15 minutos para
los LCR y a 1300g durante 10 minutos para los sueros. Para evaluar de forma orientativa qué
concentracién de VE habia en dichas muestras de LCR, se analizd por citometria de flujo una
muestra de CS. No obtuvimos una cantidad de eventos minimos que permitiera un analisis valido.
Posteriormente, se probd la precipitacién de exosomas con exoquick (System Bioscience) en
nuevas muestras de CS, tanto de suero como LCR, obteniendo pequefios pellets, de los cuales se
extraia escaso contenido de RNA. Finalmente, se decidid realizar la extraccién, tanto para LCR
como suero, de RNA libre de células con el kit mirEasy serum/plasma (Qiagen), aungue sin otro
proceso extra de enriquecimiento en VE incluyendo asi el RNA contenido en las VE y el circulante
libre. Aun asi, debido a la baja concentracién de RNA, medida en Nanodrop, tanto para LCR como
para suero (media de 15 ng/pl) decidimos agrupar las muestras segln el patrén de BOC IgM
obteniendo una concentracién de 30 a 50 ng/ul en cada grupo. En total se confeccionaron 4

agrupamientos o pooles de 3 muestras cada una:

o LCRIgM+
e Suero IgM+
e |CRIgM-

e Suero IgM-

3.3. Analisis por espectrometria de masas

El analisis protedmico se realizd en la Unidad de Protedmica de NavarraBiomed, Pamplona,
dirigida por el Dr. Enrique Santamaria. Los protocolos empleados fueron los mismos que los

publicados por Liechtenstein y colaboradores®®.
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El fundamento de la protedmica diferencial radica en la precipitacion de proteinas de VE de las 8
muestras, digestién y marcaje con la tecnologia iTRAQ, fraccionamiento mediante HPLC para la

obtencién de subfracciones y posterior analisis por espectrometria de masas de alta resolucién®®.

Para evaluar si la técnica iTRAQ era valida para muestras de VE, decidimos primero hacer un
analisis cualitativo con una muestra control, denominado “estudio previo”. Posteriormente,
observando que obteniamos resultados validos, procedimos al andlisis especifico de las muestras

de pacientes y controles sanos.

En nuestro experimento, de manera somera, este procedimiento consistié en desnaturalizar con
un tampodn especifico, cuantificar por Bradford y precipitar con metanol y cloroformo las
proteinas a partir de 10 pl de VE (por cada muestra). En lo posible se intenté conseguir 80 pg en
total (segln nuestros estudios previos, la concentracién de proteinas de VE es aproximadamente
15 a 20 pg/ul). Posteriormente, procedimos a la reduccion de las proteinas con tris(2-
carboxietil)fosfina (TCEP), alquilacion con metil metanetiosulfonato (MMTS) y digestidon con
tripsina. Luego, realizamos el marcaje por separado de cada muestra con iTRAQ 8 plex (Kit de
ABSciex) para inmediatamente mezclarlas en un Unico tubo, siguiendo el protocolo del fabricante.
Con el objetivo de reducir la complejidad de la muestra y aumentar asi la cobertura del proteoma
a analizar fraccionamos la muestra mediante HPLC de fase reversa en un pH 9.8. Finalmente, cada
fraccion recogida en el proceso anterior se analizd por espectrometria de masas mediante LC-
MS/MS en un 5600 TripleTof (ABSciex) con un gradiente de 3 horas y una columna de 25 cm. En el
anadlisis bioinformatico para la identificacion de proteinas utilizamos el software ProteinPilot

version 4.5 (ABSciex) haciendo uso del algoritmo Paragon ***

como motor de busqueda vy
explotacién de datos mediante Ingenuity (Qiagen). En la Figura 27 se esquematiza el flujo de

trabajo seguido en el estudio por espectometria de masas.
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Pellet de VE (resuspendidas en PBS)

Desnaturalizacion ¢/ tampoén
(se trabaja con péptidos)

Cuantificacion (Bradford)

L. ., Peptide
Precipitacion (metanol/cloroformo)

Enzymatic
digestion
—_—

Marcaje con ITRAQ (incluye
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Fraccionamiento con HLPC

st < < < <t <1
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| Pilot; explotacién de datos con Ingenuity) |

Analisis ontolégicos y de redes
(DAVID, STRING, FunRich)

Figura 27: Esquema del procedimiento para el estudio proteémico mediante el marcaje con iTRAQ 8 plex y posterior
analisis por espectrometria de masas.

3.4. Analisis diferencial de datos

El listado de proteinas deriva de un filtrado estadistico, en el que se han tenido en cuenta solo las
identificaciones que superan el punto de corte dado por el FDR (del inglés: false discovery rate,
definido como el porcentaje de proteinas sefiuelo identificadas sobre el total de proteinas
identificadas) menor al 1%. Con el objetivo de minimizar la aparicidn de falsos positivos debido a
asignaciones erréneas del motor de busquedas se trabajé a precisiones de masa por debajo de 5

ppm de error.
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Finalmente, para el andlisis diferencial se tomé como referencia la primera muestra (CS1) y se
calcularon ratios de expresion de las 7 muestras restantes. Se construyé un “volcano plot” donde
se incluyeron las proteinas que tenian una expresién similar entre controles, con un ratio mayor a
0,8 y menor a 1,3 (con p>0,05) y a su vez, que el ratio entre cada NoT y el CS1 fuera mayor a 1,3
(mayor nivel de expresion) o menor a 0,8 (menor nivel de expresidén). Se propone asi una lista de
proteinas candidatas en la que los cuatro CS tienen el mismo nivel de expresién, y al menos dos
de los NoT tienen un nivel de expresién diferente.

Tanto la lista de proteinas coexpresadas en las 8 muestras como la lista de proteinas

diferencialmente expresadas entre CS y NoT se compararon con las bases de datos Exocarta®® y

2% Estas bases de datos son un compendio colaborativo de proteinas y genes

Vesiclepedia
identificados en VE, clasificados segln especie donde se detectaron, tejido de origen, método de
obtencion, etc.

Por otro lado, se analizaron dichas listas mediante las herramientas bioinformaticas DAVID v6.7

(Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery, https://david.ncifcrf.gov/)*?,

FunRich v2.1.2 (incluido dentro de la pagina web Vesiclepedia y Exocarta®®?%) y STRING v9.1

(Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes, http://stringdb.org). Estos programas infieren

rutas metabdlicas activadas o desreguladas dentro de las proteinas evaluadas, proporcionan
datos sobre el tejido y parte celular en que se expresan las proteinas y en qué procesos bioldgicos
estan implicadas. Si bien se utilizaron las tres herramientas para el andlisis de datos con el
objetivo de dar robustez al mismo, finalmente al observar similitud entre los resultados optamos
por FunRich para mostrar graficamente los resultados y STRING para diagramar las redes de

proteinas tanto coexpresadas como diferencialmente expresadas.

3.5. ELISA para deteccion del factor de von Willebrand

La validacién de la presencia del factor de von Willebrand en VE se llevd a cabo mediante kit
especifico de ELISA (AbCam) siguiendo el protocolo del fabricante. Se utilizaron VE, aisladas como
se indica anteriormente, de 10 CS, 9 NoT, 5 EMSP, 3 EM priparia progresiva, 14 EM tratados (5
con IFNB, 5 con NTZ y 4 con FGM), diluidas a 1:100 en diluyente provisto por el kit filtrado.
Posteriormente debimos repetir el ensayo diluyendo las muestras a la mitad (1:200) debido a que,
con la dilucién indicada por el fabricante (1:100), los valores de absorbancia quedaban fuera de

rango de la curva estandar.

Como se observara en los resultados, no obtuvimos validacién del estudio de protedmica.

Pudiendo deberse esto a la diferencia entre los procesamientos de las muestras (en el analisis por
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espectrometria de masas se digieren las proteinas a nivel de péptidos mientras que en nuestro
protocolo de aislamiento para el ELISA VWF no), utilizamos entonces el buffer de lisis del
protocolo empleado en masas que contiene CHAPS. Este es un detergente no desnaturalizante
para solubilizar proteinas de membrana y romper interacciones proteina-proteina. También
comparamos con otro detergente, Triton, al 0,1% y 1%. Obtuvimos resultados dispares pero entre
las dos concentraciones de tritdon no hubo diferencia y esta era mayor que sin tratar las muestras.
Por otro lado tratando las muestras con el buffer de lisis observamos menos cantidad de vVWF que
sin tratarlas. Por lo tanto la validacién final se realizé tratando las muestras con tritén al 1% en 14

CSy 15 NoT.

3.6. Ensayo multiplexado de deteccion de citoquinas (tecnologia Luminex®)

Utilizamos el kit MILLIPLEX MAP Human High Sensitivity T Cell Magnetic Bead Panel (Millipore),
siguiendo las instrucciones del fabricante. En resumen, en la placa provista en el kit se afiaden 25
pl de muestra mas 25 ul de buffer y luego 25 pl de una mezcla de microesferas magnéticas con el
anticuerpo de captura especifico para cada citoquina (en nuestro caso analizamos: IL6, IL17,
TNFa, IL23, IL1B, IL2, Fractalkina, MIP-1B, IL21, I-TAC e IL10). Se incuba durante la noche, en
agitacién a 42C y luego se afiade un anticuerpo biotinilado para la deteccion incubandolo 1 hora.
Posteriormente, se afade un conjugado de estreptavidina-PE como molécula reportera que
completa la reaccién en la superficie de cada microesfera y se incuba durante 30 minutos.
Finalmente se lee en el analizador MAGPIX (Millipre) donde cada microesfera es individualmente
identificada gracias a su color y asociado a esta identificacidon se analiza la intensidad luminica
dada por la presencia del reportero streptavidina-PE. De esta manera, la posibilidad de afiadir
varias microesferas conjugadas a la vez a una misma muestra permite obtener mdultiples

resultados en cada una de ellas

3.7. Secuenciacion

Las 4 muestras de RNA de pacientes con BOC IgM + o - fueron secuenciadas en un chip de
318 pocillos con el sistema PGM (del inglés: personal genome machine) de lon Torrent
(Life Technologies) utilizando kits de 100 pares de bases. La confeccién de las librerias se realizo

siguiendo el protocolo del fabricante.

3.8. Analisis informatico

El analisis de expresion diferencial del transcriptoma se llevé a cabo con la plataforma

virtual de acceso libre Galaxy (Johns Hopkins University) siguiendo el protocolo propuesto
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208
)

por Trapnell et al”". Brevemente, las lecturas obtenidas se alinearon y mapearon al

genoma humano v19 utilizando la herramienta Tophat. Posteriormente se evalud la calidad de
las muestras mediante la herramienta FastQC y se procedié a la limpieza y optimizacién de los
datos de cada muestra en base a dicho informe de calidad con Trimmer. Luego, los datos
obtenidos (acceped hits, splice junctions, deletions, insertions) codificados en archivos
visualizables (bam, bed) se ensamblaron mediante la herramienta Cufflinks que estima la
abundancia relativa de los transcritos ensamblados en base al numero de lecturas. Los cruces de
las muestras, realizados de dos en dos (4 andlisis en total) se confeccionaron con la herramienta
Cuffmerge. Para la obtencion de las diferencias de expresion de RNA entre las muestras cruzadas
se usO la herramienta Cuffdiff a partir de los datos obtenidos del paso previo. Finalmente el
informe (resumen y graficos: regresiéon y densidad) de las diferencias de expresion de cada
muestra se confecciond usando la herramienta CummeRbund. En la Figura 28 se presenta el

esquema resumido del analisis informatico.

Preparacion de muestra
(RNA genémico)

Construccion de libreria

Secuenciacién
(ION TORRENT)

Resultados brutos
(raw reads, en FASTAQ)

Control de calidad y fitros
(FastQCy trimmer)

Alineamiento
(TopHat)

Filtrado post alineamiento
(Cufflinks, cuffmerge, cuffdiff,
cummeRbund)

Lecturas asignadas
(formato bam)

Identificacion de genes
diferencialmente expresados

Figura 28: Flujo de trabajo realizado en el estudio de secuenciacion de VE.

3.9. Analisis estadistico

Se realizé con el paquete informatico PASW Statics v18.0 (SPS inc.). Para evaluar las diferencias
entre grupos, se aplicd el Andlisis de varianzas (ANOVA) mas correccién con Bonferroni. El error

de tipo | se establecié en 0,05.
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4. Resultados

4.1. Protedmica

En un primer analisis que denominamos “estudio previo”, cotejamos el listado de proteinas
identificadas en las VE (N=160) con la base de datos Exocarta, observando que 32 de ellas (20%
del dataset) se han visto previamente en VE humanas por espectrometria de masas. Las 128 que
no estan en Exocarta probablemente en su mayoria sean plasmaticas. En un segundo andlisis
teniendo en cuenta la base de datos Vesiclepedia y el articulo citado en la introduccién referente
a la caracterizacidn del proteoma de VE en LCR, detectamos 34 proteinas en VE ya descritas en

Vesiclepedia y 87 proteinas en VE que también se encontraron en VE de LCR.

En resumen, la muestra analizada presenta un componente plasmatico notorio. Se han observado
proteinas aun no registradas en vesiclepedia y/o exocarta. Llamativamente cerca del 50% de las

proteinas vistas (87 de 160) se han descrito en VE de LCR.

|ll

Al verificar en el “estudio previo” que éramos capaces de identificar proteinas con nuestros
protocolos, procedimos al estudio especifico entre CS y pacientes NoT, cuyos resultados se

muestran a continuacion.

4.1.1. 70% de proteinas no identificadas previamente en bases de datos de VE

Del analisis por espectrometria de masas se obtuvo una lista inicial de 98 proteinas presentes en
las cuatro muestras. A su vez, el 35,7% (35 de 98) habian sido previamente reportadas como cargo
de VE en la base de datos de Vesiclepedia y el 32,7% (32 de 98) en Exocarta. Curiosamente, 35 son
proteinas también presentes en VE de LCR segun el estudio citado. Por ultimo, 26 proteinas son
comunes a las 3 bases de datos y nuestro estudio, es decir que cerca de un 70% de las proteinas

identificadas no habian sido previamente reportadas en estudios de VE.

4.1.2. Las proteinas identificadas estan involucradas en hemostasia y trasporte
de lipoproteinas

Tras la busqueda de aquellas diferencialmente expresadas segun el algoritmo descrito en el
apartado de andlisis de datos, encontramos que del total de proteinas presentes en las 4
muestras solo 7 cumplian las condiciones destacandose el factor de von Willebrand, estando

infraexpresado aproximadamente 4 veces en todas las muestras de NoT respecto a CS (Tabla 8).

Tabla 8: Proteinas diferencialmente expresadas entre CSy NoT.
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Ratios sobre CS 1

A CcS2 cs3 cs4a
von Willebrand factor 1,12 1,16 1,22
Complement factor H 0,92 0,82 1,12
Ig kappa chain C region 1,20 1,13 0,91
Immunoglobulin lambda-like polypeptide 5 0,86 0,78 1,03
Histidine-rich glycoprotein 0,92 1,06 1,12
Ficolin-3 1,07 1,27 0,95
Actin, cytoplasmic 2 0,95 0,84 1,30

En azul claro valores de infraexpresion y en verde de sobreexpresion de NoT respecto a CS.

Con el objetivo de evaluar en qué procesos bioldgicos estaban implicadas las proteinas totales,
presentes en las 4 muestras, procedimos al estudio ontoldgico mediante la herramienta de acceso
libre DAVID y FunRich. Observamos que las principales vias estan relacionadas con procesos de
hemostasia, especificamente en la regulacion de la formaciéon del coagulo de fibrina y del
metabolismo y transporte de lipoproteinas. Estas vias a su vez estan involucradas en la respuesta
inmune, metabolismo de proteinas y transporte, entre los mds destacados proceso bioldgicos.
Ademas la ubicacion de la mayoria de estas proteinas es extracelular, algunas en lisosomas y otras

en granulos de plaquetas. Resultados similares se observaron para

diferencialmente expresadas entre CS y NoT (Figura 29).

Figura 29: Analisis ontoldgicos de las proteinas coexpresadas (circulos externos) y diferencialmente expresadas (circulos
internos) en CS y NoT. Se detallan las vias metabdlicas, los procesos bioldgicos y la ubicacion celular de las proteinas

analizadas. (En la pagina siguiente).
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La estructura de la red de proteinas totales es compacta lo que refleja una estrecha relacién entre

sus componentes. El factor de von Willembrand es justamente un nodo importante de lared y en

intima relaciéon con la albumina. Al agruparlas por MCL (del inglés: Markov Cluster Algorithm,

algoritmo de agrupacién grafica de Markov) se observd que estas dos proteinas y otras

relacionadas con la coagulacién quedaron incluidas en el agrupamiento mayor de la red

(proteinas en color rosa) (Figura 30).
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Figura 30: Imagen de la red de proteinas obtenidas en el analisis mediante la herramienta STRING de la lista de
proteinas co-expresadas en las cuatro muestras. En el recuadro inferior derecho la red de proteinas

diferencialmente expresadas entre CSy NoT.
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Posteriormente se realizaron todos estos andlisis segregando por sexo sin encontrarse diferencias
con el analisis global. Sin embargo, cabe destacar que en 4 de las 98 proteinas (serotransferrina,
alfa 2 macroglobulina, globulina de unidn al corticoesteroide y angiotensinégeno) presentaban un

patrén opuesto de expresion entre pacientes hombres y mujeres.

4.1.3. Validacion del factor de von Willebrand

En la validacién final observamos una gran variabilidad de concentracién de factor de von
Willebrand tanto en CS como en NoT. No hay diferencias significativas entre los grupos y no

podemos concluir la diferencia observada en el estudio por espectrometria de masas.

4.2. Citoquinas

En 9 de las 11 citoquinas analizadas no se consiguié alcanzar el umbral de deteccion. Solo para I-
TAC y TNFa se obtuvieron valores posibles de ser analizados (por encima del umbral), aunque
también siendo muy cercanos al limite de deteccién. En ambas citoquinas se observa una
variabilidad muy importante dentro de cada grupo (CS, NoT y SP) y en ninguno de los casos existe

diferencia significativa entre grupos (Figura 31).
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Figura 31: Concentraciones de citoquinas en VE. CS: controles sanos; EMSP: pacientes de EM secundaria progresiva;
NoT: pacientes de EM no tratados. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

4.3. Transcriptomica

4.3.1. Control de calidad (QC) y limpieza de los datos

Para realizar el andlisis de calidad de los datos de origen se utilizd la herramienta FastQC,
incluyendo los siguientes test: calidad de secuencia por base, puntuacién de calidad por
secuencia, contenido por base de la secuencia, contenido G+C por base, contenido G+C por

secuencia, niveles de duplicacion y secuencias sobrerrepresentadas.
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En base a los resultados del control, se concluye los niveles de calidad de los datos de partida son
bajos, y pueden condicionar la fiabilidad de los procesos subsiguientes del analisis. Para mitigar
estos efectos, se procedié a realizar una limpieza de los datos mediante filtro de calidad (excluye
lecturas de baja calidad en base a su puntuacién) y recorte (trim) de los extremos 5’. De esta
forma se consiguié aumentar significativamente el valor promedio de calidad de los datos,

aunque reduciendo el tamafio muestral. Los parametros de limpieza fueron los siguientes:

QC de Pool 1: Filtro: Valor de corte de calidad: 20 = Porcentaje de bases por encima del valor de
corte = 90. Trim: se excluye por encima de la base 230. Porcentaje de muestra excluida: 70%.

Tamafo final: 245.208 lecturas.

QC de Pool 2: Filtro: Valor de corte de calidad: 20 = Porcentaje de bases por encima del valor de
corte = 90. Trim: se excluye por encima de la base 230. Porcentaje de muestra excluida: 65%.

Tamano final: 190.090 lecturas.

QC de Pool 3: Filtro: Valor de corte de calidad: 20 = Porcentaje de bases por encima del valor de
corte = 90. Trim: no se ejecuta. Porcentaje de muestra excluida: 73%. Tamafio final: 209.984

lecturas.

QC de Pool 4: Filtro: Valor de corte de calidad: 20 = Porcentaje de bases por encima del valor de
corte = 90. Trim: se excluye por encima de la base 230. Porcentaje de muestra excluida: 48%.

Tamafo final: 377.099 lecturas.

4.3.2. Alineamiento y mapeado

El mapeado de secuencias se realizd sobre el genoma de referencia HG19, mediante la
herramienta Tophat 2, usando los pardmetros por defecto dados por la comunidad. Los

resultados se ofrecen en la Tabla 9.

Tabla 9: Resumen de los alineamientos por agrupamiento de muestras.

S IgM+ S IgM- LCR IgM+ LCR IgM-
Lecturas de entrada 245.208 190.090 209.984 377.099
Lecturas mapeadas 48317 (19,7%) 40454 (21,3%) 34935 (16,6%) 107817 (28,6%)
Alineamiento multiple 25046 (51.8%) 21016 (52,0%) 11463 (32,8%) 21663 (20,1%)

4.3.3. Expresion diferencial del cargo de RNA

Los resultados de los cuatro andlisis de expresion diferencial son resumidos en la siguiente Tabla

10:

Tabla 10: resumen de resultados de los test de expresidn diferencial.
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S IgM+ vs S IgM- LCR IgM+ vs LCR IgM- S IgM+ vs LCR IgM+ S IgM- vs LCR IgM-
Transcritos 55.095 55.095 55.095 55.095
Test ok 109 146 117 149
No test 53.605 53.568 53.597 53.565
low data 1.381 1.381 1.381 1.381
Significativos 0 0 0 0

Transcritos: Total de transcritos analizado en base al archivo de identificacién GTF (del inglés: Gene Transfer Format).
“Test Ok”: transcritos que superan el test. “No Test”: transcritos sin suficientes alineamientos para testar. “Low Data”:
secuencias demasiado complejas o demasiado simples. Significativas: Total de transcritos con diferencias significativas
entre ambas muestras, de acuerdo al test.

De estos resultados se desprende que las diferencias de expresién entre las muestras analizadas

no son estadisticamente significativas para ninguno de los cruces planteados.

Respecto a la composicion muestral, del total de transcritos evaluados que superan el test, es
decir, que estan presentes en al menos una de las muestras y son no ambiguos estructuralmente,
y que poseen una expresion diferencial mayor o igual que 2, se obtiene la siguiente distribucion

por tipo de secuencia (Tabla 11):

Tabla 11: Distribucidn por tipo de secuencia en cada experimento.

SlgM+vs S LCRIgM+ vs S IgM+ vs S IgM- vs
IgM- LCR IgM- LCR IgM+ LCR IgM-
miRNA 9 5 6 9
S snoRNA 62 73 69 77
o
(8]
a otros snoRNA ACA 1 > 2 6
RNU 2 1 1
@ de prot. ribosomal 3 7 8 8
$ Histonas 3 6 2 4
-1:]
No histonas 3 14 7 18
Total 83 111 95 123

Dada la escasa cantidad de miRNA no hemos podido realizar estudios ontoldgicos sobre sus
potenciales dianas. Solo obtuvimos valores significativos en el andlisis ontolégico de los genes (no
scnRNA) de los cruzamientos LCR IgM+ vs LCR IgM- y suero IgM- vs LCR IgM- (Figura 32). En el
ultimo cruzamiento, destaca por numero de genes implicados las vias de sefializacién mediante

VEGFR 1y 2 (del inglés: vascular endothelial growth factor receptor) (Figura 32B).
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A

Figura 32: Procesos biolégicos en que participan los genes del cargo de VE. A) para los genes diferencialmente
expresados entre LCR IgM+ vs LCR IgM-. B) para los genes diferencialmente expresados entre suero IgM- vs LCR IgM-.
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En este capitulo hemos explorado el contenido de las VE en pacientes de EM cursando distintos

estadios clinicos, tratados o no, a su vez comparandolo con CS. Segln nuestro conocimiento,

hasta el momento no habia sido descrito el cargo de VE en pacientes con EM.
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A través de las distintas aproximaciones empleadas podemos confirmar la presencia de proteinas,
RNA mensajero, pequeifios RNA no codificantes y citoquinas. Podemos concluir también, de
manera global, que dada la baja cantidad de material aislado desde las VE, aun habiendo
agrupado muestras, los estudios dmicos han presentado ciertas dificultades técnicas, sobre todo
respecto al control de calidad, lo que ha reducido los datos validos para ser analizados. Estas
limitaciones no son tan considerables en aquellos estudios que parten de la produccidn in vitro de
VE, obteniendo concentraciones suficientemente mayores que las vistas en nuestro trabajo con
muestras humanas, como para superar los minimos requeridos para las diversas plataformas de
analisis.

No obstante, partiendo de solo 4 ml de sangre periférica por cada individuo y aislando las VE
mediante centrifugacidn diferencial, hemos podido identificar 98 proteinas expresadas tanto en
CS como en pacientes NoT. La construccion de la red de interaccidn proteina-proteina y el estudio
ontoldgico nos permitié observar que la mayoria de ellas estan integradas en vias de coagulacién.
También se identifican proteinas involucradas en la respuesta inmune lo que confirma la
integracidn de las VE en la complejidad del sistema inmune. Vemos también que algunas de estas
proteinas juegan un rol en el trafico de lipoproteinas, lo que reafirma a las VE como un medio de

comunicacion extracelular.

En nuestro estudio protedmico, con la intencién de buscar biomarcadores diagndsticos en EM,
analizamos el perfil del cargo proteico de las VE en pacientes no tratados (NoT) y lo comparamos
con el de controles sanos (CS). De las 98 proteinas coexpresadas, 7 estaban diferencialmente
expresadas entre CS y NoT, destacandose el factor de von Willebrand con una diferencia de
aproximadamente 4 veces mayor en CS que en NoT. Un estudio llevado a cabo en el modelo
animal EAE, concluyd que la ausencia del factor de von Willebrand conducia a una permeabilidad
mayor de la barrera he hemato-encefalica, mayor inflamacién en el parénquima nervioso y por

ende una EAE mas severa®®

. Esto podria ser congruente con nuestros resultados en donde los
pacientes debido a una disminucién de dicho factor, al menos en el contenido en las VE
circulantes en sangre, pueda llevar al desarrollo de la enfermedad. Por otro lado, en un estudio de
dos décadas atras, los autores observaban niveles similares de este factor entre las distintas
etapas de la enfermedad (RR, SP) y en controles sanos y a su vez no hallaban correlacién con otros
marcadores clinicos o auxiliares, concluyendo que un dafio endotelial significativo que pueda

cause la elevacion sérica del factor sea improbable en la EM. En nuestros resultados, a pesar de

hallar diferencias entre los grupos estudiados, no hemos conseguido la validacién mediante ELISA.

Por otro lado, comparamos nuestra lista de proteinas coexpresadas con 2 bases de datos de VE de

todo tipo y una de VE de LCR y llamativamente solo un tercio estaba incluido en ellas. Esto podria
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deberse a que la mayoria de los estudios que conforman estas bases estan realizados in vitro y
estos no presentan la complejidad proteica de VE aisladas de sangre humana. Mas sorprendente
aun es el solapamiento con las proteinas de LCR humano del estudio de Chiasserini. En su trabajo
observa también una importante presencia de albumina y de proteinas relacionadas con la

coagulacién lo que coincide con nuestros resultados.

Un grupo de proteinas de gran interés en la EM son las citoquinas, debido a su compromiso en el
desarrollo de la enfermedad, lo que ha abierto posibles usos terapéuticos de estas o sus
receptores como los casos de secukinumab (anti IL17-A), daclizumab (anti receptor de IL2) o
laquinimod (inhibicidn de liberacién de perfil de citoquinas proinflamatorias: TNFa, IFNy, IL-12, IL-
17)'*. Por este motivo decidimos incluir el andlisis de citoquinas contenidas en las VE estudiadas
con un kit especifico y evaluar las diferencias entre pacientes en diversos estadios clinicos.
Nuestra hipétesis al respecto es que los perfiles de citoquinas transportadas en las VE circulantes
en los pacientes con EMRR podrian presentar un perfil pro inflamatorio, mientras que en las fases
progresivas tipo EMSP presentarian un perfil regulador. Sin embargo, la baja concentracién de
citoquinas presentes en las VE ha permitido la deteccion de solo dos de ellas: I-TAC y TNFa, sin
diferencias significativas entre los grupos. Precisamente |-TAC es una quimiocina expresada en
abundancia en leucocitos circulantes en la periferia®'?, lo cual concuerda con el hecho de ser una
de las dos detectadas en VE circulantes. Su principal efecto es la quimiotaxis de linfocitos T
activados®'®, funcién que podria ser desarrollada por VE portadoras de esta quimiocina en
pacientes de EM. En nuestro analisis vemos un aumento no significativo de I-TAC en pacientes
respecto a controles. En el caso de TNFa, una citoquina relacionada con la fase aguda de la
inflamacidn, tampoco encontramos diferencia entre los grupos estudiados. Nuevamente, dentro
de los pocos estudios que analizan el perfil de citoquinas en VE, donde la mayoria han sido llevado

a cabo in vitro, TNFa no ha sido identificada®.

En la ultima década, otro de los focos puesto sobre la VE ha sido su capacidad de trasportar
material genético de una célula a otra y a través de ello ejercer funciones reguladoras a distancia’.
Siguiendo esa linea, uno de nuestros objetivos fue evaluar en las VE de pacientes, obtenidas tanto
de LCR como de suero, el contenido en RNA y pequefios no codificantes RNA (sncRNA). Debido a
las dificultades técnicas discutidas previamente, el analisis final se realizé con el RNA libre total, el
cual incluye el contenido dentro de las VE. No obstante, solo una pequefa porcion de la muestra
superd los criterios minimos para posterior andlisis dmico. Pese a estas limitaciones, pudimos
observar un enriquecimiento en RNA pequeiio nucleolar o snoRNA en todos los pooles de
muestras. La funcidn de estos snoRNA estd relacionada con la metilacién y pseudouridilacién de
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otros RNA, aunqgue todavia no esta dilucidada por completo™". Es llamativa la aparicidon de estos
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snoRNA en VE circulantes ya que hasta ahora se habian localizado siempre en el nucléolo de la

célula (de ahi su nombre) ejerciendo su funcién sobre los ribosomas.

A su vez, con los resultados de trascriptémica, concluimos que las BOC IgM no se asocian a
cambios de RNA en suero y LCR. Ademas, no existen diferencias significativas en la composicion
en RNA entre las muestras de LCR y suero. Sin embargo, un importante nimero de sncRNA
presentes en las VE de suero estdn también presentes en LCR, por lo que podrian considerarse

una fuente de biomarcadores subrogados del estado del parénquima nervioso.

En la comparacién del RNA libre en suero vs LCR de los pacientes con BOC IgM- (mejor prondstico)
distinguimos la participacién de un 21% de genes involucrados en las vias de sefializacién
mediante VEGFR 1y 2, los que a su vez promueven la migracion celular y permeabilidad vascular
212 Este hallazgo tiene relevancia debido a que se ha demostrado que las VE en pacientes de EM
promueven la migracién de linfocitos y monocitos'*?, pudiendo contener entre sus genes aquellos

gue modulen las vias de sefializacion de VEEGFR. En nuestro estudio los genes implicados en este

proceso son: FTH1, GAPDH, PKM y ALDOA.

En conjunto, podemos concluir que los estadios de la enfermedad condicionan el cargo de las VE y
gue a su vez, este podria ser una fuente de biomarcadores, tanto diagndsticos como prondsticos
de la enfermedad. Por ultimo, la opcién de utilizar LCR tiene importantes limitaciones. Tal como
apuntan Street et al, el volumen de LCR requerido para un analisis 6mico adecuado (100-200 ml)
solo se puede conseguir en contadas patologias, siendo necesaria refinar los métodos de
aislamiento de VE para conseguir buenos resultados con los volimenes que se pueden obtener en

la clinica diaria (10-15 ml) *.
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1. Introduccion

Dentro de las numerosas funciones de las VE descritas, la mayoria estd intimamente ligada a la
.z . . 14 .z sy .

regulacion del sistema inmune™. Esa regulacidon es critica en las denominadas enfermedades

autoinmunes. En ellas, las VE son capaces de promover tanto la activacién del sistema inmune

mediante la presentacidon de antigenos como propagar la inflamacién a través de la activacion

linfocitaria y, de manera contraria, regular negativamente algunas poblaciones linfocitarias

gracias a la transmisién de sncRNA®*?*

. Uno de los sncRNA mejor estudiados en la respuesta del
sistema inmune es el miR-155 cuya funcidén general es la inhibicién de células dendriticas y
linfocitos. Momen-Heravi y colaboradores, han descrito el efecto inhibitorio de VE enriquecidas in

vitro con miR-155 sobre la produccién de TNF en macréfagos, previamente activados®.

Por otro lado, hemos visto en el capitulo 1 y 3 que factores como el estadio de la enfermedad y
los farmacos inmunomoduladores influyen en la concentracidon y composicién de los mensajes
llevados por las VE. Pero no hemos indagado acerca de los cambios en el cargo ejercido por el
tratamiento. En esta linea de investigacién, Verderio y coautores, demostraron un descenso de la
concentraciéon de VE derivadas de microglia en LCR en ratones EAE, tras la administracién de
fingolimod (FGM), un inmunomodulador aprobado en 2011 para EMRR, de administracién oral *°.
El efecto en humanos consiste en el bloqueo de salida de linfocitos T naive y memoria central de

los ganglios linfaticos hacia la circulacién™*

. Se ha visto ademds que la disminucidn de estas
poblaciones en circulacién es alcanzada a las 4-6 h de su administracién®®’. Aun asi, el
conocimiento sobre las VE circulantes obtenidas especificamente de pacientes y a lo largo del
tratamiento, asi como el efecto de las mismas sobre el sistema inmune permanece aun por

dilucidar.

2. Objetivos

Los objetivos del presente capitulo son:

1. Caracterizar las VE circulantes en sangre de pacientes tratados con FGM durante un afio y

analizar la evolucién de la concentracidn y origen celular de las mismas.

2. Evaluar el efecto inmediato del farmaco (a las 5h de la primera dosis) sobre las VE

explorando:
a. sucontenido genético, especificamente sncRNA.

b. su funcién reguladora frente a linfocitos.
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3. Comparar los resultados del objetivo 2 con pacientes no tratados (NoT) y controles sanos

(CS)
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3. Materiales y métodos

3.1. Muestras de pacientes y controles

Para el desarrollo de este capitulo analizamos VE obtenidas de sangre periférica de 20 pacientes,
diagnosticados segun los criterios de McDonald 2010 y tratados con FGM durante un aiio,
visitados en la Unidad de EM del Hospital Universitario Donostia. Todos los pacientes estaban en

remision clinica al momento de las extracciones.

Para el experimento que requirié comparacién con VE de pacientes no tratados (NoT) y de
controles sanos (CS), se utilizaron 5 y 8 muestras, respectivamente, depositadas en el Biobanco

Vasco y se procesaron del mismo modo que aquellas de pacientes tratados con FGM.

Con la excepcidon de un paciente vardn tratado con FGM, todos los demas individuos eran

mujeres. En la Tabla 12 se describen las caracteristicas clinicas de los individuos de este estudio.

Todos los sujetos dieron su consentimiento informado. El estudio fue aprobado por el Comité

Etico del hospital.

Tabla 12: Caracteristicas clinicas de los individuos estudiados con microarrays de miRNA.

Muestra edad EDSS t evol EM tto previo
NoT1 32 2 10,5 sin tto
NoT2 31 0 0,3 sin tto
NoT3 37 0 0,0 sin tto
NoT4 52 2 13,8 sin tto
NoT5 22 0 0,0 sin tto
G-010 36 4,5 6,6 AVONEX
G-011 34 4,5 10,8 BETAFERON
G-012 50 6 18,5 REBIF
G-013 49 4 20,2 NTZ
G-014 36 3,5 16,8 NTZ
G-015 40 1 9,2 NTZ
G-016 50 3,5 22,1 AG
G-017 40 2 12,4 BETAFERON
G-018 33 9,3 AG
G-019 30 3,5 4,2 NTZ
G-020 41 3 20,8 AG
Cs1 41
CS2 28
Ccs3 22
CS4 36
CS5 26
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Cs6 33
Ccs7 33
Cs8 42

NoT: paciente de EM no tratado; G-NN: pacientes que comienzan tratamiento con fingolimod; CS: control sano; tto:
tratamiento; NTZ: natalizumab; GA: acetato de glatimero.

3.2. Calendario de extracciones en pacientes tratados con FGM

Para cada paciente tratado con FGM se realizé una extraccion mensual durante 6 meses,
comenzando con la primera extraccién antes de la primera dosis, denominada visita 0 (VO Oh) y
asi sucesivamente hasta la sexta visita (V6). Al cumplir el afio de tratamiento se recolecté una
muestra final (V12). En 11 pacientes, se efectué ademds una extraccién a las 5 horas de recibir al
primera dosis (VO 5h) durante la monitorizacion cardiaca, periodo en que el paciente permanece
en reposo, en posicidon decubito supino. Cada muestra fue extraida en ayunas a las 9:30 hy a las

14:30 h para las VO 5h.

La extraccion de sangre fue realizada como se describe en la seccién de materiales y métodos

comunes, apartado “extraccion de sangre”.

3.3. Aislamiento de VE

Las VE fueron aisladas siguiendo el método de centrifugacion seriada denominado “centri13000”,
descrito en la seccién de materiales y métodos comunes, apartado “Aislamiento de vesiculas

extracelulares con el método “centri13000°”.

3.4. Caracterizacion de VE

Las EV aisladas fueron caracterizadas mediante CMF para estudiar el origen celular; a través de
NTA para cuantificar su concentracién y evaluar el tamafio y con crio-ME para describir su
morfologia. Los protocolos empleados para cada tecnologia se detallan en la seccién “Materiales y
métodos comunes”. Ademas se cuantifico el contenido de proteinas mediante la técnica de
Bradford (Biorad) ya que es la manera habitual de mesurar las dosis de VE utilizadas en

experimentacion tanto in vivo como in vitro (véase Anexo xx).

3.5. Arrays de small non-coding RNA

Para cada pool, se marcaron 300 ng de RNA utilizando el kit FlashTag HSR de Genisphere
(Affymetrix) y se hibridaron al array GeneChip miRNA v4 (Affimetrix). Este array abarca 2578
mMiRNA maduros, 2025 mirNA inmaduros, 1996 snoRNA (distribuidos en snoRNA, CDBox,
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H/ACAbox y scaRNA) de la especie humana. Resumidamente, las moléculas de RNA son
poliadeniladas y en un siguiente paso de ligamiento se afiade una molécula de DNA marcada con
biotina (sefial amplificadora). Finalmente, el RNA marcado es hibridado al array, durante 16 horas
a 482 C y 60 rpm. Durante esta incubacién el RNA se une a las sondas que estdn adheridas a la
matriz. Al finalizar se realiza un lavado y tincion en el GeneChip Fluidics Station 450. La captura de
la imagen se llevo a cabo en un escaner GeneChip 7G Scanner (Affymetrix).

Para el analisis de datos realizamos la normalizacién de los datos brutos con el programa

Expression Console (Affymetrix) utilizando el algoritmo Robust Multiarray Average **°

. Se aplicé
también la deteccién de sefial por encima del ruido de fondo para determinar qué sondas eran

detectadas o no en cada array y de esas sdlo se analizaron las sondas humanas.

Con el objetivo de indagar qué cambios ocurren en el cargo de sncRNA contenido en las VE entre
los dos estados a analizar (lldmese array Ay array B), procedimos al siguiente andlisis: i) presentes
(abreviados con la letra P) en array A pero ausente (abreviados con la letra A) en array B mas los
infraexpresados en array B, y de forma opuesta ii) ausentes (A) en array A pero presentes (P) en
array B mas los sobreexpresados en array B. Siguiendo la ldgica planteada en los capitulos
anteriores, comparamos CS vs NoT para indagar en el cambio del cargo de sncRNA en pacientes
sin influencia de tratamientos. Por otro lado la comparacidn entre los pacientes NoT vs FGM Oh
puede darnos informacién sobre qué caracteristicas presentan los pacientes tratados, ya que
todos los que comenzaban con FGM habian sido tratados previamente con diversos farmacos. Y
por ultimo la comparacién FGM 0Oh vs FGM 5h nos permite ver el efecto inmediato del farmaco

sobre el cargo de las VE.

Para averiguar la funcion bioldgica de los miRNA hibridados, investigamos sus genes dianas
eligiendo solo aquellos miRNA validados experimentalmente en la base de datos miRTarBase,

216 E| resultado de las interacciones fue visualizado en el

actualizada en septiembre de 2015
programa Cytoscape donde afiadimos dos pasos adicionales de filtrado consistente en la seleccién
de los genes i) regulados por dos o mas miRNA, partiendo de la hipdtesis que dichos genes
estarian mas afectados en nuestro estudio y ii) que presenten una interaccidon con evidencia
solida (strong evidence). Finalmente, para evaluar en qué procesos bioldgicos estaban implicados
los genes dianas, analizamos las listas de genes mediante la herramienta bioinformatica DAVID
v6.7 (Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery,

207

https://david.ncifcrf.gov/)™ . Para ello cargamos la lista de genes identificandolos por su Gene

Symbol y ejecutamos la herramienta Functional Annotattion Chart seleccionando siempre las
bases de datos Panther y Pathways KEGG. Las opciones se han fijado en 4 genes como minimo en

cada comparacion y un valor EASE de 0,01 excepto en comparacién NoT P - FGM 0Oh A +
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infraexpresados, en la que debido al nimero de genes se ha aumentado el umbral a 10 genes
como minimo en cada grupo. Por ultimo, graficamos solo las entradas pasan el filtro de

Bonferroni establecido en 0,01.

3.6. Produccion de VE enriquecidas en mir-155

Con el objetivo de evaluar la funcién inhibitoria de los sncRNA contenidos en el cargo de VE
circulantes decidimos compararlo con VE enriquecidas en un miRNA con funcién inhibitoria
conocida. Como veiamos en la introduccidn, se sabe que el miR-155 posee una funcién inhibitoria

general sobre las células inmunes.

Para obtener estas VE enriquecidas en miR-155 (VE155) infectamos células HEK293 con particulas
lentivirales construidas mediante el empaquetador de plasmidos de Trono Lab (Addgene #12253,
#12251, and #12259)*"” con un vector de transferencia que codifica tanto para pre-mir-155 o para
una secuencia scramble (SCR, sin diana conocida) (GeneCopoeia HmiR0358-MR03 y CmiR0001-
MRO03) y el reportero GFP (del inglés: green flourescent protein, proteina fluorescente verde). Tras
48 h de cultivo a 372 C y 5% de CO,, corroboramos una adecuada infeccion mediante la
observacién de expresion de GFP en las células. Estas fueron lavadas cuidadosamente con PBS
para eliminar virus remanentes en el sobrenadante. Luego de 48 hs mas de cultivo aislamos las VE
enriquecidas en miR-155 (VE155), o SCR (VEscr) mediante la centrifugacion del contenido de los
pocillos como se indica en materiales y métodos comunes, apartado “Aislamiento de vesiculas
extracelulares con el método “centril3000"”. Luego, tratamos el pellet de VE con RNAsas para
eliminar los posibles miR-155 libres en el sobrenadante, no contenidos en las VE. Caracterizamos

las VE por CMF para evaluar la expresion de GFP.

3.7. Aislamiento de RNA de las VE (RNAy¢) y cuantificacion del cargo de miR-155

Se aisld el RNA¢ de los 11 pacientes a los cuales se les extrajo sangre antes y 5 h posteriores a la
primera toma de FMG asi como de los 5 NoT y 8 CS y de las VE155 y VEscr. Se procedid segln se

detalla en materiales y métodos comunes, apartado 3 “Aislamiento de RNA de las VE (RNAyg)”.

La cuantificacién del cargo de miR-155 o scr contenido en las VE se llevd a cabo con gPCR. Para
ello se realizd la transcripcidn inversa de 70ng de ARN, extraidos de las muestras de EV155 o
EVscr, mediante el kit de TagMan microRNA Reverse Transcription kit (Life Technologies) y luego,
se amplificaron 2 ng de cDNA por triplicado en un termociclador 7900HT (ThermoFisher

Scientific.
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3.8. Cultivo de células mononucleares de sangre periférica (PBMC) con VE

La obtencién de PBMC (del inglés: peripheral blood mononuclear cells, células mononucleares de
sangre periférica) para los distintos ensayos de este apartado se realizd6 mediante separacion de
fases con ficoll partiendo de 16 ml de sangre periférica de donantes sanos recolectada en tubos

de heparina sédica.

Previo al ensayo funcional definitivo debimos ajustar la dosis de PHA y VE. Con el objetivo de
equilibrar la activacion de las PBMC con la inhibicidon de producida por las VE decidimos ajustar
por un lado la concentracion de fitohemaglutinina (PHA) para activar aproximadamente el 50 %
de las PBMC y por otro la dosis de VE a afiadir en cada pocillo para inhibir el 50% de la activacién

de PBMC.

3.8.1. Ajuste de concentracion de PHA para cultivo de PBMC

Para ello, medimos la activacion celular de PBMC mediante el porcentaje de expresidon de CD25+
frente a 0%; 0,01%; 0,1%; 0,25% y 0,5%. Previos trabajos no publicados de nuestro grupo
demostraban la activacién del 90% de PBMC con 0,5%. Finalmente observamos que con 0,1%

aproximadamente el 50% de las PBMC se habian activado (CD25+) (Figura 33).

PBMC activadas
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Figura 33: Ajuste de concentracion de PHA para cultivo de PBMC.

3.8.2. Ajuste de la concentracién de VE a anadir en cultivo de PBMC

Para este objetivo, probamos un rango amplio basado en diversos reportes que utilizaban VE en
cultivos de lineas celulares incluyendo 0 pg; 5 pg; 50 pg; 100 pg y 200 pg. Decidimos finalmente
utilizar la dosis de 100 pg con la cual obteniamos una inhibicién del 66% respecto al basal (0 ug)

(Figura 34).
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Figura 34: Ajuste de concentracién de VE a afiadir en cultivo de PBMC.

3.8.3. Ensayo funcional del efecto de las VE sobre la activacion de PBMC

Habiendo ajustado la concentracién de PHA y de VE en ensayos previos, procedimos entonces al

estudio funcional.

En una placa de 96 pocillos sin tratar, con fondo plano, se dispensaron 10° PBMC por pocillo en un
volumen final de 200 pl de medio RPMI 1640 con L-Glutamina (Gibco, Thermofisher)
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 10000 U/ml de penicilina mas 10000 pg/ml de
estreptomicina y 10% de DMSO (Dimetil sulféxido). A su vez afiadimos 100 pg de VE
correspondientes a cada condicidn (CS, NoT, VO Oh; VO 5h; VE155; VEscr; CS o PBS) e incubamos a
379C and 5% CO, durante 3 h. Luego activamos las PBMC inespecificamente con PHA (Gibco,
Thermo Fisher) a 0,1% concentracion final, dejando durante 72 h en incubacién. Para cada
condicidn se analizaron dos donantes de VE al azar y a su vez todas las condiciones fueron
realizadas por duplicado. Tras las 72 hs de incubacidn, centrifugamos el contenido de cada pocillo
a 300 g, 5 minutos para obtener por un lado las PBMC a analizar por citometria de flujo y por otro
lado los sobrenadantes en los que estudiamos el perfil de citoquinas mediante luminex
(Millipore). El anadlisis citométrico se llevd a cabo en un citometro Guava (Millipore) donde
contabilizamos el porcentaje de poblaciones celulares (linfocitos T, linfocitos B, células NK,
monocitos), el porcentaje de activacion de cada uno de ellas y la viabilidad celular. Para ello se
utilizaron los siguientes anticuerpos monoclonales anti humanos: CD16-FITC; CD25-PE; CD14-PE-
Cy7; CD19-APC; CD3-APC-Cy7 y sus respectivos controles de isotipo (todos de BD) y 7-AAD (life

technologies).
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3.9. Analisis estadistico

Para los resultados obtenidos de NTA y CMF se utilizd el test de ANOVA con el posterior analisis
de Dunnett para determinar los puntos en los cuales habia diferencia respecto al valor basal (VO
0h). En las medidas por duplicado se calculd la media mas la desviacidn estandar. Para aquellos

pares de muestras que se necesitaran compararse sus valores, se calculé el fold change.

Como se comentd en materiales y métodos, para el andlisis de los microarrays se usé el algoritmo
Robust Multiarray Average el cual permite crear una matriz de expresién de los datos de
Affimetrix. Los valores de intensidad brutos son corregidos respecto al ruido de fondo basal, luego

| 2, Con los datos de miRNA

transformados a valores log2 y finalmente normalizados por cuarti
normalizados se calcularon los fold change. Para estudiar las diferencias entre cada par de arrays
analizado, consideramos las sondas que presentaron un cambio en la expresion (fold change)

mayor que 2 para la sobreexpresidon y menor que 0,5 para la infraexpresion.
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4. Resultados

4.1. Caracterizacion de vesiculas extracelulares circulantes

A través de NTA observamos que el perfil de tamano es similar en todas las muestras y, aunque
pueden existir pequenas diferencias, presenta un pico de concentracion en torno a los 180 nm
.Esto se confirma con las imagenes obtenidas en microscopia electrénica (Figura 35A). Mediante
CMF caracterizamos los tres origenes celulares mas frecuentes de VE circulantes en sangre,
siendo en orden decreciente de concentracion: CD61 para VE derivadas de plaquetas, CD45 para
VE derivadas de leucocitos y CD14 para aquellas derivadas de monocitos (Figura 35B). No se
observd un cambio significativo o tendencia en los subtipos de VE de los tres origenes estudiados

ni cambios morfoldgicos a lo largo del tratamiento con FGM.
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Figura 35: Caracterizacion de VE circulantes de pacientes de EM tratados con FGM. A) Un ejemplo de la distribucién de
tamafio y concentracion medida por NTA antes y después de la primera dosis de FGM (izquierda) y morfologia
confirmada mediante microscopia electrénica (derecha). B) andlisis mediante citometria de flujo de las algunas de las
poblaciones de vesiculas mas abundantes de origen circulatorio. CD61: VE derivadas de plaquetas; CD45: VE derivadas
de leucocitos y CD14: VE derivadas de monocitos. Barra de tamaiio = 100 nm.
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4.2. FMG afecta a la concentracién de VE en las primeras horas

Hemos realizado extracciones seriadas de sangre para observar si existia variabilidad en la
concentracién medida por NTA a través del tiempo. Observamos un incremento significativo
(p=0.045) de 2 veces entre la concentracidn previa a la primera dosis (VO Oh) y a las 5 hs (VO 5h).
En los siguientes meses las concentraciones se mantuvieron a un nivel similar al previo al inicio del
tratamiento (Figura 36). Debido a la diferencia observada en las primeras 5 horas post
tratamiento decidimos estudiar en profundidad el cargo y la funcién inmunomoduladora de estos

dos grupos de VE con mayor detalle.
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Figura 36: Serie temporal de la concentracidn de VE durante un afio de tratamiento con FGM. Se desglosan las primeras
5 horas de tratamiento observandose un incremento significativo entre las 0 y 5 horas. Las demas visitas se realizaron
con la periodicidad de un mes hasta los 6 meses y luego a los 12 meses sin apreciarse cambios significativos.

Por otro lado, analizamos si existia correlacién entre la concentracion de VE en cada visita y la

escala de discapacidad EDSS resultando solo significativo en la V12 (spearman r=0,78).

4.3. Descripcion de los arrays de sncRNA

Se analizaron 6599 sondas, sin considerar controles, de las cuales 5213 no hibridaron con ninguna
de las 4 pooles de muestras, por lo tanto las sondas presentes, en al menos un array son en total

1386 (21% del total de sondas).
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En comun en los 4 grupos (CS, NoT, FGM VO Oh y FGM VO 5h) se identificaron 194 sncRNA, lo que

hemos denominado “cargo de sncRNA comun”. Este corresponde a un 27-35 % del total de las

sondas de cada grupo. La distribucidn de sondas en cada grupo se refleja en la Figura 37.

NoT

CS

N\
(=

Figura 37: Distribucion por grupo de cantidad de sondas de sncRNA presentes en VE. CS: controles sanos; NoT:

pacientes de EM no tratados; FGM: fingolimod.

El nimero de sncRNA presente en cada condicidon y los diferencialmente expresados entre cada

comparacion se describe en la Tabla 13.

32\ 36
26\, 16\\ 154

194 X 2

35

FGM VO Oh

182 FGM VO 5h

2\

Tabla 13: Namero de sncRNA presente en cada condicion y diferencialmente expresados entre cada comparacion.

sncRNA presentes en una

comparacién condicién y ausentes en la

sncRNA presentes en las dos condiciones

(condicién A/B) otra
A B sobreexp igual infraexp total
CS/NoT 283 316 59 333 23 1014
NoT/FGM Oh 463 282 43 183 42 1013
FGM Oh/FGM 5h 277 274 46 194 33 824

La distribucidn segun el tipo de sncRNA fue similar en cada array e incluso en el cargo comun,

siendo la mayoria miRNA (maduros) seguidos de miRNA (inmaduros) y luego los snoRNA

(nucleolares) (Tabla 14).
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Tabla 14: Distribucion de tipo de sncRNA para cada array.

tipo de sncRNA cs NoT FGM Oh FGM 5h cargo comun
miRNA 382 55% 262 48% 243 44% 124 64%
mirNA 137 20% 115 21% 127 23% 28 14%
snoRNA 140 20% 134 24% 134 24% 32 16%
CDBox 29 4% 25 5% 30 5% 9 5%
H/ACAbox 6 1% 9 2% 7 1% 1 1%
scaRNA 4 1% 5 1% 6 1% 0 0%
TOTAL 698 100% 550 100% 547 100% 194 100%

4.4. Redes de interaccion de miRNA-genes dianas y estudios ontoldgicos

Las redes de interaccion entre miRNA y sus genes dianas diagramadas en cytoscape fueron

confeccionadas con la base de datos miRTarBase utilizando el filtro de grado = 2 (gen regulado por

al menos dos miRNA). Para el estudio ontoldgico no se aplicéd dicho filtro, con el objetivo de

mantener un mayor nimero de genes y asi enriquecer la lista de rutas identificadas (Tabla 15).

Tanto las redes como los anadlisis ontolégicos parten de la lista con el filtro de evidencia sélida.

Tabla 15: Nimero de miRNA y genes dianas en cada comparacion de arrays.

., sin filtro filtro grado 22
Comparacion
miRNA Genes miRNA Genes

1 CSP-NoTA +infraexp 17 123 3 2
2 CS A-NoT P + sobreexp 94 1047 82 346
3 NoT P-FGM 0h A + infraexp 143 1492 124 520
4 NoT A-FGM Oh P + sobreexp 12 74 5 6
5 FGM 0h P-FGM 5h A + infraexp 13 189 9 23
6 FGM 0Oh A-FGM 5h P + sobreexp 32 607 26 89

A continuacidon se presentan las redes y estudios

38Figura 39,Figura 40 y Figura 41).

ontoldgicos de cada comparacion (Figura
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Figura 38: Red y estudio ontolégico para la comparacion 2: CS A-NoT P + infraexp.

132

140

160



Capitulo 4: fingolimod

Whnt signaling pathway

VEGF signaling pathway

Type Il diabetes mellitus

Tumor suppressor

Toll-like receptor signaling pathway
Thyroid cancer

TGF-beta signaling pathway

T cell receptor signaling pathway
Stress response

Small cell lung cancer

Signal transduction

RIG-I-like receptor signaling pathway
Renal cell carcinoma

Regulation of actin cytoskeleton
Protein modification

Prostate cancer
Progesterone-mediated oocyte maturation
Pathways in cancer

p53 signaling pathway

Other intracellular signaling cascade
Oncogenesis

Nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism
Non-small cell lung cancer

NOD-like receptor signaling pathway
NF-kappaB cascade

Neurotrophin signaling pathway
Neurogenesis

Natural killer cell mediated cytotoxicity
mTOR signaling pathway

mRNA transcription

Melanoma

Melanogenesis

MAPK signaling pathway
Ligand-mediated signaling

Leukocyte transendothelial migration
Jak-STAT signaling pathway
Intracellular signaling cascade

Insulin signaling pathway

Immunity and defense

GnRH signaling pathway

Glioma

Focal adhesion

Fc gamma R-mediated phagocytosis

Fc epsilon Rl signaling pathway

ErbB signaling pathway

Epithelial cell signaling in Helicobacter pylori infection
Endometrial cancer

Embryogenesis

Developmental processes

Cytokine and chemokine mediated signaling pathway
Colorectal cancer

Chronic myeloid leukemia

Chemokine signaling pathway

Cell surface receptor mediated signal transduction
Cell proliferation and differentiation
Cell cycle

Cell communication

Bladder cancer

Basal cell carcinoma

B cell receptor signaling pathway

Axon guidance

Apoptosis

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
Aldosterone-regulated sodium reabsorption
Adipocytokine signaling pathway
Adherens junction

Acute myeloid leukemia

e
——
—
—
—
——
—
——
——
—
——
—
——
——
——
—
——
—
——
——
—

—
———
——
—
—
——
—
——
—
——
——
——
—
——
—
—
—
——
—
——
———
——
——
——
——
—
—
—
—

—

—
—

o
w
o

100 150 200

Figura 39: Red y estudio ontoldgico para la comparacién 3: NoT P-FGM Oh A + infraexp.
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Figura 40: Red y estudio ontoldgico para la comparacién 5: FGM Oh P-FGM 5h A + infraexp.
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Figura 41: Red y estudio ontoldgico para la comparacién 6: FGM Oh A-FGM 5h P + sobreexp.

En los casos de las comparaciones 1 (CS P-NoT A + infraexp) y 4 (NoT A-FGM 0Oh P + sobreexp) se
obtienen sélo 2 genes (SP1 y RHOA) y 7 genes (CD274, SIRT1, CCND1, CCNE2, BCL2, CDC25A)
respectivamente, por lo que no se ha realizado el estudio ontolégico. Se presentan solo las redes

de interaccidn de cada una de ellas (Figura 42).
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Figura 42: Redes de las comparaciones A) CS P-NoT A + infraexp y B) NoT A-FGM Oh P + sobreexp.

A su vez, dentro de los cuatro estudios ontoldgicos encontramos 10 vias comunes, la mayoria
relacionada a cancer, sin embargo una destaca por su relacidn con la funcién de las VE, la via

relacionada a focal adhesion o adhesion focal.

4.5. FGM modula el cargo de sncRNA en las primeras 5 horas de tratamiento

Al analizar el contenido en sncRNA de las VE previo al tratamiento con FGM (VO 0h) y luego de las
5h (VO 5h) encontramos que 277 sncRNA estaban presentes solo a las Oh y 274 presentes solo a
las 5h. Por otro lado la distribucidn de sncRNA fue similar entre ambos arrays (Tabla 11). Ademas
observamos que 273 sncRNA eran comunes para ambos grupos, dentro de los cuales 46 (16,85%)
estaban sobreexpresados (FC>2) y 33 (12,09%) infraexpresados (FC<0.5) en 5h respecto a Oh. En
otras palabras, cerca de un 50% del cargo en sncRNA se mantiene presente tras las 5h de
tratamiento dentro del cual aproximadamente el 30% sufre un importante cambio en su
expresion (FC<-2 6 >2). El otro 50% no se expresa a las 5 horas y en reemplazo existe un 50% de

“nuevos” miRNA expresados.

Con la intencién de centrarnos en el cambio del cargo de las VE luego de la primera toma de FGM
decidimos analizar aquellos sncRNA presentes en un momento pero ausentes en el otro y
viceversa, asumiendo que esos sncRNA serian aquellos con mas valor informativo respecto a la
modulacién sufrida por el FGM. Ademas incluimos en cada analisis a aquellos en comun en ambos
momentos, sobre o infra expresados en VO 5h dependiendo de su presencia o ausencia,
respectivamente. Todos ellos resultaron miRNA maduros. Luego estudiamos sus genes dianas
obteniendo, para la comparacién FGM Oh P — FGM 5 h A + infraexp. que 13 miRNA tenian 189

genes dianas, reduciéndose a solo 9 miRNA con 23 regulados por al menos dos o mas miRNA. En
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el sentido inverso, para los ausentes en VO Oh, encontramos 32 miRNA que se reducen a 26

validados experimentalmente, con 89 genes dianas regulados por al menos dos o mas miRNA.

4.6. FGM afecta en 5 h la funcional reguladora de las EV circulantes

El siguiente objetivo fue evaluar si FGM modificaba en las primeras horas de tratamiento la
capacidad funcional de las VE circulantes frente a la activacion linfocitaria. Para ello enfrentamos
las VE circulantes obtenidas a la Oh y 5h a un cultivo de linfocitos activados policlonalmente
resultando en una inhibicién de la activacién linfocitaria, medida a través de la expresién de CD25,
de 0,42 y 0,65 veces respectivamente comparadas con el basal. Este resultado fue congruente con
la observacion directa al microscopio en la cual apreciamos la formacién de mds y mayores
agregados (signo indirecto de activacidn celular) en los pocillos con VE de 5h (Figura 43A). Por lo
tanto, tras 5h posteriores a la primera dosis, las VE circulantes tienen 1,6 veces menos capacidad
inhibitoria de la activacién linfocitaria. A su vez, la inhibicion producida por las VE de Oh fue

similar a la de los CS y NoT (0,43 y 0,48 veces respectivamente) (Figura 43B).

El efecto inhibitorio de la activacidn se evidencié también con la menor produccién de citoquinas
en los pocillos donde se agregaron VE. En detalle, las VE obtenidas a 0 h y 5 h inhibieron la
produccién de IL6 0,36 y 0,34 veces respecto al basal, respectivamente. En el caso de IL17A los
resultados fueron de 0,22 y 0,26 veces respectivamente (Figura 43C). Los resultados de inhibicién

de la produccidn de ILs por las otras VE (CS y NoT) fueron similares a las de los pacientes con FGM.

Por otro lado, la viabilidad celular y la distribucidn de las poblaciones linfocitarias no se vieron
afectadas tras la incubacién con VE. En nuestras manos, no parece que a las concentraciones de
VE usadas en cultivo, la presencia de HLA aportado por las VE puedan tener un efecto significativo
ya que no hemos observado diferencias de activacién ni muerte celular entre los pocillos que

tenian VE autdlogas de las que se aiadio VE alogénicas.
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Figura 43: Las VE inhiben la activacion linfocitaria. A) Imagenes de microscopia donde se observa un gradiente de mayor
a menor agregados de linfocitos desde PBS (escasa inhibicion de la activacidn) hasta CS (gran inhibicién de la
activacion). A su vez, se puede observar que hay mas cantidad de agregados (menor inhibicién) en a FGM 5h respecto a
los de VO Oh (mayor inhibicidn). (10x). B) Las VE inhiben la activacion de linfocitos (medida por la expresion de CD25+ en
citometria de flujo). FGM Oh inhibe la activacién mas que las VE de FGM 5h. Por otro lado las VE enriquecidas en miR-
155 (VE155) inhiben mds la activacidn linfocitaria que su control (VEscr) y a nivel similar que FGM 5h. C) La produccion
de interleuquinas (ILs) IL-6 e IL17A de las PBMC se ve inhibida tras el agregado de VE tanto circulantes como
enriquecidas en miR-155.

4.7. Caracterizacion de VE enriquecidas en miR-155

Tras la infeccién de las células HEK293 con el constructo miR-155 observamos fluorescencia verde
en cultivo indicando sobreexpresién celular del miR-155 y positividad para GFP en el analisis por
citometria de flujo de las VE. Ademas, el Ct de la cuantificacién de miR-155 contenido en las VE
luego del tratamiento con RNAsa fue 35,1+0,6 para las VE155 y 29,1+0,1 para las VEscr,

confirmando el enriquecimiento del cargo de las VE155 en miR-155 (Figura 44).
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Figura 44: Caracterizacion de VE enriquecidas en miR-155. A) Confirmacion de la infeccién de las células HEK293 con
lentivirus miR-155 o scramble por la positividad para GFP. B) El aislamiento de VE del sobrenadante del cultivo fue

confirmado a través de CMF, evaluando la positividad para GFP tanto en VE155 como VEscr. C) porcentaje de VE
positivas para GFP.

4.8. EV enriquecidas en miR-155 inhiben la activacidn linfocitaria

Teniendo en cuenta los resultados en los puntos anteriores, decidimos analizar si el contenido en
sncRNA de las VE podia ser un mecanismo posible para inhibir la activaciéon linfocitaria. Con ese
fin incubamos VE enriquecidas en miR-155 (VE155) o VEscr en un cultivo de linfocitos activados. El
resultado obtenido fue una mayor inhibicion de la activacion respecto al basal a través de las
VE155 (0,63 veces) que a través de las VEscr (0,90 veces) medido por la expresién de CD25 en los
PBMC cultivados (Figura 43B). Ademas, se observé una disminucién de producciéon de IL-6 en los
pocillos donde se agregd VE155 comparado con los que se agregd VEscr (Figura 43C). Esta

diferencia no se observd para el caso de IL-17A.
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Por otro lado los resultados mostraron que no hay diferencia significativa en la cuantificacion de
miR-155 del sobrenadante de cultivos enriquecido en VE tratado o no con RNAsa. Esto nos induce
a hipotetizar que la mayoria de los miR-155 producidos in vitro se encuentran dentro de las VE

protegidos del efecto de RNAsas.
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5. Discusion

Con este trabajo hemos confirmado la presencia de VE circulantes en sangre en pacientes de EM
caracterizadas por un tamaio aproximadamente de 200 nm, con envoltura de bicapa lipidica que
posee en superficie marcadores de origen celular abundantes en circulacidn (leucocitos totales,
monocitos, plaquetas) y con un contenido enriquecido en sncRNA, principalmente miRNA. Los
datos morfoldgicos son congruentes con resultados previos de nuestro propio grupo®® y otros™
en los cuales el método de aislamiento de VE de pacientes con EM ha sido la centrifugacién

diferencial.

Nuestros resultados revelan que la proporcidon de VE segun origen celular no se vio afectada por
el tratamiento con FGM. Cabe aclarar que el andlisis por CMF de VE en nuestro caso excluye un
gran porcentaje de las mismas debido a que su limite de deteccidn es aproximadamente de 300

219
nm .

La concentraciéon de VE durante el primer afio de tratamiento con FGM ha sufrido variaciones
individuales pero la cohorte en conjunto no presenta modulaciones significativas. Sin embargo, la
posibilidad de tener a los pacientes monitorizados en el hospital durante las primeras horas, nos
ha permitido observar que si hay un incremento significativo en la concentracion a las primeras 5
horas de 2 veces respecto al momento previo a la primera dosis. Este resultado fue opuesto al
esperado, teniendo en cuenta que FGM es una molécula tipo esfingosina que inhibe la movilidad
vesicular ** y fue demostrado previamente que reduce la concentracién de VE derivadas de
microgia en el LCR de ratones™. De todos modos, este efecto no ha sido demostrado en VE
derivadas de células circulantes ni en las horas iniciales del tratamiento. Una posible explicacién
podria ser que la inhibicion de la liberacién de VE circulantes via esfingosina presente un
mecanismo de retroalimentacion. Tomando en conjunto estos resultados, hipotetizamos que la
inhibicidn inicial de la movilidad vesicular en células circulantes causada por FGM puede actuar
como una sefial compensatoria de liberacién de VE a las 5 h, finalmente incrementando la
concentracién de VE circulantes. Subsecuentemente, una vez que FGM alcanza su rango
terapéutico, se establece un equilibrio entre la liberacién de vesiculas y la inhibicion de este

fenémeno.

Al observar que FGM modulaba en forma inmediata la concentracion de VE, decidimos
caracterizar el cargo de sncRNA de las EV antes y después de la primera toma y compararlo con el
de CS y NoT. En la descripcién inicial del contenido genético de las VE en los cuatro tipos de
individuos comprobamos un enriquecimiento en miRNA (maduros) y mirNA (inmaduros) pero

ademas hallamos un porcentaje de 20 a 25 % de snoRNA, que por su condicidn nucleolar no es
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esperable su presencia en VE, las cuales son formadas en el citoplasma. Segun lo publicado en
vesiclepedia y otras bases de datos similares, pocos trabajos habian descrito la presencia de este

206

tipo de RNA no codificante””. Ademas aproximadamente un 30 % del total de las sondas de cada

grupo era comun a las 4 condiciones. Llama la atencién que en los procesos bioldgicos que eran

III

comunes a todas las comparaciones destacaba la “adhesidn focal” que es el proceso por el cual
las células se adhieren a las membranas basales y pueden migrar a través de ellas. Tomando estas
observaciones en conjunto, podriamos suponer que hay un porcentaje del contenido genético
gue es estable, presente en cualquier tipo de VE y que a la vez, estd involucrado en el mecanismo

de la fusiéon de las VE con su célula diana.

Centrados en el efecto de FGM en las primeras 5 h, apreciamos un importante cambio en el perfil
de expresién en donde cerca del 50 % de los sncRNA eran especificos de cada situacion, estando
presentes a las Oh y ausentes a las 5h y viceversa. Por otro lado el 50% restante en comun,
presente en ambos momentos, sufria también una significativa modulacion cambiando la
expresion de cerca del 30 % de los mismos. Abonando esta observacién un reporte previo
describia la rdapida modulaciéon del perfil de RNA de sangre total a las 4 y 12 horas con IFN beta en

220 A pesar de este cambio en los sncRNA no somos capaces de detectar cambios

pacientes de EM
en las rutas metabdlicas reguladas por los miRNA presentes antes y después del inicio con FGM, al
menos con el protocolo seguido en este estudio. Sin embargo los nodos principales de las redes
cambian destacandose el gen CDKN1A (del inglés cyclin-dependent kinase inhibitor 1A, inhibidor
de la cinasa dependiente de ciclina 1A) para la red construida con los genes y miRNA presentes en
FGM 0 h y ausentes a las 5 h mientras que a la inversa, ausentes a las 0 h y presentes a las 5 h,

uno de los nodos principales es ESR1 (receptor de estrégeno 1).

Por otro lado, hemos demostrado que las VE circulantes tienen un papel inhibitorio de la
activacion de linfocitos, sin afectar su viabilidad. Este rol se habia confirmado para otras VE como
las derivadas de leche materna® o lineas celulares de cancer® pero no en VE circulantes. A su vez,
encontramos algunos estudios que exploran las funciones de VE, realizados en el modelo EAE o en
cultivos organotipicos afirmando su capacidad de promover el dafio de la mielina, sin embargo
para nuestro conocimiento, no hay estudios que analicen las VE circulantes en pacientes de EM
899221 gorprendentemente, esta capacidad reguladora estd disminuida luego de 5 h de
tratamiento con FGM. Estos datos nos conducen a pensar que tras la dosis inicial de FGM se

promueve un ambiente menos antiinflamatorio a nivel vesicular, probablemente en concordancia

con la disminucién del estado inflamatorio al arrestarse los linfocitos circulantes (Figura 45).
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Figura 45: Fingolimod modula la liberaciéon y funcidén reguladora de las VE circulantes. Previo al tratamiento con
fingolimod los linfocitos circulan libremente en el torrente sanguineo manteniendo un estado proinflamatorio que
caracteriza a la enfermedad EM. A su vez la concentracion de VE es baja pero mantienen una elevada funcién
regulatoria probablemente para contrarrestar el estado proinflamatorio linfocitario. Posterior a la primera dosis de
tratamiento con fingolimod este escenario cambia, quedando los linfocitos arrestados en los ganglios linfaticos lo que
condiciona a un estado menos inflamatorio y en consecuencia se liberan una mayor cantidad de VE pero ahora con un
perfil menos regulador de acuerdo al microambiente circulatorio.

Para enlazar ambos conceptos aqui establecidos sobre el contenido enriquecido en miRNA vy la
funcién reguladora de las VE, decidimos analizar el efecto inhibitorio de VE enriquecidas en miR-

222214 comprobamos que las VE enriquecidas en

155 del cual se conoce su funcién inhibitoria
miR155 eran responsables de una mayor inhibicidn de la activacion de linfocitos y produccién de
IL-6 que su control. Otros autores han conseguido resultados similares con el miR-568, aunque sin

213 En este sentido, nuestro trabajo nos

detallar si se encontraba dentro de VE o circulante libre
permite asegurar que el cargo genético de las VE es funcional y que el enriquecimiento de
vesiculas tanto en células como artificiales podria ser una alternativa funcional y con menos

complejidad biolégica que las VE obtenidas de individuos.

En resumen, hemos caracterizado las VE circulantes de una cohorte de pacientes tratados con
FGM, observando que el tratamiento produce un cambio inicial rapido en el perfil de sncRNA de
las VE y que a su vez modula la capacidad reguladora de las VE sobre los linfocitos activados. De
este modo, el presente trabajo demuestra el rol de las VE en la patologia de la EM y su implicancia
en el funcionamiento de los tratamientos inmunomoduladores. A su vez, deja abierta la
posibilidad del uso de las VE como posibles tratamientos coadjuvantes gracias a su papel

regulador del sistema inmune.
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Gran parte de esta tesis habla sobre la comunicacidn, estudiando tanto cdmo se trasmite el
mensaje, cuando se trasmite y qué informacidn lleva. Como reflejaba de manera muy elegante el
filésofo navarro Juan David Garcia Bacca en su ensayo De magia a técnica. Ensayo de teatro
filosdfico-literario-técnico, la fluidez de la comunicacion es sefial de entendimiento entre las
partes, y como consecuencia la distancia entre ellas se acorta. Para ilustrar esto Garcia Bacca,
postula que la dimensién relativa del mundo ha ido disminuyendo a medida que las

comunicaciones han crecido y se han hecho mas fluidas (Figura 46)*%.
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Figura 46: Disminucién relativa del tamafio del mundo con el incremento en la rapidez de las comunicaciones. Tomado
223
de “.

Durante siglos, el tamanio relativo se mantuvo constante mientras la velocidad de la comunicacién
estaba signada a la de un hombre a pie. Pero a partir del siglo XV con la irrupcién de la imprenta, y
los posteriores avances en los medios de comunicacién, la velocidad de la comunicacidn crecid
vertiginosamente de manera exponencial, disminuyendo relativamente las distancias entre los

distintos puntos del planeta.

En los ultimos siglos, la ciencia ha nutrido este proceso, al punto de que ciencia y comunicacién
pueden considerase conceptos indisociables. Siguiendo ese paradigma, los integrantes de la
comunidad cientifica, debemos mantener una comunicacién fluida entre pares, para acortar

distancias y nutrir de forma colectiva a la ciencia.

En particular, en nuestro ambito de la biomedicina, la comunicacién entre biologia y clinica (o
medicina) debe alimentarse reciprocamente. En la clinica diaria surgen preguntas que requieren
del apoyo de la biologia para proponer respuestas acordes. A su vez, la biologia puede servirse de
la clinica como motor de busqueda, estudio y posterior interpretacion de los procesos bioldgicos.

En este sentido, el estudio de las VE y sus posibles aplicaciones clinicas precisa esta dinamica de
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reciprocidad para que sus resultados tengan valor. Pero esta dinamica nos situa frente a una serie
de desafios, que son precisos resolver, o al menos movernos hacia ese fin. Durante el desarrollo
de esta tesis, hemos identificado algunos de ellos, agrupados aqui en tres, como se ilustra en la
Figura 47 y que pasaremos a discutir. A su vez, comentaremos los cambios de concepto o

escenario que el estudio de VE ha provocado.

BIOLOGIA

célula — muestra libre de células

preguntasdisparadoras

A 4

CLiNICA

proposicién de respuestas

2D [~ ~ on o
g’?j ko) o . re ke |' |
'S |3 Interpretar la E Verificar su = Aplicarla en
. . s ™ .
ve |2 informacién Us utilidad 2 formasimple | .cente
Factores intervinientes: Validacion: Biomarcador:
Estadio clinico In vitro_.‘[in vivo facil acceso a la muestra
Tratamientos ensayos clinicos
Dieta
Ritmo circadiano Tratamiento:
éAplicable a otra enfermedad? Produccion VE sintéticas
Necesidad de un “idioma comdn”
Protocolos de: Participacion de la industria
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pruebas funcionales

Politicas sanitarias para facilitar
Manejo de datos dmicos infraestructuras y personal
moléculas —» redes

Figura 47: Desafios al estudiar las VE con una aplicacion clinica. En bordé los 3 desafios analizados; en cian los cambios
de escenario propuestos en esta discusion.

1. Interpretar la informacion

El primero cambio de escenario que vale mencionar es el de considerar a la muestra libre de
células, que incluye las VE, como una fuente de informacién. Podriamos decir que estabamos
parcialmente habituados a este nuevo escenario, ya que el estudio de moléculas solubles,
hormonas, etc. es algo corriente. Sin embargo no tenemos el concepto de que existe material
genético o proteinas seleccionados especificamente por la célula y que estos pueden ser aislados
en un liquido extracelular. La fuente de informacién que esta muestra libre de células puede
proveer es inmensurable, pero ésomos capaces de interpretar ese cimulo de informacidn? He

aqui el primer desafio.
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Tanto en el capitulo 1, como en el 3 y 4, hemos observado que existen factores que intervienen
en la cantidad y composicidn de las VE. El estadio clinico de la EM y los distintos tratamientos
inmunomoduladores afectan significativamente la concentracion circulante de VE,
permaneciendo elevadas durante las etapas inflamatorias (EMRR) y disminuyendo en la etapa
progresiva (EMSP), asi como aumentandose en pocas horas tras el uso de FGM. Otros factores
fuera del estudio de esta tesis, como la dieta™, ejercicio™ o el ritmo circadiano®®, también
influyen notoriamente en la dindmica de las VE. Parece claro que en los estudios futuros hay que
tener en cuenta el maximo de variables posibles ya que el sistema de comunicacién de las VE es

sensible y responde con gran rapidez a los cambios.

Por otro lado, dentro del desafio de la interpretacion de datos, se abre otro aspecto a tener en
cuenta que es la necesidad de “hablar en un mismo idioma”, de utilizar un mismo canal de
comunicacién entre pares. En un campo novedoso como el de las VE, aun es temprano para
considerar que hay procedimientos estdndar o protocolos establecidos y que entonces los
estudios puedan ser comparables y la informacion extrapolable de uno a otro. Esto ha quedado
manifestado en el capitulo 2, donde se analiza la posibilidad de aplicacién de un flujo de trabajo
para el estudio de VE adecuado a un entorno hospitalario. Cuanto mas completa sea la
caracterizacidn, utilizando métodos de los dos niveles, mas especifica sera la informacién y por lo
tanto mas clara su interpretacion. Ademas, la suma de pruebas funcionales, como fue utilizada en
el capitulo 4, refuerza la caracterizacién de las VE. En suma los pasos futuros para la correcta
traslaciéon de las VE a la clinica pasa sin duda por protocolizar de manera consensuada la

metodologia a utilizar.

Por ultimo, un claro ejemplo de la importancia de una interpretacién correcta de la informacién
sucede en el manejo de datos masivos de los estudios édmicos en VE: debe ser con cautela,
aplicando filtros de calidad y evitando la busqueda “dirigida” de resultados. Y logicamente,
mediante el uso de protocolos comunes que permitan la comparacidn entre pares. A su vez, esta
realidad nos lleva a otro cambio de escenario, el de andlisis e interpretacién en redes. En
enfermedades complejas como la EM, donde su patologia no es unicausal, existen variedades
fenotipicas dificiles de agrupar en compartimentos estancos y sus tratamientos presentan una
efectividad muy variable, quizds sea necesario abordarlas teniendo en cuenta no solo sus
componentes, sino la relacién entre ellos. En otras palabras, las explicaciones bioldgicas con los
estudios dmicos, no buscan dar respuesta del tipo “molécula-enfermedad” sino, por el contrario,
“grupo de moléculas y su interrelacidon-enfermedad”. Volviendo al caso de la EM, tal vez el actual
desconocimiento de un autoantigeno causal pueda verse superado por el conocimiento de grupos

de antigenos y su valor en conjunto como causa de la enfermedad. En nuestro andlisis
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proteédmico, hemos encontrado el factor de von Willebrand elevado en CS respecto a pacientes
NoT. Veiamos a su vez que dicha diferencia tenia sentido en la hipdtesis del dafio de la BHE. Sin
embargo, hasta el momento su validacidn no se ha conseguido, tal vez por cuestiones técnicas, o
quizd porque este factor por si solo no pueda diferenciar entre CS y NoT, y sea necesario utilizar

mds componentes de esa red.

Esto ultimo nos da paso al siguiente desafio en el estudio de VE y su aplicacion clinica que es

verificar la utilidad de la informacidn brindada por las VE.

2. Verificar su utilidad

En el apartado anterior hemos comentado que las VE son una amplia fuente de informacidn, pero
équé parte de esa informacion es realmente relevante y util para la enfermedad en cuestiéon?
Como mencionamos en la introduccién, los pasos para el desarrollo de un biomarcador requieren
la validacion en cohortes independientes. Es en esa etapa donde podremos saber si la

informacion obtenida de las VE tiene validez clinica.

Actualmente, la gran mayoria de las propuestas de VE como biomarcadores, como vehiculos
terapéuticos o incluso como dianas terapéuticas estdn basadas en investigacidn in vitro, sin
embargo, el paso a modelos in vivo y su verificacion en individuos no termina por completarse.
Ese paso inconcluso puede traducirse en que el biomarcador (o terapia) propuesta, no pueda ser
extendido a la clinica ya que en condiciones mas complejas que caracterizan a un modelo vivo, no
sea evidente la capacidad como biomarcador (o su eficacia terapéutica). Al respecto, planteamos
otro cambio de escenografia que consiste en extender la experimentacion in vitro a la del modelo
vivo o en ensayo clinico para el caso de propuestas de tratamiento, para ampliar asi el nimero de

propuestas que realmente lleguen a humanos.

Por otro lado, debe plantarse si la utilidad clinica de las VE propuestas para una enfermedad
pueden servir para otra. Con los datos obtenidos en nuestro estudio, deberiamos analizar si esa
informacidn es valida para otra enfermedad autoinmune o inflamatoria. Esto pone de manifiesto
una limitacidn de esta tesis que es la falta de comparaciéon con individuos de otras enfermedades

de similares caracteristicas, con lo que evaluar la especificidad de los resultados.

En caso de verificar la utilidad de la informacidn para la enfermedad estudiada, ademas de
reafirmar el conocimiento estaremos en condiciones de aplicarla en beneficio de los pacientes.

Pero esto también nos enfrenta a un nuevo desafio.
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3. Aplicarla en forma simple

El tercer desafio es procurar la aplicabilidad clinica. ¢De qué nos sirve tener la informacién, saber
gue es verosimil pero que esta no pueda ser trasferida a la practica en beneficio de los pacientes?
Son numerosos los obstaculos que presenta este desafio, desde cuestiones bioldgicas a politicas

sanitarias.

Uno de los obstaculos biolégicos es la facilidad para acceder a la muestra de VE. Pude suceder que
se hayan identificado moléculas de VE o un subtipo de vesiculas que sean candidatas para
aplicarse como biomarcadores, pero estas no pueden ser extraidas sino mediante una técnica
invasiva. Es el caso de los tumo res de dificil acceso (retroperitoneales, del SNC, mediastinicos) y
gue no tienen conexion al torrente sanguineo o linfatico; a pesar de que se hayan identificado
marcadores en sus modelos en lineas celulares cultivadas, su aplicacidn clinica carece de sentido
por la dificultad que representa la obtencion de la muestra. En el capitulo 3 hemos estudiado
pares de muestra de suero y LCR con el fin de analizar similitudes y proponer a las VE circulantes
como marcadores de los procesos ocurridos en el SNC, a fin de evitar futuras punciones lumbares.
Hemos encontrado un importante solapamiento en el cargo de las VE de los dos tipos de
muestras, lo que deja abierta una via de exploracidn con el objetivo comentado.

En la propuesta de las VE como posibles terapias encontramos dos alternativas, el uso de VE

2 o, la

autélogas, producidas in vitro a partir de células dendriticas aisladas del paciente
utilizacién de vesiculas sintéticas, disefiadas “a la carta” **°. Al dia de hoy solo se ha conseguido
producir in vitro cantidades suficientes de VE para aplicarse como tratamiento en forma continua,
mediante la extraccién de células dendriticas por leucoaféresis y posterior cultivo necesitando

78,79 .
. Si

una produccién de 1 a 4 litros de sobrenadante para conseguir suficiente cantidad de VE
gueremos hacer prevalecer la simplicidad de la aplicacidn clinica, probablemente esta opcién
guede desestimada. Por el contario, el uso de vesiculas sintéticas como liposomas o PLGA (del
inglés: polylacti-co-glycolic acid), permiten una produccidon a gran escala y sin necesidad de
someter al paciente a una leucoaféresis, aunque aidn no ha sido aplicado en ensayos clinicos.
Ademas, las vesiculas sintéticas presentan ventajas frente a los farmacos de uso convencional, ya
que pueden ser direccionadas mediante el acoplamiento de moléculas en su superficie y pueden
cargarse con una combinacién de moléculas terapéuticas que funcionen sinérgicamente. Sin
embargo, tanto una como la otra propuesta requieren de infraestructuras adecuadas para
asegurar unas condiciones de buena manufacturacién (GMP, del inglés: Good Manufacture
Practice), las que estan disponibles sélo en algunos pocos hospitales o centros de investigacion
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asociados a ellos ““’. A su vez, el uso de VE o analogos sintéticos como tratamiento bioldgico

151



Discusion general

requiere de marcos regulatorios similares al de la terapia celular o génica, que quizd deban
adaptarse para el caso particular de VE. A principios de octubre de 2015, la ISEV congregd una
reunion de expertos para definir y consensuar la aplicacion de VE como terapias en ensayos
clinicos, de la que se espera pronto una publicaciéon de posicionamiento para sentar las bases en

este campo.

La integracién de la industria biotecnolégica en esta linea de investigaciéon ha permitido un avance
a gran velocidad en el desarrollo de kits para aislar VE y procesar su cargo. Del mismo modo,
cuando se ha concluido con el proceso de descubrimiento de un biomarcador o verificaciéon de
una utilidad clinica obtenidos del estudio de VE, es justamente la industria biotecnoldgica la que
posee las herramientas para llevar a cabo la trasformacién de la investigacidon a un producto de

facil aplicacion.

Para concluir, hemos evidenciado la presencia de VE en pacientes de EM y que estas pueden ser
una fuente de informacién util para el manejo clinico de la enfermedad, hemos observado que el
estadio clinico y los tratamientos influencian la cantidad, composicién y funcién de estas VE y
hemos examinado los métodos posibles para estudiar las VE en forma rutinaria en un ambiente
hospitalario. Creemos que esta novedosa via de comunicacidn entre células provocara un cambio
en la concepcién de la fisiopatologia de la EM y en un futuro préximo, serd una herramienta util

para su manejo clinico.
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10.

11.

La concentracion de VEP estd aumentada en pacientes NoT respecto a CS. Por otro lado,
la concentracién de VEP, VEL y VEM estd aumentada en pacientes EMRR y disminuida en
EMSP, ambos respecto a CS. Por lo tanto, se postula que las VE circulantes en sangre son

un reflejo del estadio clinico.

La concentracion de los tres subtipos de VE estd aumentada en pacientes tratados con

IFNB y NTZ respecto a los NoT.

Exoquick es el protocolo con el que se aisla una mayor cantidad de VE de sangre y orina,
aunque el concentrado de VE obtenido presenta una elevada contaminaciéon con

elementos distintos a VE.

El método Centri13000, es el siguiente protocolo en cantidad de VE aisladas, obteniendo
mayor pureza, sin perder las VE de mayor tamafio, ademds no requiere una
infraestructura compleja. Por el contrario, el método de ultracentrifugacién aisla solo VE
pequefias y requiere una infraestructura y tiempo mayores que otros métodos. Por ello se

propone como método de trabajo el Centril1300.

La cuantificacidn de EV obtenida mediante CMF no se correlaciona con la de NTA debido a

la diferencia del tamafio minimo de deteccién de cada plataforma.

Para una completa deteccién y caracterizacion de VE proponemos combinar plataformas
en dos niveles. En el primer nivel NTA para concentracidn y distribucion de tamafio y CMF
para caracterizacion multiple y en el segundo nivel WB para marcadores proteicos y ME

para la morfologia.

Las proteinas que componen las VE participan mayoritariamente en vias de coagulacion y
transporte de lipoproteinas. Entre ellas destaca el factor de von Willebrand que estd

sobreexpresado en CS respecto a NoT.
Existe un solapamiento parcial entre el cargo de las VE circulantes en sangre y las de LCR.

La concentracion de citoquinas en las VE aisladas mediante centrifugacion diferencial es

baja, identificando Unicamente a I-TAC y TNFa.

El patrén de BOC no se asocia al RNA libre en suero y LCR. Tampoco existe asociacion

entre el RNA libre de suero y LCR.

El cargo de RNA de las VE circulantes esta enriquecido en sncRNA, principalmente miRNA
y snoRNA. Aproximadamente un 30% de dicho cargo es comun en los distintos estadios de

la enfermedad, lo que apoya la idea de que las VE tienen un cargo estable.
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12. FMG modula, en las primeras 5 h de tratamiento, a las VE circulantes aumentando su
concentracién, modificando su cargo genético y disminuyendo su capacidad inhibitoria

sobre linfocitos activados.

13. Las VE circulantes, tanto de pacientes como de controles sanos, presentan una funcién

inhibitoria de la activacion de linfocitos sin afectar su viabilidad.
14. A su vez, esta funcion se observa para las VE enriquecidas con miR155.

15. El cargo de las VE puede ser una fuente de biomarcadores para la EM.
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ANEXO 1

Cuestionario

Fecha de nacimiento: / /

Sexo: femenino / masculino

Ayuno: si/ no

Horas dormidas anoche (aprox): hs

¢Toma alguna medicacién? ¢Cuadl?

¢Toma anticonceptivos orales?

Fecha de ultima regla: / /

¢Esta en este momento pasando alguna infeccién o proceso agudo?

¢Acaba de hacer algun ejercicio brusco (correr, subir escaleras muy rapido, etc) en la
ultima hora previa a la extraccion?

Hora de recoleccion de orina:

Indicaciones para recoleccion de orina
e Lavese las manos.

e Quite la tapa amarilla del frasco. No quite el adhesivo de la tapa. Evitar que la
canula de la tapa toque cualquier objeto/mano/etc.

e Mujer: Lavese los genitales externos y zonas préximas con agua y jabdn y séquese
de delante a atras con una gasa o pafio limpio. Vardn: retraer el prepucio y limpiar
el glande con agua y jabon.

e Comience a orinar en el water (de cara a la cisterna de éste) desechando el
primer chorro de orina (durante aprox 3 a 4 segundos).

e A continuacion, orine en el frasco intentando recolectar el maximo posible (se
requiere un minimo de 60ml, algo mas de la mitad del frasco). Cierre el frasco con
la tapa y anote en el cuestionario la hora de recoleccion.
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ANEXO 2

Estudio de MPs en pacientes tratados con fingolimod (Gilenya®)

INTRODUCCION

Las microparticulas (MPs) son pequefios mensajeros que utilizan las células para comunicarse
entre ellas, de tamafo menor de 1 um. Pueden contener en su interior fragmentos de material

genético (ARN y ADN) y en su superficie seiales que indican de qué célula provienen.

En diversas enfermedades se encuentran variaciones en el niumero de dichas MPs segun el
estadio clinico en que se encuentre el paciente, el tipo de tratamiento que utilice, etc. En
particular en la esclerosis multiple, se produce inflamacién en distintas zonas del sistema
nervioso, ocasionando dafo del endotelio de la barrera hemato-encefalica provocando la

estimulacidn de este endotelio y liberacion de microparticulas.

PROYECTO DE INVESTIGACION

El objetivo de este estudio es evaluar el posible papel que desempefian las MPs como indicadores

de prediccidn, prondstico, evolucidn y respuesta a tratamiento de la esclerosis multiple.

CRITERIOS DE INCLUSION:

Pacientes visitados en la UEM HUD/IISB tratados con fingolimod que hayan firmado el

consentimiento informado correspondiente.

CALENDARIO DE VISITAS:

Cada dia de consulta de la UEM (martes y jueves) se citard un paciente a la primera hora. Se
procederd a explicar la informacidn necesaria para luego solicitar la firma del consentimiento por

escrito.

Actualmente, a marzo del 2013, hay 10 posibles candidatos a entrar en el estudio, que son
pacientes de esclerosis multiple tratados con Fingolimod. Se prevé la entrada de nuevos pacientes

candidatos a ser tratados con Fingolimod a un ritmo de 1 por mes.



La periodicidad de visitas para cada paciente sera de un mes, completando 7 visitas en total. Para
los pacientes naive de tratamiento con Fingolimod se extraeran en la primera visita las muestras
iniciales, previo al comienzo del tratamiento (tiempo 0) y las 6 restantes (tiempos 1 al 6) en los
sucesivos meses. A los pacientes que ya hayan comenzado el tratamiento con fingolimod antes
que el inicio de este estudio, se procedera a extraer 7 muestras (1 por cada visita), careciendo de

la muestra a tiempo 0.

Esquema de visitas/extracciones:

Pacientes que comienzan con fingolimod:

| | | | | | |
1 2 3 4 5 6 7

mes

MUESTRAS:

En cada visita, luego de la entrega del consentimiento informado firmado, se le extraera sangre al

paciente de la siguiente manera:

BIOBANCO

Fingolimod

(Gilenya)

1 suero (4 ml) UEM




PROTOCOLO DE EXTRACCION
La extraccidon se debe realizar entre las 8 h. y las 11 h. de la mafana.

Venopuncion: con aguja calibre 21, en vena antecubital luego de colocar un torniquete suave. El
orden de extraccidn es el que indica la tabla anterior, comenzando por el tubo EDTA, siguiendo

por los tubos de heparina, etc.

Tubo de recogida: se utilizardn los tubos que indica la tabla. Nota: el tubo de citrato es el
comunmente denominado “coagulaciéon” (tapdn azul). Luego de extraidos deben ser agitados

suavemente 2 o 3 veces.

Transporte a Biodonostia: No podra pasar mas de 1 hora desde la extraccién. Se mantendra en
todo momento a temperatura ambiente (20-24 2C). Personal del laboratorio de la UEM de
Biodonostia sera el encargado de recoger cada martes y jueves las muestras para luego ser

procesadas en el laboratorio.

IMPORTANTE: Se debe evitar agitacion del tubo, y debe realizarse dentro de una caja que

disponga los tubos en forma vertical.

Para cualquier consulta llamar al: 943006250 (Biodonostia)
Matias Sdenz Cuesta
Unidad de Esclerosis Multiple

Instituto de Investigacion Biodonostia

Osakidetza )
o biodonostia @ A -yt

DONOSTIA UNIBERTSITATE OSPITALEA =
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Articulos publicados en relacién a esta tesis.
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Circulating microparticles reflect treatment
effects and clinical status in multiple

sclerosis

Aim: To evaluate whether circulating microparticles (MPs) derived from three cell
subtypes (platelets, total leukocytes or monocytes) obtained from multiple sclerosis
(MS) patients were modulated depending on the clinical status and to investigate the
effect of treatments on MP levels. Patients & methods: The MP counts were assessed
with flow cytometry. Results: The platelet-derived MP level was higher in untreated
MS patients than controls. Relapsing-remitting patients showed the highest levels
in the three subtypes of MP while secondary progressive patients presented similar
levels to those of healthy controls. Treatments had significant effects increasing
the three subtypes of MP counts. Conclusion: We suggest that MPs play a role in
MS pathogenesis, reflecting disease status with an increment of their shedding
during inflammatory periods and turning to baseline during chronic progressive

degeneration.

Keywords: extracellular vesicles e microparticles ® multiple sclerosis e secondary progressive

® treatment

Microparticles (MPs) are vesicles produced
by budding at the cell membrane followed
by fission on the connecting membrane
stalks (1. They are shed during cell stimula-
tion, stress or activation, apparently playing
a role in extracellular communication with
no direct contact. Characteristically, MP
are smaller than 1 um and carry membrane
markers from the source cell. They have also
been shown to contain genetic material,
such as mRNA and miRNA, which pro-
duces genotypic modifications in the target
cell 2]. Among others, the known func-
tions of MP include: antigen presentation to
T cells, cellular activation/inhibition/differ-
entiation, apoptosis induction, monocytes
differentiation and promotion of regulatory
activity of CD4* cells [3].

types of MP have been
described, each one characterized by cell

Numerous

lineage markers, the most widely studied
being those obtained from peripheral blood
such as platelet-, endothelial-, leukocyte-,
erythrocyte- and monocyte-derived MP.

Other studies focusing on the CNS with the
aim of finding markers that might reflect
CNS status, have described MP derived
from neural stem cells, neurons, astrocytes,
microglia and oligodendrocytes [4]. MP lev-
els have been related to some autoimmune
diseases such as rheumaroid arthritis, sys-
temic lupus erythematous, and Sjégren’s
Syndrome, being the correlation between
elevated counts and disease activity [5.6].
Thus, in recent years, the study of MP has
progressed considerably with the final goal,
in most cases, being to obtain new bio-
markers for monitoring the disease under
study and go in depth the knowledge on its
pathophysiology.

Multiple sclerosis (MS) is an autoim-
mune disease of the CNS whose pathogen-
esis involves the interaction of genetic pre-
disposition, environmental triggers and an
imbalanced immune system, causing demy-
elinating lesions in the brain and the spinal
cord. It affects 2 million people worldwide,
with increased susceptibility in women.
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Circulating microparticles reflect treatment effects & clinical status in multiple sclerosis

Figure 1. Gating strategy. Left dot plots: (A) 1-um beads dot plot and PBS background noise are used as upper and
lower limits for the total MP gate respectively. (B) A confirmation gate was applied using a FSC-H and FSC-A dot
plot in which MP appear along the diagonal separated from the background noise; the upper limits are from the
same 1-um beads as in (A). (C) Green dots represent MP labeled with I1gG isotype control used to visualize the PE
marker identifying cellular origin-specific MP. Right dot plots: the same gating strategy applied to an MP sample.
(A & B) Green dots represent MP included in the total MP gate. (C) Blue dots represent cellular origin-specific MP

(i.e., CD61*, CD45* or CD14%).

Please see color figures online at www.futuremedicine.com/doi/pdf/10.2217/bmm.14.9.

MP: Microparticle.

Currently the female:male ratio is 2.6:1. Sex differ-
ences have been observed in immune responses, as
well as treatment outcome [7]. MS is clinically hetero-
geneous, but the most common clinical course being
the relapsing—remitting MS (RRMS) characterised
by episodes of acute worsening of symptoms followed
by periods of remission. The secondary progressive
(SPMS) form is less frequent and it is characterized
by a chronic axonal degeneration leading gradually
to disability with or without superimposed relapses.
A clinical tool to monitorized progression of MS is
the MS Severity Scale (MSSS) which is an algorithm
that relates Kurtzke Expanded Disability Status Scale
(EDSS) and disease duration [s]. At present, there are
several biomarkers to support diagnosis and monitor
the disease including MRI features, oligoclonal bands
and functional markers, such as evoked potentials.

In an attempt to better understand immunologi-
cal pathways implicated in MS, researchers have been
investigating MP in this disease. Studies have focused
on comparing the MP counts in both remission and
relapse as well as its relationship with IFN-f treat-
ment [910]. Moreover, increases in platelet-derived
MP (PMP) (11] and endothelial-derived MP [12] have
been observed during relapses. A recent work sug-
gested microglia-derived MP obtained from cerebro-
spinal liquid (CSF) as a possible biomarker for MS
(4]. These reports illustrate the potential usefulness of
MP as biomarkers that can be, in some cases, easily
and rapidly measured. However, to our knowledge,
there have been no studies of MP in patients receiv-
ing natalizumab or including patients in the SPMS
phase.

In the absence of specific cell-origin MP marker
for MS we decided to investigate MP derived from
three cell types that are clearly involved in MS pathol-
ogy (platelets, total leukocytes and monocytes) in
peripheral blood obtained from MS patients in dif-
ferent phases including SPMS forms, RRMS patients
treated with natalizumab or IFN-f, untreated MS
patients and healthy controls. Leukocytes, monocytes
and platelets are active linked players during the initi-
ation and perpetuation of inflammation. To note, this
work is focused on peripheral blood samples accord-
ing to our main objective being to find markers of the
disease obtained in a more easily way than CSF. In

addition, blood circulating MP could not be present
in CSF and vice versa, hence we focus in those blood-
derived MP related to MS pathology, some of them
not explored until now.

Patients & methods
Patients & samples collection
We tested 97 samples from 20 healthy controls (HC)
and 77 MS patients fulfilling the McDonald diagnos-
tic criteria, recruited at the Multiple Sclerosis Unit of
Donostia University Hospital. The MS group com-
prised 13 SPMS patients, 64 RRMS patients divided
in 20 treated with natalizumab (NTZ) and 20 treated
with IFN-B 1a or 1b and 24 untreated (UNT). All
MS patients were in clinical remission at the time of
the study. All subjects gave written informed consent.

All blood samples were processed within the first
hour after collection. Briefly, 4-ml samples of periph-
eral blood were collected by venipuncture in a citrate
tube (Becton Dickinson [BD], Belgium) and cen-
trifuged twice at 2500 g for 15 min, recovering the
supernatant to obtain platelet-free plasma (PFP). PFP
was stored at -80 °C in 500-pl aliquots until used.

When required, aliquots were thawed on ice and
1 ml was processed for each individual. To pellet
MP, the PFP aliquots were centrifuged at 20,000 g
for 20 minutes and 900 pl of the supernatant were
discarded. Then, pelleted MP were resuspended with
100 pl of PBS (GIBCO, Life Technology, Paisley,
UK) filtered twice through a 0.22-pm filter.

The study was approved by the hospital Ethics

Committee.

Flow cytometry

PE-labelled CD61 clone PM6/13, CDI14 clone
47-3D6 (Cytgonos, Salamanca, Spain) and CD45
clone HI30 (BD) were used in the analysis. All mAb
were titrated and spun before being used to precipi-
tate aggregates. A volume of 40 pl of resuspended MP
was mixed in a microcentrifuge tube with 4 pl of the
corresponding mAb and incubated for 20 minutes at
room temperature. Next, labelled MP were washed
once with 300 pl of filtered PBS, resuspended in fur-
ther 300 pl of filtered PBS and acquired at a low rate
in a FACS Canto II flow cytometer (BD). Cytometer
performance was checked using CST beads (BD).
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Table 1. Characteristics of healthy controls and multiple sclerosis patients.

Characteristics Healthy controls
(n =20)

Untreated

(n=24)
Age (years) 371127 441 £ 11.79
Sex (male/female) 9/1 6/18
Expanded Disability - 1.3+15
Status Scale
Disease duration - 13.1£9.9
(years)
Multiple Sclerosis - 1.5+1.9
Severity Scale
Values are expressed as mean = standard deviation.
MS: Multiple sclerosis.

MS patients

Relapsing-remitting Secondary

IFN-B (n = 20) Natalizumab  Progressive
(n = 20) (n = 13)

43.8+13.4 42.8 +9.1 56.7 + 14.2
10/10 9/ 3/10
25+ 1.7 41+18 7.0+0.7
10.8 7.7 14.2+79 24.3 £ 10.5
3422 43 %27 7.6+1.2

Gating strategy

Side and forward scatter were measured on a logarith-
mic scale with the threshold set at 300 for each param-
eter, to avoid instrument noise. Then, the lower limit
was defined with the exclusion of background noise
given by the signal of PBS filtered twice (Figure 1A).
To define the upper limit of the total MP gate, 1-um
non-labelled polystyrene latex beads were used (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Only events included
within this region were further analyzed for specific
labeling. The MP region was verified using mega-
mix™ beads (BioCytex, Marseille, France) as previ-
ously described [13], and also checked using a FSC-H
versus FSC-A dot plot, in which the MP region appears
along the diagonal separated from the background
noise below (Figure 1B).

Then, we used MP labelled with IgG isotype con-
trol (BD) as a negative control to set the PE marker
(Figure 1C). All events included in the total MP region
and positive for PE were defined as cellular origin-spe-
cific MP. Depending on their parental cell, we defined
specific cellular lineage MP as follows: CD61* PMP;
CD45* leucocyte-derived MP (LMP) and CDI14*
monocyte-derived MP (MMP).

The cellular origin-specific MP counts were
obtained using Trucount™ tubes (BD) according to
the following formula:

Events in MP gate Number of beads per tube

Events in Trucount bead gate Test volume
= absolute MP count /pl of PFP

When 4000 events had been acquired in the Tru-
count gate, acquisition was stopped. The test volume
was 40 pl multiplied by the corresponding dilution
factor, while the number of beads was taken from the
data sheet. Verification of the accuracy of Trucount

tubes was assessed by comparing a lymphocyte subset

counts obtained with Trucount tubes with the results
from a digital cell counter (Beckman Coulter, FL,
USA; data not shown).

Statistic analysis

Statistical analysis was performed with PASW Statis-
tics v18.0 (SPSS inc.) and with STATA v11.0 (Stata-
Corp, College Station, TX). Kolmogorov-Smirnov
and Shapiro-Wilk tests were used to check normally
distribution and the values were normalized using nat-
ural logarithmic transformation. T-tests and between-
groups ANOVA (analysis of variance) plus a Bon-
ferroni correction were applied to assess differences
between the groups.

After that, we performed regression analyses to
explore the relationship between different clini-
cal status as a categorical predictor and MP. We also
did multivariate analyses correcting for gender and
when appropriate, for the MSSS. Beta coefficient (f)
is expressed as anti-logarithm to base e. Significant
differences were considered when p < 0.05.

Results

Study population

IEN-B group, which include IFN-f 1a- and 1b-treated
patients was analyzed as a whole group due to the
similar clinical characteristics between subgroups.
Regarding to NTZ patients, the media doses intake
was 22 + 14. As expected, the SPMS group had the
highest MDSS scores (7.6 + 1.2) as a result of the lon-
ger time since MS onset in these patients, followed by
NTZ patients (4.3 + 2.7) which is also expected given
that it is a second line therapy in Spain, IFN-f3 patients
with a mean MSSS of 3.4 + 2.2 and finally UNT with
1.5 £ 1.9. Table 1 describes the general characteristics of
patients and controls included in the study.
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MP differences between untreated MS patient

& healthy controls

The first step was to explore whether MS could affect
MP levels, avoiding the possible modulation that
therapy or long-term progression could exert. We
found that CD61* PMP count was 2.2-times signifi-
cantly higher in UNT (mean: 1262 MP/ul) than in
HC (mean: 566 MP/ul; p=0.002) (Figure 2). CD45*
LMP and CDI14* MMP did not show differences.
This effect was maintained in the regression analysis
when correcting by gender.

MP differences based on clinical MS status

Our next objective was to evaluate whether the dif-
ferent status of MS had their reflection on MP lev-
els. RRMS presented significantly higher counts of
the three types of MP compared with both HC and
SPMS groups. In the other hand, similar levels of
CDO61* PMP (B = 1.5; p = 0.139) and CD45* LMP
(B =0.8; p=0.409) in SPMS patients and HC groups
were found (Figure 3). Results for RRMS versus HC
were: CD61* PMP B = 2.9; p < 0.001; CD45* LMP
B=2.1;p=0.001 and CD14* MMP B = 1.5; p = 0.031.

9.00 FC:2.2; p=0.002

8.00

Microparticle count In (MP/pl of PFP)

Results for RRMS versus SPMS were: CD61* PMP
B =0.5;p=0.002; CD45* LMP B = 0.4; p < 0.001,
and CD14* MMP $=0.3; p<0.001.

Interestingly, the rank of the number of the origin-
specific MP was maintained in the three MS groups,
being CD61* PMP the most numerous, followed by
CD45* LMP and CD14* MMP.

The same analysis was performed adjusting again
by gender and MSSS. Gender did not affect the
results. The SPMS group showed co-linearity, as
expected, with the MSSS variable, but for the rest of
the comparisons showed no effect on the differences.

Finally, any of the three different specific-origin
MP counts showed relation to age (data not shown).

MS therapy effect on MP levels

The regression analysis was made comparing IFN-f3
and NTZ groups and having the UNT as refer-
ence. Both treatments showed higher levels for the
three subtypes of MP comparing to UNT. Results
for IFN-B were: CD61* PMP B = 1.7; p = 0.021;
CD45* LMP B = 2.6; p < 0.001 and CD14* MMP
B = 2.1; p = 0.001. Results for NTZ: CD61* PMP

TMH

6.00
5.00 i
4.00 °
T T T T T T
UNT HC UNT HC UNT HC
cD61 CD45 cD14

Figure 2. Microparticle differences between untreated multiple sclerosis patient and healthy controls. A possible
effect of multiple sclerosis disease on microparticle levels avoiding modulation of natural progression or therapy is

proposed.

HC: Healthy control; FC: Fold change; MP: Microparticle; UNT: Untreated.
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Figure 3. Microparticle differences based on clinical multiple sclerosis status. Microparticle levels of three
subtypes (CD61* PMP; CD45* LMP and CD14+* MMP) were analyzed in RRMS patients, which includes treated and

untreated patients, SPMS patients and HC.

HC: Healthy control; MS: Multiple sclerosis; RR: Relapsing—-remitting; SP: Secondary progressive.

B = 1.9; p = 0.005; CD45° LMP B = 2.4; p < 0.001,
and CD14* MMP B = 1.7; p = 0.014. No statistical
significant was found when comparing both treat-
ments between them (Figure 4). Besides this, when we
performed multivariate analysis adjusting by gender
and MSSS, the results were unaffected, showing that
these differences are independent from the grade of
disability and disease duration as well as gender.

Discussion

We found a 2.2-fold increment in CD61* PMP count
in UNT comparing to HC. Taking into account that
they are treatment-naive patients with a low mean
MSSS (1.5 £ 1.9) and reduced disease activity due to
a low relapse rate (data not shown), increased CD61*
PMP may suggest that MP levels are affected by the
early pathophysiological events of the disease. On the
other hand, CD45* LMP and CDI14* LMP did not
show differences, presumably not being influenced by
initial development of MS or reflected in peripheral
blood. The relationship between the number of PMP
and inflammatory conditions is well established, hav-
ing been widely reported in cardiovascular diseases
where the endothelium plays a major role and also in
autoimmune diseases where cell activation perpetu-
ates immune system-mediated damage [3.5]. Several

functions have been described for PMP, such as pro-
moting recruitment of monocytes [14], regulating
proteolytic activity in endothelial cells [15] and induc-
ing apoptosis [16,17]. Specifically, in patients with MS
platelet activation may be a response to endothelial
damage, with the consequent release of PMP. In a
recently published work, analyzing a distinct syb-
type of platelet-derived MP (CD41*) that we did, a
twofold increment in counts has been found in MS
patients compared with controls [11]. This result is
consistent to our data.

RRMS patients are characterized by an active
inflammatory disease, peaking during relapses and
declining on remitting periods. Conversely, SPMS
patients turn to a degenerative progression while the
inflammatory activity decreases gradually [18]. To
our knowledge, we are the first group who investi-
gated MP from SPMS patients and also leukocyte-
derived MP in MS patient among others subtypes.
We found that SPMS patients present similar PMP
and LMP counts and even a lower MMP count of
those showed by the HC group (Figure 4). On the
other hand, the RRMS group presented the highest
levels for the three types of MP compared with both
HC and SPMS. Hence, we could postulate that MP
might reflect the clinical MS status or activity dis-
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ease showing an increase during relapsing—remitting
periods and returning to basal levels, similar to HC,
at the secondary-progressive phase. In line with these
observations, Verderio et al. found similar values of
microglia-derived MP in HC compared with pri-
mary progressive patients [4]. These results enhance
the running hypothesis that MP takes part in cellular
communication systems, transmitting remote sig-
nals from cell to cell and particularly promoting the
spread of inflammation. We here added that, maybe
they are not key players in chronic neurodegenerative
phases.

The current management of MS aims to modulate
the immune system mainly with the use of IFN-f,
glatiramer acetate, natalizumab and more recently,
fingolimod. We set out to ascertain whether such
treatments influence the number of MP. Our analysis
revealed higher counts of the three types of cellular
origin-specific MP when comparing IFN-B-treated
patients with UNT. Similar results were obtained
considering NTZ-treated patients. Moreover, no dif-
ferences were found when comparing both therapies
between them. We had hypothesized that in NTZ-
treated patients due to blockage of leukocyte entry
into the CNS and the mobilization of progenitor cells

from the bone marrow [19], an increment of leukocyte
in the blood compartment would augment particu-
larly the number of LMP. The increased in the other
two MP subtypes here observed are not fully eluci-
dated. We cannot exclude that mechanisms or con-
founding factors out of our understanding could be
implicated. Some authors have described the inhibi-
tory effect of IFN-B on the release of endothelial-
derived MP [9,10.20] and of fingolimod on the release of
microglia-derived MP [4]. However, to our knowledge,
this was not investigated on PMP, LMP or MMP and
regarding N'TZ-treated patients. Further studies are
required to clarify the role of these subtypes of MP in
MS. Additionally; we should mention that although
efforts on standardization are being carried out, a
major limitation of experiments focus on MP is the
difficulty to compare results among diverse studies
due to differences on the methodology used.

It is well established that the neuroimmune sys-
tem behaves differently in women and men in most
autoimmune diseases [721]. Conversely, the previous
results were unaffected when we performed multi-
variate analysis adjusting by gender. Notably, only in
HC we found that women present higher MP counts
than men, possibly revealing a higher basal activity of

10.00 IFN- vs UNT; p = 0.021 p < 0.001 p = 0.001
NTZ vs UNT; p = 0.005 p < 0.001 p=0.014
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Figure 4. Multiple sclerosis therapy effect on microparticle levels. Patients treated with IFN-B or NTZ reveal higher
levels of the three subtypes of microparticle (CD61*; CD45* and CD14+) compared with UNT patients.

NTZ: Natalizumab; UNT: Untreated.
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MP production, disappearing this difference during
disease.

Finally, we would address a limitation of our work
which is related to individual variation of MP levels not
only in a circadian manner but also influence by physi-
ologycal activities [22.23]. In this way, the results given by
a cross-sectional one time analysis challenge us towards
future longitudinal studies.

Conclusion

In summary, we confirm that MP might reflect the
different clinical MS status according to the balance
between inflammation and chronic degeneration, show-
ing increased levels in RRMS and basal levels in SPMS.
Furthermore, treatments modulate the release of MP
resulting in elevated MP levels. Hence, we propose that
PMP, LMP and MMP may be active players in MS
pathophysiology.

Future perspective

In the biology systems perspective of the complex dis-
eases, MP will take part as active players in the next
future. In our opinion, MP study is a promising field that
will rise gradually in immune and neurodegenerative dis-
eases. However more studies are necessary to understand
the potential protective, modulatory or suppressive role
of the MP involved in the neuroimmune system. In this
way, an effort to standardize the isolation, methodology
and nomenclature in this field should be done.
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Executive Summary

Background

physiopathological immune processes.
Patients & methods

progressive patients) and 20 healthy controls.

Results
controls.
progressive patients and healthy controls.

with untreated patients.
Discussion & conclusion

e Evidence suggests that circulating cell-derived microparticles (MPs) play a role in contact-free cell-to-cell
communication after cell activation, stimulation or stress.
e Furthermore, it has been observed that the quantity and composition of MP is associated with different

e We analyzed 77 multiple sclerosis (MS) patients (comprising treated or not relapsing-remitting and secondary

e MPs derived from three cell subtypes (platelets, total leukocytes or monocytes) were obtained from blood
samples through centrifugation steps and analyzed by flow cytometry.

e The platelet-derived MP level was 2.2-times increased in untreated MS patients compared with healthy
e Relapsing-remitting patients showed the highest levels in the three subtypes of MP compared with secondary

e Patients treated with IFN-B or natalizumab had significant higher counts of the three subtypes MP compared

e Previous reports reveal a relationship between MP levels and inflammatory states.

e This is the first evidence of increasing leucocyte- and monocyte-derived MP in MS patients.

e MP counts may reflect the different clinical status related to the balance between inflammation
(relapsing-remitting MS) and chronic degeneration (secondary progressive MS).

e MP maybe are not key players in chronic neurodegenerative phases.

e More standardized studies are necessary to clarify treatment effect on MP levels.
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Extracellular vesicles (EVs) are membrane-bound particles secreted by almost all cell types.
They are classified depending on their biogenesis and size into exosomes and microvesi-
cles or according to their cell origin. EVs play a role in cell-to-cell communication, including
contact-free cell synapsis, carrying active membrane proteins, lipids, and genetic material
both inside the particle and on their surface. They have been related to several physiological
and pathological conditions. In particular, increasing concentrations of EVs have been found
in many autoimmune diseases including multiple sclerosis (MS). MS is a central nervous
system (CNS) demyelinating disease characterized by relapsing of symptoms followed by
periods of remission. Close interaction between endothelial cells, leukocytes, monocytes,
and cells from CNS is crucial for the development of MS. This review summarizes the patho-
logical role of EVs in MS and the relationship of EVs with clinical characteristics, therapy,
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and biomarkers of the disease.
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WHAT ARE EXTRACELLULAR VESICLES?

Extracellular vesicles (EVs) are membrane-bound particles com-
ing from inside a cell or formed directly from its membrane,
and excreted to the extracellular medium, that carry information
whose function is cell-to-cell communication without direct con-
tact. They play a role in physiological and pathological conditions,
being released during cell activation, stress, and apoptosis. Specifi-
cally, these vesicles carry proteins, lipids, and genetic materials such
as DNA, RNA, and miRNA, producing genotypic (Waldenstrom
et al., 2012) and phenotypic (van der Vos et al., 2011) modifica-
tions in the recipient cell. This is facilitated by the receptors on the
surface of the EV membrane that allow the target cell to identify
the vesicles and interact with them (Choudhuri et al., 2014).

EVs CLASSIFICATION

BIOGENESIS

Though there are several ways of classifying EVs, the main division
in nomenclature is based on biogenesis. Those formed inside mul-
tivesicular bodies and released extracellularly upon fusion of these
bodies with the plasma membrane are called exosomes (Théry
et al., 2009). Their main characteristic is to have a uniform size
of between 30 and 150 nm, making them the smallest EVs. On
the other hand, those known as microparticles (MP), microvesi-
cles (MV), or ectosomes come from the modification of the cell
membrane after external or internal stimuli, leading to a softening
of the membrane-adjacent structure and allowing evagination and

Abbreviations: BBB, blood-brain barrier; CNS, central nervous system;
CSE cerebrospinal fluid; EAE, experimental autoimmune encephalitis; EEV,
endothelial-derived EV; EV, extracellular vesicle; LEV, leukocyte-derived EV; MEV,
monocyte/microglia-derived EV; MP, microparticle; MS, multiple sclerosis; MV,
microvesicle; PEV, platelet-derived EV.

vesicle formation followed by fission on the connecting membrane
stalks until their full detachment. These MV/MPs vary greatly in
size, ranging from 0.3 to 1 wm in diameter (Mause and Weber,
20105 Frey and Gaipl, 2011; Lai and Breakefield, 2012). However,
the current trend is to call the entire set EVs, the term used by
the newly formed International Society of Extracellular Vesicles
(Witwer et al., 2013).

In this review, we follow this trend, using the term EVs to refer to
all vesicles; we note, however, that specifically in multiple sclerosis
(MS) related-research most studies refer to them as MPs or MVs.

CELL ORIGIN

Extracellular vesicles have been also classified as a function of
their cell origin depending on the parental cell from which they
arose, so far the most studied being those obtained from cir-
culating cells in peripheral blood. Each cell has characteristic
markers on its membrane enabling subsequent identification of
the EV, e.g., as erythrocyte-, leukocyte-, platelet-, endothelial-,
or monocyte-derived. Further, studies focusing on central ner-
vous system (CNS)-derived EVs have described neural stem cell-,
neuron-, astrocyte-, microglia-, and oligodendrocyte-derived vesi-
cles (Lai and Breakefield, 2012) with the goal of finding markers
that may reflect CNS status, since they can be detected remote
from the site of release after cell activation.

TECHNIQUES FOR STUDYING EVs

The study of EVs is not straightforward, particularly with respect
to isolation and characterization due to their small size and the low
concentrations found in human fluids. Further, although efforts
have been made to unify criteria in EV research (Robert etal.,2008;
Dey-Hazra et al., 2010; Lacroix et al., 2012a; Witwer et al., 2013),
they are not yet clearly established, making it difficult to compare
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studies. Differences derived from centrifugation protocols, fluo-
rochrome labeling, and gating strategies represent as yet unsolved
barriers to standardization. Nevertheless, the most widely used
techniques can be summarized as follows.

ISOLATION

The main approach that has been used for isolating EVs from
human fluids or culture media supernatants is a series of sequential
centrifugation steps. Different purities are obtained depending on
the number of steps completed. Briefly, a first centrifugation step
at a low velocity (200300 g) separates cells from EV-containing
fluid, which can be further purified or directly pelleted. For a fur-
ther purification, a second centrifugation must be carried out (at
2,000-10,000 x g, depending on the fluid or EV fraction required).
Otherwise, EVs can be directly pelleted from the first supernatant
(centrifuging at forces of 10,000 up to 100,000 x g). Though
there are many variations among authors, the first approach to
EV analysis is usually based on the aforementioned steps. As
an alternative protocol to obtain a more pure EV fraction, a
sucrose gradient can be combined with one of the centrifugation
steps.

Another isolation technique is polymeric precipitation (e.g.,
Exoquick, System Biosciences, CA, USA). The main advantage of
this approach is rapid sample processing. However, the low purity
obtained and mixing of different EV subsets make results difficult
to interpret.

The extraction of EVs by passing a sample through filters is a
cheap and easy method that can be applied alone or combined
with centrifugation. There is, however, a risk of contamination
with particles other than EVs of the same size.

CHARACTERIZATION

Flow cytometry is the technique most widely employed for study-
ing EVs (including in MS research) to the possibility of using
multiple parameters to identify the same vesicle. It is a power-
ful characterization tool, the process is rapid and the results can
be quantified. Its main limitation is poor discrimination under
0.5 um. However, new high-resolution cytometers can detect
particles as small as 0.2-0.3 pm.

Recently, two novel tools appeared on the market created to
characterize nanoparticles in size and concentration with a high
resolution. They measure particles based on tunable resistive pulse
sensing (QNANO, IZON Science, New Zealand) and Brownian
motion of the particle with nanoparticle tracking analysis soft-
ware (NS500 and NS300, Nanosight, UK). The simple and user-
friendly operation and powerful measurements provided by these
instruments herald a new era in the analysis of EVs.

Electron microscopy is usually performed in combination with
flow cytometry to provide direct evidence of the presence of EVs,
and it provides what is arguably the highest quality morphologi-
cal information (Figure 1). On the other hand, the expensive and
complex processing of samples limits its use.

Fluorescence microscopy is normally used to analyze EV func-
tion in vitro, as well as to localize EV in tissues and budding process.
In particular, confocal microscopy is widely used in EV research.

In addition, enzyme-linked immunosorbent and Western blot
assays have also been employed for analysis of EVs but are less

Zaku

FIGURE 1 | Electron microscopy image of EVs. An electron microscopy
image of an EV cluster obtained from peripheral blood. Note the rounded
shape and cell membrane-like appearance of EV surfaces.

extensively used due to the poor characterization they provide
and that they are difficult to quantify, respectively.

Notably, next-generation sequencing techniques are currently
expanding to the field of EVs, specifically in the attempt to
characterize their genetic cargo.

EVs IN NEUROSCIENCE

Vesicle secretion and the transfer of material carried within them
in the CNS under physiological conditions were described many
decades ago (de Robertis and Bennett, 1954). The classic example
was the presence of vesicles in the neuronal synapses (de Rober-
tis and Bennett, 1955). However, the mechanisms involved and
modulation thereof by astrocytes, through the release of vesicles
into the synaptic space, have only been properly understood in
recent years (Antonucci et al., 2012). Vesicles have been impli-
cated not only in the propagation of signals, but also in control-
ling neurogenesis with exosomes being involved in the regulation
of myelin membrane biogenesis (Marzesco et al., 2005; Bakhti
etal.,, 2011) and repairing damaged neurons (Court et al., 2011).
Moreover, a recent study identified a new mechanism of regula-
tion of the axonal integrity mediated by oligodendrocyte-derived
EVs transferred to neurons (Frithbeis et al., 2013). It has been
observed that EVs are released by neural cells, oligodendrocytes,
neurons, microglia, astrocytes in the brain, and Schwann cells in
the peripheral nervous system (reviewed by Lai and Breakefield,
2012; Frithbeis et al., 2012). All this implies that EVs perform func-
tions necessary for growth and normal functioning of the nervous
system.

In addition, EVs are involved in processes of CNS diseases car-
rying specific pathological cargo or performing functions that
produce potential damage (Lai and Breakefield, 2012). Several
studies have found variations in the number and function of cir-
culating EVs in peripheral blood in diseases including Alzheimer’s
disease, dementia, epilepsy, stroke, traumatic brain injury, malaria,
and tumors (mainly glioblastoma), among others (reviewed by
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Lai and Breakefield, 2012; Doeuvre et al., 2009). To explore these
functions, most studies expose primary cell cultures to suspen-
sions of EVs analyzing the effects produced by EV in the cells such
as morphological changes, fusion processes, induction of prolifer-
ation, and apoptosis. Another approach is to analyze EVs derived
directly from human fluids. For this, peripheral blood and CSF are
the most frequently studied samples. On the other hand, few stud-
ies have explored whether variations in EVs in CSF directly reflect
the pathophysiology of the CNS (Morel et al., 2008; Huang et al.,
2009; Street et al., 2012; Verderio et al., 2012; Mobarrez et al., 2013;
Patz et al., 2013; Joshi et al., 2014) and only a couple of them have
examined EVs derived from brain cells obtained from the CSF as a
surrogate marker for what occurs in the CNS (Verderio et al., 2012;
Joshietal., 2014). Above all, it has not yet been elucidated whether
EVs are able to migrate from the blood across the blood—brain bar-
rier (BBB) into the CNS (or not) and vice versa (Smalheiser, 2009).
More studies are required to provide evidence on whether there
is an EV-mediated communication channel between the nervous
and the cardiovascular systems.

MULTIPLE SCLEROSIS (MS) AS A NEUROIMMUNE DISEASE

Multiple sclerosis is a chronic autoimmune disease affecting the
CNS, the cause of which remains elusive. It is, however, established
that the pathogenesis of the disease involves genetic, environmen-
tal, and immune components (Bernard and Kerlero de Rosbo,
1992). There are different clinical forms, but the most prevalent
is relapsing-remitting MS, characterized by outbreaks of symp-
toms lasting 1-3 weeks called relapses, followed by a recovery
phase. During relapses, multiple areas of demyelination emerge,
this being the main pathological feature of the disease. Immune

activation involved in the onset of the disease causes a release of
proinflammatory cytokines (TNE, IL1-beta, IFN-gamma) plus a
proliferation of leukocytes, monocytes, and platelets (Martino and
Hartung, 1999). At the same time, endothelial dysfunction of the
BBB affects its permeability, facilitating the activation, adhesion,
and transendothelial migration of monocytes and T-lymphocytes
into the CNS (Minagar et al., 2012). Cytokines and chemokines
released at the site of a lesion recruit glial cells, macrophages,
and lymphocytes perpetuating the immune activation leading to
a chronic inflammatory state (McFarland and Martin, 2007). Cur-
rently, the diagnosis of MS is based on the 2010 revised McDonald
criteria (Polman et al., 2011) including careful clinical evaluation
supported by MRI findings and oligoclonal banding in the CSF,
the main complementary tools. The treatment of MS has under-
gone a revolution with the advent of IFN-beta as a treatment in the
1980s and more recently with the new immunomodulator drugs,
such as natalizumab and fingolimod.

Several studies summarized in this review suggest EVs are active
players in the pathophysiological development of this disease.
More specifically, higher numbers of EVs have been observed in
MS patients than in healthy controls and a role for EVs has been
proposed in inflammatory progression and lesion repair. Because
of this, they could serve as new biomarkers of disease development
and targets for future treatments.

We will discuss these issues in the following sections. In Table 1
we summarize the origins and makers used for EVs reported.

IMMUNE ROLES OF EVs IN MS
One of the necessary processes for the establishment of MS is the
transendothelial migration of leukocytes into the CNS through

Table 1 | Cellular origins of extracellular vesicles (EVs) in multiple sclerosis research.

EV origin Marker Sample Technique Reference
Endothelial CD31+/CD42— PPP and MVEC FC Minagar et al. (2001)
WB and MVEC FC Jy et al. (2004), Jimenez et al. (2005)
CD51 PPP and MVEC FC Minagar et al. (2001)
CD54 WB and MVEC FC Jy et al. (2004), Jimenez et al. (2005)
CD106 WB and MVEC FC Jy et al. (2004)
CD62E WB and MVEC FC Jy et al. (2004), Jimenez et al. (2005)
CD146 PPP FC Lowery-Nordberg et al. (2011)
Platelet CD61 PFP FC Séenz-Cuesta et al. (2014)
CD41 PPP FC Sheremata et al. (2008)
Leukocyte CD45 PFP FC Séenz-Cuesta et al. (2014)
Monocyte CD14 PFP FC Séenz-Cuesta et al. (2014)
Astrocyte GFAP CSF FM/WestB Verderio et al. (2012)
Neuronal SNAP-25 CSF FM/WestB Verderio et al. (2012)
Oligodendrocyte MBP CSF FM/WestB Verderio et al. (2012)
Microglia/macrophage B4 CSF FM/FC/EM Verderio et al. (2012)
GENERAL MARKERS
Exosomes CD63 PFP WestB Williams et al. (2013), Gatson et al. (2011)
Microvesicles AnV CSF FC Verderio et al. (2012)

EM, electron microscopy (immunogold),; PPF, platelet poor plasma, PFF, platelet free plasma; WB, whole blood; WestB, Western blot;, CSF, cerebrospinal fluid; FC,

flow cytometry; FM, fluorescence microscopy; MVEC, microvascular endothelial cell culture.
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the BBB. This migration is favored by a weakening of the bar-
rier. The fact that this mechanism is crucial to the pathogenesis
of MS is demonstrated by the benefits observed with natalizumab,
which blocks the entry of leukocytes into the CNS (del Pilar Mar-
tin et al., 2008). Proinflammatory cytokines such as TNF-alpha,
IFN-gamma, and IL1-beta released by inflammatory cells mediate
the breaching of the BBB by the upregulation of the expression of
adhesion molecules (VCAM-1, E-selectin, and PECAM-1) (Dore-
Duffy et al., 1995), the loss of junctional integrity (Minagar et al.,
2003), and the release of endothelial-derived EVs (EEVs) (Mina-
gar et al,, 2001). EEVs from the endothelial cells of BBB and
other EVs shed from surrounding cells [leukocytes (LEV), platelets
(PEV), microglia (MEV), and astrocytes] are vectors of numerous
agents carried inside these vesicles or bound to their plasma mem-
brane. The presence of metalloproteinases in EV cargo suggests
that they may participate in the degradation of the extracellular
matrix involved in BBB disruption (Sbai et al., 2010; Lacroix et al.,
2012b). Moreover, caspase 1 carried by EVs shed by monocytes
and microglia has been shown to regulate proteolytic activity of
metalloproteases on endothelial cells (Bianco et al., 2005; Sarkar
et al., 2009).

Minagar et al. (2001) hypothesized that plasma from MS
patients contains factors that can induce endothelial activation,
as suggested by the release into circulation of CD314 EEVs from
microvascular endothelial cell culture (MVEC) — a BBB model —
treated with plasma from patients both in exacerbation and remis-
sion. After this pivotal study, Jy et al. (2004) demonstrated that
EEVs found in plasma are able to interact and form complex with
monocytes and induce their activation. These activated monocytes
express Mac-1 integrin, which is an ICAM-1 receptor. The union
of Mac-1 of monocytes with ICAM-1 of endothelial cells plays
an important role in the transendothelial migration of inflam-
matory cells. Moreover, activated T cells release EVs containing
the chemokine CCL5 and arachidonic acid responsible for pro-
moting recruitment of monocytes and upregulating ICAM-1 in
endothelial cells and LFA1 and Mac-1 in monocytes (Barry et al.,
1998). To sum up, these data suggest that EEVs shed from the
activated endothelial cells in MS patients promote the migra-
tion of monocytes and lymphocytes through the BBB and assist
with the formation of demyelinating lesions. A validation of this
hypothesis was performed in an elegant experiment carried by
Jimenez et al. (2005): they investigated the transendothelial migra-
tion of monocytes using the MVEC model, adding plasma from
remitting or relapsing MS patients and controls, and found that
only the plasma from patients in relapse significantly promoted
transendothelial migration. See Figure 2 for a graphical summary
of this paragraph.

Shedding new light on the role of EVs, a few recent studies
have investigated EVs in the animal model of MS called exper-
imental autoimmune encephalitis (EAE). The first published by
Gatson et al. (2011) analyzed EVs (exosomes in this case) in late
pregnant compared to virgin EAE mice. Results showed that EVs
derived from serum of mice in late pregnancy were more numer-
ous than those isolated from virgin mice. The proliferation of
T-cells derived from splenocytes was also explored in the presence
of whole serum, purified EVs, and EV-depleted serum. The three
phases derived from pregnant animals were significantly more

suppressive of T-cell proliferation than EVs from virgin animals
or cells cultured without any EVs. On the basis of these findings,
authors concluded that EVs are responsible for immune modu-
lation during EAE pregnancy. A further study by the same group
analyzed this immune modulation showing a reduction in IFN-
gamma production and expression of Tbet (Thl transcription
factor) in T cells exposed to pregnancy-derived EVs. In addition,
these researchers demonstrated the effect of pregnancy-derived
EVs on migration to lesion areas in EAE of oligodendrocyte pre-
cursor cells and their maturation (Williams et al., 2013). This
is the first publication that denoted a protective role of EVs in
MS/EAE.

Verderio et al. (2012) identified other EV origins analyzing in
depth CSF from humans and mice, both healthy and MS/EAE. Sev-
eral types of brain cell including neurons, astrocytes, and resident
microglial cells give rise to EVs. Peripheral macrophages are virtu-
ally absent in healthy brain parenchyma suggesting that myeloid
EVs obtained in CSF are derived from resident microglia in the
normal brain. This group also revealed that microglia store and
release IL1-beta and MHC-II suggesting that the EVs produced
from reactive myeloid cells may propagate neuroinflammation and
provide an efficient route for rapid dissemination and presentation
of antigens.

Regarding platelet-derived EVs (PEVs) in MS, P-selectin was
observed on PEVs capable of binding to PSGL-1 and PECAM-1
from lymphocytes by increasing the expression of integrins such
as 04pf1 (VLA-4), promoting the binding of these cells to the
endothelium (Sheremata et al., 2008). Interestingly, this epitope
is the target of natalizumab, one of the recent therapies approved
for relapsing—remitting MS.

All this evidence supports the idea that EVs are involved in MS
playing a pathological role, acting as immunomodulator agents in
the disruption of the BBB and the propagation of inflammation
of the parenchyma but that, on the other hand, they contribute to
the repair of demyelinating lesions.

ARE EVs RELIABLE BIOMARKERS IN MS?

As stated above, the association between EV concentration and the
pathological condition of MS patients is clearly established. The
next challenge is to develop the application of EVs as useful bio-
markers: as well as providing relevant information, they are easy
to process at a low cost and hence their use could be extended
to large study populations. However, clearly, the adoption of EVs
as biomarkers needs to be based on an objective assessment of
their diagnostic and monitoring potential for the disease in ques-
tion. In the case of MS, EV measurements must be correlated
with the clinical judgment of the neurologist, established scores,
and the results of other complementary tests such as MRI. Sev-
eral studies discussed in the following paragraphs have addressed
these issues but it should be noted that the results are mixed,
sometimes inconsistent, depending on the type of EV (MV, MP,
or exosomes), their cell origin, methods employed, and analysis
performed.

EV CONCENTRATION AND CLINICAL STATUS
A relationship between EV counts in plasma and MS status was
first proposed by Minagar et al. (2001) more than a decade
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FIGURE 2 | Pathogenic roles of EV in MS. EVs are involved in the
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In the CNS compartment, microglia play a key role in propagation of
neuroinflammation shedding MEVs containing IL1-b and MHC-II. BBB,
blood-brain barrier; CNS, central nervous system; AA, arachidonic acid; EEV,
endothelial-derived extracellular vesicle; LEV, leukocyte-derived extracellular
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ago. Their results revealed that CD51+ EEV concentrations were
higher in relapse and remission, while those of CD31+ EEVs were
only higher during relapse, compared to healthy controls. They
proposed that the increase in CD51+ EEVs was related to chronic
inflammation owing to endothelial erosion with subendothelial
matrix exposure, and that CD314 EEVs reflect acute endothelial
damage. This was tested in vitro, and the results were only partially
reproduced. Together the findings pointed to the existence of fac-
tors present in the plasma of MS patients but not in the in vitro
model, such as activated leukocytes present during exacerbations,
which were able to regulate the release of EEVs. Authors also
described a concordance between CD31+ EEV counts and gad+
MRI findings. They claimed that these vesicles were as sensitive as
gad+ MRI for detecting disease activity, and also that a decrease
in vesicle count could precede a negativization of MRI findings.
However, this was criticized for being a premature speculation and
not supported by sufficient evidence (Larkin, 2001).

In the same line of research, 3 years later Jy et al. (2004 ) explored
whether CD54+ and CD62E+ EEVs bound leukocytes in vitro and
in whole blood from MS patients and controls. Their main conclu-
sion was that CD54+ EEVs form complexes with monocytes in a
TNF-alpha environment and also activated them. CD62E+ EEV-
monocyte complexes were more numerous during exacerbations
than in remission while the number of CD54+ EEV-monocyte
complexes remained unchanged, suggesting that the former would
be a better marker for monitoring MS. Authors reported that the
measurement of both EEV-monocyte complexes together as a sin-
gle EEV-monocyte complex fraction appeared to be more sensitive
to MS exacerbation than gad4+ MRI and even more sensitive than
the CD31+ EEV analysis studied in their previous work. Finally,
free EEVs (unbound to cells) bearing CD62E allowed better dis-
crimination of disease activity (relapsing vs. remitting patients)
than CD54+ EEVs, but not compared to the previously reported
CD31+ EEVs.
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Conversely a year later, Jimenez et al. explored free CD54+ and
CD62E+ EEVs in vitro reporting an increase in both markers dur-
ing relapse and normal values similar to control in remission. Ana-
lyzing EEVs from relapsing patients only, CD54+ and CD62E+
phenotypes were present in significantly higher numbers than
CD31+ EEVs, indicating that they were more sensitive (in vitro)
for identifying MS status (Jimenez et al., 2005). As stated by Witwer
etal. (2013), EV studies are highly heterogeneous, this being attrib-
utable to the lack of standardized methods. Possibly, this underlies
the mixed results described here, particularly with respect to the
earlier work by Jy and colleagues.

Besides EEVs, other EVs have been explored including those
derived from platelets, leukocytes, and monocytes. Platelet acti-
vation in patients with MS may be secondary to endothelial
damage (Sheremata et al., 2008). CD62P (P-selectin) levels have
been shown to be higher in MS patients than controls. Twofold
higher CD41+ PEV counts were found in MS patients compared
to controls, these vesicles showing properties as anticoagulants
(Sheremataetal.,2008). Our group also demonstrated a significant
difference in CD61+ PEV, CD45+ LEV, and CD14+4 MEV counts
in samples from MS patients compared to those from healthy
controls (Sdenz-Cuesta et al., 2014). Moreover, the PEV count
was found to be higher in untreated MS patients than controls.
Relapsing—remitting patients had the highest counts for the three
subtypes of EVs while secondary progressive patients were found
to have similar numbers to those in healthy controls. We hypoth-
esized that EVs reflect disease status with more being shed during
inflammatory periods and numbers returning to baseline during
chronic progressive degeneration. Another approach to monitor-
ing the progression of the disease is to assess patient’s disability
using the Expanded Disability Status Scale. Our group found no
relationship, however, between EV counts and scores on this scale,
and nor were the counts related to disease duration or patients’ age.

In human CSF, the numbers of EVs have also been seen to be
higher in patients than controls (Verderio et al.,, 2012). Among
patients, the acute phase was associated with higher numbers of
MEVs than stable or chronic phases. In addition, MEV's counts cor-
related linearly with gad+ MRI images. In line with this, the con-
centration of MEVs obtained from CSF of EAE mice reflects the
course and severity of EAE. The absolute numbers of MEVs were
closely associated with the course of the disease, peaking at onset
and during clinical relapses, and decreasing in the chronic phase
of the disease or stable phase. In this work, authors also explored
the potential of MEVs as a possible biomarker in MS plotting
ROC curves. Specifically, based on ROC analysis, they obtained
a sensitivity of 85% and specificity of 100% for distinguishing
clinically isolated syndrome patients from healthy controls, and a
sensitivity of 82% and specificity of 82% for differentiating stable
(relapse-free patients) from relapsing MS patients.

EVs AND MS THERAPY

Current MS therapy is based on the modulation of the immune
system with a wide range of drugs. In some cases, including
IFN-beta, natalizumab, and fingolimod, the effect of the drug
on EVs has been explored. However, there are several new drugs,
already approved (teriflunomide, alemtuzumab, BG-12) or in the

final phases of testing (laquinimod, alemtuzumab, ocrelizumab),
in which the potential modulation of EVs has not yet been
investigated.

IFN-beta has antiviral and immunoregulatory activity medi-
ated by its interaction with specific cell receptors on the surface
of human cells. The precise mechanism of action in MS is still
under investigation. So far, it is known that IFN-beta reduces the
permeability of the BBB inhibiting leukocyte migration to the
CNS (Calabresi et al., 1997) possibly interfering with endothe-
lial adhesion, shifting the cytokine balance from Th1 to Th2, and
increasing the expression of occludin at endothelial tight junctions
(Dhib-Jalbut et al., 1996).

The effect of IFN-beta 1b on EVs was first explored by Jimenez
et al. (2005) who observed an inhibitory effect on EEV pro-
duction in vitro from MVEC culture adding plasma from MS
patients, both in remission and relapse. Moreover, it was shown
that monocyte-EEV complex formation and transendothelial
migration are impaired after IFN-beta 1b exposure.

A first prospective study in a cohort with relapsing—remitting
MS revealed a reduction in the numbers of CD31+ EEVs in plasma
from week 12 of treatment with IFN-beta la (Sheremata et al.,
2006). Conversely, no correlation was found with MRI, though
there was insufficient data to draw definitive conclusions. Find-
ings in a second cohort treated with high doses of INF-beta 1a
and followed-up for a year suggest that CD54+ EEV number rep-
resents a more sensitive marker of treatment effect than CD31+
or CD146+ EEV numbers, while results showed a correlation of
both CD31+ and CD54+ EEVs with T1-weighted MRI findings
(the relation with CD146+ EEV failing to reach statistical sig-
nificance) (Lowery-Nordberg et al., 2011). Authors speculate that
the decrease they observed in plasma vesicles with IFN-beta ther-
apy reflects a reduced interaction between CD4+ T-cells and the
endothelium and subsequently less migration of the cells through
a restored BBB.

Another immunomodulating drug approved (in 2006) for MS
treatment is natalizumab, a recombinant humanized monoclonal
antibody. A selective adhesion molecule inhibitor, binds to the
alpha-4 subunit of human integrins profusely expressed on the
surface of all leukocytes except neutrophils. In particular, it binds
to alpha-4-beta-1 integrin, blocking the interaction with its ana-
log receptor, the vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1).
Disruption of these molecular interactions prevents mononuclear
leukocyte migration across the endothelium into the inflamed
parenchymal tissue (Selewski et al., 2010). In a recent study ana-
lyzing plasma PEVs, LEVs, and MEVs, our group found higher
counts of all three EV subtypes in IFN-beta and natalizumab-
treated than untreated patients (Sdenz-Cuesta et al., 2014). No
significant differences were found between the two therapies. A
plausible hypothesis specifically for the rise in LEV number in
natalizumab-treated patients is that blockage of leukocyte entry
into the CNS would result in increase in the number of leukocytes
in the blood compartment and, in turn, of LEVs in particular.
The rise observed in the other two EV subtypes is, however, less
well-understood.

Fingolimod is a new oral immunomodulator drug approved
for the relapsing—remitting form of MS. It binds and induces
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downregulation of the sphingosine 1 phosphate receptors present
in lymphocytes regulating their egress from lymphoid tissues into
the circulation. In that way, the drug reduces autoaggressive lym-
phocyte infiltration into the CNS (Chun and Hartung, 2010). Acid
sphingomyelinase (aSMase) is inhibited by fingolimod (Dawson
and Qin, 2011) and this enzyme controls EV production. These
observations led Verderio et al. to theorize that using fingolimod
could inhibit MEV shedding from reactive microglia and also
macrophage infiltration into the CNS. Their experiments in an
EAE model confirmed that MEV numbers decreased to base-
line levels in the CSF with the administration of fingolimod. In
mice, symptom scores and MEV counts were correlated during
fingolimod treatment. Hence, a novel effect of fingolimod was
postulated, namely, that it limits the spreading of the inflamma-
tory signal by impairment of MEV production (Verderio et al.,
2012). Despite these conclusions, there have so far been no
reports evaluating the effect of fingolimod on EVs in humans,
probably because it has only relatively recently become available
commercially.

Apart from being biomarker for treatment response, it has been
proposed that engineered EVs be loaded and used to deliver exoge-
nous compounds for therapeutic purposes, raising the prospect of
a novel clinical application for EVs. Preliminary studies with exo-
somes have been carried out in some types of cancer (Kosaka et al.,
2013); however, more research is required before this approach
can be used in clinical practice as a complementary therapy. Par-
ticularly in MS, a recently published study explored the ability
of exosomes packed with microRNA to increase baseline myeli-
nation, reduce oxidative stress, and improve remyelination (Pusic
et al., 2014). The results showed a significant increase in myeli-
nation in hippocampal slice cultures. Nevertheless, the effects
of this therapeutic approach need to be investigated further,
first in an animal model such as EAE and later in a clinical
trial.

CONCLUDING REMARKS

Extracellular vesicles play important roles in the development
of MS, in particular activating cells during relapses, leading to
migration through the BBB, and spreading inflammation in CNS
tissue. On the other hand, a protective effect of EVs has been
described with the induction of maturation and migration of
oligodendrocyte precursor cells.

Regarding the application of EV research findings to daily clin-
ical practice, it is not yet possible to propose EVs as a specific
biomarker for MS due to no compounds having been sufficiently
closely linked to the disease. Nevertheless, there is evidence that
they reflect disease progression. Particularly, EEVs, PEVs, and
MEVs appear to be the most accurate markers. What is more,
the effects of treatments seem to be reflected in EV counts.
We consider it likely that new carefully designed studies with
longer follow-up periods will allow us to confirm the involve-
ment of EVs suggested by our current knowledge and open future
applications.

Finally, there is an urgent need for consensus guided by the
new scientific societies for EVs to standardize the methodolo-
gies and instruments used, in the analysis of EVs with potential

applications in clinical practice, and thereby make it possible to
obtain comparable results.

ACKNOWLEDGMENTS

We especially thank the editors of Ideas Need Communicating
Language Services, supported by BIOEF, for improving the use of
English in the manuscript.

REFERENCES

Antonucci, E, Turola, E., Riganti, L., Caleo, M., Gabrielli, M., Perrotta, C., et al.
(2012). Microvesicles released from microglia stimulate synaptic activity via
enhanced sphingolipid metabolism. EMBOJ. 31,1231-1240. doi:10.1038/emboj.
2011.489

Bakhti, M., Winter, C., and Simons, M. (2011). Inhibition of myelin membrane
sheath formation by oligodendrocyte-derived exosome-like vesicles. J. Biol.
Chem. 286, 787-796. doi:10.1074/jbc.M110.190009

Barry, O. P, Pratico, D., Savani, R. C., and FitzGerald, G. A. (1998). Modulation of
monocyte-endothelial cell interactions by platelet microparticles. J. Clin. Invest.
102, 136-144. doi:10.1172/JCI2592

Bernard, C. C., and Kerlero de Rosbo, N. (1992). Multiple sclerosis: an autoim-
mune disease of multifactorial etiology. Curr. Opin. Immunol. 4, 760-765.
doi:10.1016/0952-7915(92)90058-M

Bianco, F, Pravettoni, E., Colombo, A., Schenk, U., Méller, T., Matteoli, M., et al.
(2005). Astrocyte-derived ATP induces vesicle shedding and IL-1 beta release
from microglia. J. Immunol. 174, 7268-7277.

Calabresi, P. A., Tranquill, L. R., Dambrosia, J. M., Stone, L. A., Maloni, H., Bash,
C. N, etal. (1997). Increases in soluble VCAM-1 correlate with a decrease in
MRI lesions in multiple sclerosis treated with interferon beta-1b. Ann. Neurol.
41, 669—674. doi:10.1002/ana.410410517

Choudhuri, K., Llodrd, J., Roth, E. W,, Tsai, J., Gordo, S., Wucherpfennig, K. W,
etal. (2014). Polarized release of T-cell-receptor-enriched microvesicles at the
immunological synapse. Nature 507, 118—123. doi:10.1038/nature12951

Chun, J., and Hartung, H. P. (2010). Mechanism of action of oral fingolimod
(FTY720) in multiple sclerosis. Clin. Neuropharmacol. 33, 91-101. doi:10.1097/
WNE.0b013e3181cbf825

Court, F. A., Midha, R, Cisterna, B. A., Grochmal, J., Shakhbazau, A., Hendriks,
W. T, etal. (2011). Morphological evidence for a transport of ribosomes from
Schwann cells to regenerating axons. Glia 59, 1529-1539. doi:10.1002/glia.21196

Dawson, G., and Qin, J. (2011). Gilenya (FTY720) inhibits acid sphingomyelinase
by a mechanism similar to tricyclic antidepressants. Biochem. Biophys. Res. Com-
mun. 404, 321-323. doi:10.1016/j.bbrc.2010.11.115

de Robertis, E. D., and Bennett, H. S. (1954). A submicroscopic vesicular com-
ponent of Schwann cells and nerve satellite cells. Exp. Cell Res. 6, 543—-545.
doi:10.1016/0014-4827(54)90209-8

de Robertis, E. D., and Bennett, H. S. (1955). Some features of the submicroscopic
morphology of synapses in frog and earthworm. J. Biophys. Biochem. Cytol. 1,
47-58. doi:10.1083/jcb.1.1.47

del Pilar Martin, M., Craven, P. D., Winger, R., Frohman, E. M., Racke, M. K., Eagar,
T., etal. (2008). Decrease in the numbers of dendritic cells and CD4+ T cells
in cerebral perivascular spaces due to natalizumab. Arch. Neurol. 65, 1596-1603.
doi:10.1001/archneur.65.12.n10c80051

Dey-Hazra, E., Hertel, B., Kirsch, T., Woywodt, A., Lovric, S., Haller, H., et al. (2010).
Detection of circulating microparticles by flow cytometry: influence of centrifu-
gation, filtration of buffer, and freezing. Vasc. Health Risk Manag. 6, 1125-1133.
doi:10.2147/VHRM.S13236

Dhib-Jalbut, S., Jiang, H., and Williams, G. J. (1996). The effect of interferon beta-
1b on lymphocyte-endothelial cell adhesion. J. Neuroimmunol. 71, 215-222.
doi:10.1016/S0165-5728(96)00156-7

Doeuvre, L., Plawinski, L., Toti, F, and Anglés-Cano, E. (2009). Cell-derived
microparticles: a new challenge in neuroscience. J. Neurochem. 110, 457—468.
doi:10.1111/j.1471-4159.2009.06163.x

Dore-Dulffy, P., Newman, W., Balabanov, R,, Lisak, R. P., Mainolfi, E., Rothlein, R.,
etal. (1995). Circulating soluble adhesion proteins in cerebrospinal fluid and
serum of patients with multiple sclerosis: correlation with clinical activity. Ann.
Neurol. 37, 55-62. doi:10.1002/ana.410370111

Frontiers in Cellular Neuroscience

www.frontiersin.org

March 2014 | Volume 8 | Article 100 | 7


http://dx.doi.org/10.1038/emboj.2011.489
http://dx.doi.org/10.1038/emboj.2011.489
http://dx.doi.org/10.1074/jbc.M110.190009
http://dx.doi.org/10.1172/JCI2592
http://dx.doi.org/10.1016/0952-7915(92)90058-M
http://dx.doi.org/10.1002/ana.410410517
http://dx.doi.org/10.1038/nature12951
http://dx.doi.org/10.1097/WNF.0b013e3181cbf825
http://dx.doi.org/10.1097/WNF.0b013e3181cbf825
http://dx.doi.org/10.1002/glia.21196
http://dx.doi.org/10.1016/j.bbrc.2010.11.115
http://dx.doi.org/10.1016/0014-4827(54)90209-8
http://dx.doi.org/10.1083/jcb.1.1.47
http://dx.doi.org/10.1001/archneur.65.12.noc80051
http://dx.doi.org/10.2147/VHRM.S13236
http://dx.doi.org/10.1016/S0165-5728(96)00156-7
http://dx.doi.org/10.1111/j.1471-4159.2009.06163.x
http://dx.doi.org/10.1002/ana.410370111
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience/archive

Séenz-Cuesta et al.

Extracellular vesicles in multiple sclerosis

Frey, B., and Gaipl, U. (2011). The immune functions of phosphatidylserine in
membranes of dying cells and microvesicles. Semin. Immunopathol. 33,497-516.
doi:10.1007/s00281-010-0228-6

Friihbeis, C., Frohlich, D., and Kramer-Albers, E. M. (2012). Emerging roles of exo-
somes in neuron-glia communication. Front. Physiol. 3:119. doi:10.3389/fphys.
2012.00119

Frithbeis, C., Frohlich, D., Kuo, W. P, Amphornrat, J., Thilemann, S., Saab, A.
S., etal. (2013). Neurotransmitter-triggered transfer of exosomes mediates
oligodendrocyte-neuron communication. PLoS Biol. 11:¢1001604. doi:10.1371/
journal.pbio.1001604

Gatson, N. N., Williams, J. L., Powell, N. D., McClain, M. A., Hennon, T. R., Rob-
bins, P. D,, etal. (2011). Induction of pregnancy during established EAE halts
progression of CNS autoimmune injury via pregnancy-specific serum factors.
J. Neuroimmunol. 230, 105-113. doi:10.1016/j.jneuroim.2010.09.010

Huang, M., Hu, Y. Y., and Dong, X. Q. (2009). High concentrations of procoagulant
microparticles in the cerebrospinal fluid and peripheral blood of patients with
acute basal ganglia hemorrhage are associated with poor outcome. Surg. Neurol.
72,481-489. doi:10.1016/j.surneu.2008.12.016

Jimenez, J., Jy, W., Mauro, L. M., Horstman, L. L., Ahn, E. R, Ahn, Y. S, etal.
(2005). Elevated endothelial microparticle-monocyte complexes induced by
multiple sclerosis plasma and the inhibitory effects of interferon-beta 1b on
release of endothelial microparticles, formation and transendothelial migra-
tion of monocyte-endothelial microparticle complexes. Mult. Scler. 11,310-315.
doi:10.1191/1352458505ms11840a

Joshi, P, Turola, E., Ruiz, A., Bergami, A., Libera, D. D., Benussi, L., et al. (2014).
Microglia convert aggregated amyloid-f into neurotoxic forms through the shed-
ding of microvesicles. Cell Death Differ. 21, 582-593. d0i:10.1038/cdd.2013.180

Jy, W., Minagar, A., Jimenez, J. J., Sheremata, W. A., Mauro, L. M., Horstman, L.
L., etal. (2004). Endothelial microparticles (EMP) bind and activate mono-
cytes: elevated EMP-monocyte conjugates in multiple sclerosis. Front. Biosci.
9:3137-3144. doi:10.2741/1466

Kosaka, N., Takeshita, E, Yoshioka, Y., Hagiwara, K., Katsuda, T., Ono, M., etal.
(2013). Exosomal tumor-suppressive microRNAs as novel cancer therapy: “exo-
cure” is another choice for cancer treatment. Adv. Drug Deliv. Rev. 65, 376-382.
doi:10.1016/j.addr.2012.07.011

Lacroix, R., Judicone, C., Poncelet, P., Robert, S., Arnaud, L., Sampol, J., etal.
(2012a). Impact of pre-analytical parameters on the measurement of circulat-
ing microparticles: towards standardization of protocol. J. Thromb. Haemost. 10,
437-446. doi:10.1111/j.1538-7836.2011.04610.x

Lacroix, R., Plawinski, L., Robert, S., Doeuvre, L., Sabatier, F, Martinez de
Lizarrondo, S., et al. (2012b). Leukocyte- and endothelial-derived microparti-
cles: a circulating source for fibrinolysis. Haematologica 97, 1864—1872. doi:10.
3324/haematol.2012.066167

Lai, C. P-K,, and Breakefield, X. O. (2012). Role of exosomes/microvesicles in
the nervous system and use in emerging therapies. Front. Physiol. 3:228.
doi:10.3389/fphys.2012.00228

Larkin, M. (2001). Raised endothelial microparticles an early marker for multiple
sclerosis? Lancet 357, 1679. doi:10.1016/S0140-6736(00)04867-4

Lowery-Nordberg, M., Eaton, E., Gonzalez-Toledo, E., Harris, M. K., Chalamidas,
K., McGee-Brown, J., et al. (2011). The effects of high dose interferon-fla on
plasma microparticles: correlation with MRI parameters. J. Neuroinflammation
8,43. doi:10.1186/1742-2094-8-43

Martino, G., and Hartung, H. P. (1999). Immunopathogenesis of multiple sclero-
sis: the role of T cells. Curr. Opin. Neurol. 12, 309-321. doi:10.1097/00019052-
199906000-00010

Marzesco, A. M., Janich, P., Wilsch-Briuninger, M., Dubreuil, V., Langenfeld, K.,
Corbeil, D., et al. (2005). Release of extracellular membrane particles carrying
the stem cell marker prominin-1 (CD133) from neural progenitors and other
epithelial cells. J. Cell. Sci. 118(Pt 13), 2849-2858. doi:10.1242/jcs.02439

Mause, S., and Weber, C. (2010). Microparticles: protagonists of novel commu-
nication network for intercellular information exchange. Circ. Res. 107, 1057.
doi:10.1161/CIRCRESAHA.110.226456

McFarland, H. E, and Martin, R. (2007). Multiple sclerosis: a complicated picture
of autoimmunity. Nat. Immunol. 8,913-919. doi:10.1038/ni1507

Minagar, A., Jy, W., Jimenez, J. J., Sheremata, W. A., Mauro, L. M., Mao, W. W.,
etal. (2001). Elevated plasma endothelial microparticles in multiple sclerosis.
Neurology 56, 1319-1324. doi:10.1212/WNL.56.10.1319

Minagar, A., Long, A., Ma, T., Jackson, T. H., Kelley, R. E., Ostanin, D. V., et al. (2003).
Interferon (IFN)-beta la and IFN-beta 1b block IFNgamma-induced disinte-
gration of endothelial junction integrity and barrier. Endothelium 10, 299-307.
doi:10.1080/714007544

Minagar, A., Maghzi, A. H., McGee, J. C., and Alexander, J. S. (2012). Emerging roles
of endothelial cells in multiple sclerosis pathophysiology and therapy. Neurol.
Res. 34, 738-745. doi:10.1179/1743132812Y.0000000072

Mobarrez, E, Nybom, R., Johansson, V., Hultman, C. M., Wallén, H., Landén, M.,
etal. (2013). Microparticles and microscopic structures in three fractions of
fresh cerebrospinal fluid in schizophrenia: case report of twins. Schizophr. Res.
143, 192-197. doi:10.1016/j.schres.2012.10.030

Morel, N., Morel, O., Petit, L., Hugel, B., Cochard, J. E, Freyssinet, J. M., et al. (2008).
Generation of procoagulant microparticles in cerebrospinal fluid and periph-
eral blood after traumatic brain injury. J. Trauma 64, 698-704. doi:10.1097/TA.
0b013e31816493ad

Patz, S., Trattnig, C., Griinbacher, G., Ebner, B., Giilly, C., Novak, A., et al. (2013).
More than cell dust: microparticles isolated from cerebrospinal fluid of brain
injured patients are messengers carrying mRNAs, miRNAs, and proteins. J. Neu-
rotrauma 30, 1232-1242. do0i:10.1089/neu.2012.2596

Polman, C. H., Reingold, S. C., Banwell, B., Clanet, M., Cohen, J. A, Filippi, M., et al.
(2011). Diagnostic criteria for multiple sclerosis: 2010 revisions to the McDonald
criteria. Ann. Neurol. 69, 292-302. d0i:10.1002/ana.22366

Pusic, A. D., Pusic, K. M., Clayton, B. L., and Kraig, R. P. (2014). IFNy-stimulated
dendritic cell exosomes as a potential therapeutic for remyelination. J. Neuroim-
munol. 266, 12-23. doi:10.1016/j.jneuroim.2013.10.014

Robert, S., Poncelet, P., Lacroix, R., Arnaud, L., Giraudo, L., Hauchard, A., et al.
(2008). Standardization of platelet derived microparticle counting using cali-
brated beads and a Cytomics FC500 routine flow cytometer: a first step towards
multicenter studies? J. Thromb. Haemost. 7, 190-197. doi:10.1111/.1538-7836.
2008.03200.x

Séenz-Cuesta, M., Irizar, H., Castillo-Trivifio, T., Mufioz-Culla, M., Osorio-
Querejeta, I, Prada, A, et al. (2014). Circulating microparticles reflect treatment
effects and clinical status in multiple sclerosis. Biomark. Med. 8. doi:10.2217/
BMM.14.9

Sarkar, A., Mitra, S., Mehta, S., Raices, R., and Wewers, M. D. (2009). Monocyte
derived microvesicles deliver a cell death message via encapsulated caspase-1.
PLoS ONE 4:€7140. doi:10.1371/journal.pone.0007140

Sbai, O., Ould-Yahoui, A., Ferhat, L., Gueye, Y., Bernard, A., Charrat, E., et al. (2010).
Differential vesicular distribution and trafficking of MMP-2, MMP-9, and their
inhibitors in astrocytes. Glia 58, 344-366. doi:10.1002/glia.20927

Selewski, D. T., Shah, G. V., Segal, B. M., Rajdev, P. A., and Mukherji, S. K. (2010).
Natalizumab (Tysabri). Am. J. Neuroradiol. 31, 1588-1590. doi:10.3174/ajnr.
A2226

Sheremata, W, Jy, W., Horstman, L., Ahn, Y., Alexander, J. S., and Minagar, A. (2008).
Evidence of platelet activation in multiple sclerosis. J. Neuroinflammation 5, 27.
doi:10.1186/1742-2094-5-27

Sheremata, W. A, Jy, W., Delgado, S., Minagar, A., McLarty, J., and Ahn, Y. (2006).
Interferon-betala reduces plasma CD31+ endothelial microparticles (CD31+
EMP) in multiple sclerosis. J. Neuroinflammation 3,23. doi:10.1186/1742-2094-
3-23

Smalheiser, N. R. (2009). Do neural cells communicate with endothelial cells
via secretory exosomes and microvesicles? Cardiovasc. Psychiatry Neurol. 2009,
383086. doi:10.1155/2009/383086

Street, J. M., Barran, P. E., Mackay, C. L., Weidt, S., Balmforth, C., Walsh, T. S.,
etal. (2012). Identification and proteomic profiling of exosomes in human cere-
brospinal fluid. J. Transl. Med. 10, 5. doi:10.1186/1479-5876-10-5

Théry, C., Ostrowski, M., and Segura, E. (2009). Membrane vesicles as conveyors of
immune responses. Nat. Rev. Immunol. 9, 581-593. doi:10.1038/nri2567

van der Vos, K. E., Balaj, L., Skog, J., and Breakefield, X. O. (2011). Brain tumor
microvesicles: insights into intercellular communication in the nervous system.
Cell. Mol. Neurobiol. 31, 949-959. doi:10.1007/s10571-011-9697-y

Verderio, C., Muzio, L., Turola, E., Bergami, A., Novellino, L., Ruffini, F, et al. (2012).
Myeloid microvesicles are a marker and therapeutic target for neuroinflamma-
tion. Ann. Neurol. 72, 610-624. doi:10.1002/ana.23627

Waldenstrom, A., Gennebick, N., Hellman, U., and Ronquist, G. (2012). Cardiomy-
ocyte microvesicles contain DNA/RNA and convey biological messages to target
cells. PLoS ONE 7:¢34653. doi:10.1371/journal.pone.0034653

Frontiers in Cellular Neuroscience

www.frontiersin.org

March 2014 | Volume 8 | Article 100 | 8


http://dx.doi.org/10.1007/s00281-010-0228-6
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2012.00119
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2012.00119
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1001604
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pbio.1001604
http://dx.doi.org/10.1016/j.jneuroim.2010.09.010
http://dx.doi.org/10.1016/j.surneu.2008.12.016
http://dx.doi.org/10.1191/1352458505ms1184oa
http://dx.doi.org/10.1038/cdd.2013.180
http://dx.doi.org/10.2741/1466
http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.07.011
http://dx.doi.org/10.1111/j.1538-7836.2011.04610.x
http://dx.doi.org/10.3324/haematol.2012.066167
http://dx.doi.org/10.3324/haematol.2012.066167
http://dx.doi.org/10.3389/fphys.2012.00228
http://dx.doi.org/10.1016/S0140-6736(00)04867-4
http://dx.doi.org/10.1186/1742-2094-8-43
http://dx.doi.org/10.1097/00019052-199906000-00010
http://dx.doi.org/10.1097/00019052-199906000-00010
http://dx.doi.org/10.1242/jcs.02439
http://dx.doi.org/10.1161/CIRCRESAHA.110.226456
http://dx.doi.org/10.1038/ni1507
http://dx.doi.org/10.1212/WNL.56.10.1319
http://dx.doi.org/10.1080/714007544
http://dx.doi.org/10.1179/1743132812Y.0000000072
http://dx.doi.org/10.1016/j.schres.2012.10.030
http://dx.doi.org/10.1097/TA.0b013e31816493ad
http://dx.doi.org/10.1097/TA.0b013e31816493ad
http://dx.doi.org/10.1089/neu.2012.2596
http://dx.doi.org/10.1002/ana.22366
http://dx.doi.org/10.1016/j.jneuroim.2013.10.014
http://dx.doi.org/10.1111/j.1538-7836.2008.03200.x
http://dx.doi.org/10.1111/j.1538-7836.2008.03200.x
http://dx.doi.org/10.2217/BMM.14.9
http://dx.doi.org/10.2217/BMM.14.9
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0007140
http://dx.doi.org/10.1002/glia.20927
http://dx.doi.org/10.3174/ajnr.A2226
http://dx.doi.org/10.3174/ajnr.A2226
http://dx.doi.org/10.1186/1742-2094-5-27
http://dx.doi.org/10.1186/1742-2094-3-23
http://dx.doi.org/10.1186/1742-2094-3-23
http://dx.doi.org/10.1155/2009/383086
http://dx.doi.org/10.1186/1479-5876-10-5
http://dx.doi.org/10.1038/nri2567
http://dx.doi.org/10.1007/s10571-011-9697-y
http://dx.doi.org/10.1002/ana.23627
http://dx.doi.org/10.1371/journal.pone.0034653
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience/archive

Séenz-Cuesta et al.

Extracellular vesicles in multiple sclerosis

Williams, J. L., Gatson, N. N., Smith, K. M., Almad, A., McTigue, D. M., and Whitacre,
C. C. (2013). Serum exosomes in pregnancy-associated immune modulation
and neuroprotection during CNS autoimmunity. Clin. Immunol. 149, 236-243.
d0i:10.1016/j.clim.2013.04.005

Witwer, K., Buzds, E., Bemis, L., Bora, A., Lisser, C., Lotvall, J., et al. (2013). Stan-
dardization of sample collection, isolation and analysis methods in extracellular
vesicle research. J. Extracell. Vesicles 2, 20360. doi:10.3402/jev.v2i0.20360

Conflict of Interest Statement: The authors declare that the research was conducted
in the absence of any commercial or financial relationships that could be construed
as a potential conflict of interest.

Received: 22 January 2014; accepted: 17 March 2014; published online: 28 March 2014.
Citation: Sdenz-Cuesta M, Osorio-Querejeta I and Otaegui D (2014) Extracellular
vesicles in multiple sclerosis: what are they telling us? Front. Cell. Neurosci. 8:100. doi:
10.3389/fncel.2014.00100

This article was submitted to the journal Frontiers in Cellular Neuroscience.
Copyright © 2014 Sdenz-Cuesta, Osorio-Querejeta and Otaegui. This is an open-access
article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution License (CC
BY). The use, distribution or reproduction in other forums is permitted, provided the
original author(s) or licensor are credited and that the original publication in this
journal is cited, in accordance with accepted academic practice. No use, distribution or
reproduction is permitted which does not comply with these terms.

Frontiers in Cellular Neuroscience

www.frontiersin.org

March 2014 | Volume 8 | Article 100 | 9


http://dx.doi.org/10.1016/j.clim.2013.04.005
http://dx.doi.org/10.3402/jev.v2i0.20360
http://dx.doi.org/10.3389/fncel.2014.00100
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://creativecommons.org/licenses/by/3.0/
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience
http://www.frontiersin.org
http://www.frontiersin.org/Cellular_Neuroscience/archive

{frontiers in
IMMUNOLOGY

METHODS ARTICLE
published: 13 February 2015
doi: 10.3389/fimmu.2015.00050

Methods for extracellular vesicles isolation in a hospital

setting

Matias Saenz-Cuesta'?, Ander Arbelaiz®*#, Amaia Oregi’, Haritz Irizar'?, Iiaki Osorio-Querejeta’?,
Maider Munoz-Culla'?, Jesus M. Banales®**°%7, Juan M. Falcon-Pérez%%%, Javier Olascoaga'*° and

David Otaegui™?*

" Multiple Sclerosis Unit, Neuroscience Area, Biodonostia Health Research Institute, San Sebastian, Spain

2 Spanish Network on Multiple Sclerosis, Madrid, Spain

3 Department of Liver and Gastrointestinal Diseases, Biodonostia Health Research Institute, Donostia University Hospital, San Sebastian, Spain
4 University of the Basque Country, San Sebastian, Spain

® National Institute for the Study of Liver and Gastrointestinal Diseases (CIBERehd, Instituto de Salud Carlos Ill), Madrid, Spain

% |kerbasque - Basque Foundation for Science, Bilbao, Spain

7 Asociacion Espanola Contra el Cancer, Madrid, Spain

8 Metabolomics Unit, CIC bioGUNE, Derio, Spain

9 Department of Neurology, Donostia University Hospital, San Sebastian, Spain

Edited by:
Masaaki Murakami, Hokkaido
University, Japan

Reviewed by:

Daisuke Kamimura, Hokkaido
University, Japan

Yasunobu Arima, Osaka University,
Japan

*Correspondence:

David Otaegui, Multiple Sclerosis
Unit, Neuroscience Area, Biodonostia
Health Research Institute, Dr.
Begiristain s/n, San Sebastian 20014,
Spain

e-mail: david.otaegui@
biodonostia.org

INTRODUCTION

The research in extracellular vesicles (EVs) has been rising during the last decade. However,
there is no clear consensus on the most accurate protocol to isolate and analyze them.
Besides, most of the current protocols are difficult to implement in a hospital setting due to
being very time-consuming or to requirements of specific infrastructure. Thus, our aimis to
compare five different protocols (comprising two different medium-speed differential cen-
trifugation protocols; commercially polymeric precipitation — exoquick — acid precipitation;
and ultracentrifugation) for blood and urine samples to determine the most suitable one
for the isolation of EVs. Nanoparticle tracking analysis, flow cytometry, western blot (WB),
electronic microscopy, and spectrophotometry were used to characterize basic aspects
of EVs such as concentration, size distribution, cell-origin and transmembrane markers,
and RNA concentration. The highest EV concentrations were obtained using the exoquick
protocol, followed by both differential centrifugation protocols, while the ultracentrifuga-
tion and acid-precipitation protocols yielded considerably lower EV concentrations. The five
protocols isolated EVs of similar characteristics regarding markers and RNA concentration;
however, standard protocol recovered only small EVs. EV isolated with exoquick presented
difficult to be analyzed with WB. The RNA concentrations obtained from urine-derived EVs
were similar to those obtained from blood-derived ones, despite the urine EV concentra-
tion being 10-20 times lower. We consider that a medium-speed differential centrifugation
could be suitable to be applied in a hospital setting as it requires the simplest infrastructure
and recovers higher concentration of EV than standard protocol. A workflow from sampling
to characterization of EVs is proposed.

Keywords: extracellular vesicles, protocol standardization, clinical application, nanoparticle tracking analysis,
flow cytometry, translational research, urine

and the clinical setting where the new biological information

Extracellular vesicles (EVs) are membrane-bound particles shed
from almost all cell types, carrying components from the cell
donor such as lipids, proteins, RNA, glycolipids, and metabolites
(1). It has been suggested that they play several biological roles
like, for example, antigen presentation without cell contact (2),
microenvironment modification, and distant cell education (3),
roles that have been encompassed under the term “cell-to-cell
contact-free communication”. In turn, their biological functions
have been related to many pathophysiological processes, the most
studied being cancer (4), immune-mediated diseases (5), and
cardiovascular disorders (6).

A widespread concern in the biomedical research community is
the gap between the basic research carried out in the laboratories

should have a direct impact. Many researchers have directed their
efforts toward bridging that gap and look for ways to trans-
late lab findings into clinical solutions, emerging therefore the
translational research. The translational research on EVs is not
foreign to this goal: the current knowledge about EVs, mostly
developed in vitro, has been proposed to be applied in a daily hos-
pital routine giving answers to specific health queries (7-13). This
possible application ranges from diagnostic to therapeutic objec-
tives, including disease monitoring and the search of prognostic
biomarkers, among others. But are the hospitals technologically
prepared to employ EVs studies routinely?

The main steps for studying EVs and applying the results
involve sampling (blood, urine, saliva, cerebrospinal fluid, joint
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fluid, breast milk, ascitic fluid, etc.) and isolation, to be afterward
characterized and analyzed their cargo and, finally, give a poten-
tial clinical interpretation and application. Concerning the first
steps, sampling and pre-analytical parameters have been widely
studied and are close to reach a consensus (14, 15). However,
isolation is still a critical step due to several reasons. First, the
methods to isolate EVs are currently highly diverse [reviewed by
Momen-Heravi et al. (16) and Witwer et al. (17)] and depending
on which one is employed, the results can be considerably differ-
ent, even having started from the same sample. At the moment,
most of them are based on EV density, including differential
centrifugation steps from low speeds (1,500 x g) to ultracentrifu-
gation (>100,000 x g), combined or not with density gradient
and/or filtration. Precipitation using polymers and immunoaffin-
ity agglutination are also widely used. Recently, the size-exclusion
chromatography (18) and chip devices (19) have been added to the
rest of methods. All of them, either by themselves or in combina-
tion, yield a solution enriched in EVs in different extents. Finally,
depending on several factors such as time consumption, cost,
friendly use, and reproducibility, these methods are or not able
to be applied in a daily clinical routine. Despite lots of important
works shedding light on this field, there is still a lack of consen-
sus (20) evidencing the urgent need of standardized protocols
appropriate for hospitals.

Considering the problems and needs regarding the use of EVs
in a clinical setting, we established the following objectives for the

present study: to compare several protocols for EVs isolation and
to analyze which of them could be the most suitable one to be used
in daily clinical setting.

MATERIAL AND METHODS

Blood and urine are the most widely used samples in a hospi-
tal setting, as they provide useful information and they are easy
to obtain with minimally invasive techniques. Thus, we decided
to isolate EVs from these biofluids as the starting point for EV
isolation.

Samples were collected from 10 healthy individuals (5 males
and 5 females; average age = 37 & 8 years old) and stored according
to the criteria of the Donostia node of the Basque Biobank. All sub-
jects gave written informed consent and the study was approved
by the Hospital Ethics Committee.

Donors underwent a questionnaire about recent exercising
(within the last hour), drugs/medication intake, ovulatory cycle,
acute illness, and sleeping hours.

The workflow followed in the present work is summarized in
Figure 1.

BLOOD

Peripheral blood samples were collected at the Donostia University
Hospital at 8:30 a.m. on fasting and were processed separately
(without pooling them) within the first hour. After discarding the
first milliliter, blood collection was done by venipuncture with a

Blood tubes:
* EDTA
* citrate
e serum

10 healthy controls

N
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urine
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FIGURE 1 | Comparison of five protocols for EVs isolation. Blood and urine samples were isolated with five different protocols (see Table 1 for more details)
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21-gage needleina 10-ml EDTA tube, a 3.8-ml citrate tube,and a 8-
ml serum tube [Vacutainer, Becton Dickinson (BD)], kept upright
and centrifuged at 2,500 x g during 15 min. The supernatant was
recovered to obtain platelet-poor plasma (PPP) or platelet-poor
serum, being these samples the starting point for all the protocols.
Besides, additional blood samples were collected in EDTA and
serum tubes to perform a hemogram and obtain protein and lipid
profiles in the core laboratory of the Hospital. The parameters
tested are shown in Table 1.

Although we collected plasma and serum from peripheral
blood, the present work is focused on plasma. In this sense, we
are going to refer only to plasma in all the sections of “Materials
and Methods” for the sake of simplicity. The results and discus-
sion of blood-derived EVs will be also centered on plasma and
only relevant results will be presented in the case of serum.

URINE

Sixty milliliter-first void of the day was collected in aseptic condi-
tions by each individual at home, kept at 4°C until their processing
with an average time of 2.7 h between collection and processing.
Ten milliliters were sent to the core laboratory for the analysis
of the most common urine parameters (Table 1). The rest was
aliquoted in five tubes of 10 ml and centrifuged at 2,500 x g for
15 min in order to obtain cell-free urine (CFU).

EV isolation protocols
The protocols described below are summarized in Table 2.

Centri2500. This method is based on the protocol published by
Lacroix and colleagues (14). Briefly, 1.3 ml of PPP or 9.5ml of
CFU obtained at the first centrifugation are centrifuged again at
2,500 x g during 15 min to get 1 ml of platelet-free plasma (PFP)
or 9ml of debris-free urine (DFU). Both PFP and DFU sam-
ples were stored at —80°C for later use. When needed, samples

Table 1 | Lab parameters analyzed in blood and urine samples.

Blood Creatinine (mg/dl) 0.9+0.3
Total cholesterol (mg/dl) 184.9+377
HDL (mg/dl) 69.9+14.1
Triglycerides (mg/dl) 65.7+£20.1
LDL (mg/dl) 101.9+375
Total proteins (g/dl) 72+0.6
Albumin (g/dl) 43+0.3
Hematocrit (%) 417+£34
Leukocyte (10e3/.l) 70+£25
Platelet count (10e3/pl) 238.7+£56.7
Lymphocyte count (10e3/ul) 1.9+0.5

Urine Density (g/l) 1019.4+77
pH 6.0+0.9
Glomerular filtrate (mL/min/1.73 m?) 84.3+15.5
Erythrocyte count (ery./ul) Negative
Leukocyte count (leu./ul) Negative
Epithelial cell count (cells/ul) Negative

Values represent the mean+ SD from the 10 healthy controls.

were thawed on ice and centrifuged once again at 20,000 x g dur-
ing 20 min to pellet the EVs, discarding 900 .l of supernatant,
following the protocols described by Ashcroft and colleagues (21)
and Jayachandran and colleagues (22). The pellet containing the
EVs was resuspended in 100 pl of PBS (GIBCO, Life Technologies)
filtered twice through a 0.22 pm-pore filter.

Centril3000. This method is based on the protocol published by
Dey-Hazra and colleagues (23) and Dignat-George and colleagues
(24). In brief, it is a modification of the previous method where
the second centrifugation performed on the 1.3 ml of PPP was
done at 13,000 during 2 min to obtain PFP or DFU. The rest of the
protocol was the same as the previous one. To note, this protocol
was not performed for urine samples.

Exoquick. The basis for this method lays on the precipitation of
EVs using a commercial agglutinating agent and was performed
following the manufacturer’s instructions. In summary, 63 il or
2ml of exoquick TC (System Biosciences) were added either to
250 ul of PPP or to 9.5ml of CFU, respectively, and the mix
was incubated overnight at 4°C with no rotation. Then, two cen-
trifugation steps were performed at 1,500 x g for 30 and 5 min,
respectively, to sediment the EVs and the pellet was resuspended
in 200 pl of PBS. It needs to be noted that, although the first ver-
sions of the manufacturer’s instructions included a filtering step
using a 0.45 pm-pore filter, it was removed in the latest version
and, thus, it has not been included in our protocol.

Salting out. This method has been adapted from the proto-
col recently published by Brownlee and colleagues (25) and it is
based on the precipitation of EVs through an aggregate of sodium
acetate 1 M, ph 4.75. A centrifugation was performed on 1.3 ml
of PPP or 9.5ml of DFU at 13,000 x g for 30 min; we collected
the supernatant (1 ml of PPP or 9ml of DFU), added sodium
acetate (dilution 1/10), and incubated on ice for 60 min and, sub-
sequently at 37°C for 5 min. The dilution was then centrifuged at
5,000 x g during 10 min and the resulting pellet was washed with

Table 2 | EV isolation methods compared in this work.

Method Isolation principle Steps

Centri2500 Differential centrifugation 2500 x g 15" x 2+420,000 x g

20’ to pellet the EVs

2500 x g 15"+ 13,000 x g
2’ 420,000 x g 20’ to pellet
the EVs

Centri13000 Differential centrifugation

Exoquick Agglutination—precipitation 2500 x g 15’ 4 agglutination
with exoquick + 1500 x g 30

and 5’ to pellet the EVs

2500 x g 15"+ 13000 x g

30’ + acid precipitation +

5000 x g 10’ to pellet the EVs
2500 x g 15" 4 0.22-pum filter +
10,000 x g 30"+ 1,00,000 x g
75’ to pellet the EVs

Salting out  Precipitation

Standard Differential centrifugation —
size filtration —

ultracentrifugation
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a buffer with sodium acetate at 0.1 M to be finally resuspended in
200l of PBS.

Standard. This is the method considered as the standard isola-
tion protocol nowadays (26). The starting point was 1.3 ml of PPP
or 9.5 ml of CFU that were filtered through a 0.22 pm-pore filter
and centrifuged at 10,000 x g during 30 min to obtain either PFP
or DFU. These were ultracentrifuged at 100,000 x g in an Optima
MAX tabletop centrifuge (Beckman Coulter) during 75 min. The
resulting EV pellet was resuspended in 200 pl of filtered PBS.

EV detection and characterization methods

Nanoparticle tracking analysis. The size distribution and con-
centration of EVs were measured using a NanoSight LM10
machine (NanoSight). All the parameters of the analysis were set
at the same values for all samples and 1 min-long videos were
recorded in all cases. Background was measured by testing filtered
PBS, which revealed no signal. The EVs obtained from PFP (5 pl)
were diluted with filtered PBS to 1:150 and the ones obtained from
DFU (5 pl) to 1:50. For each sample, two measurements were per-
formed. It is necessary for a minimum of 200 tracks (movements
of single particles recorded by a camera) to obtain valid results.
The following parameters were measured: the mean and mode of
the size distribution and the concentration of EVs (27).

Flow cytometry. The labeling and gating of EVs were performed
as described by Sdenz-Cuesta and colleagues (28). Briefly, 4 ul
of CD61-PE (Cytgonos) or CD45-PE (BD) monoclonal antibod-
ies were mixed with 40 1 of resuspended EVs and incubated for
20 min. Next, labeled EVs were washed once with 300 L1 of filtered
PBS, resuspended in further 200 pl of filtered PBS and acquired
at low rate in a FACS Canto II flow cytometer (BD). Side and
forward scatter were measured on a logarithmic scale with the
threshold set at 300 for each parameter to avoid instrument noise
(background signal). Then, the lower limit was defined with the
exclusion of background noise given by the signal of PBS filtered
twice. To define the upper limit of the total MP gate, 1-jum non-
labeled polystyrene latex beads were used (Sigma-Aldrich). The
events that appeared in this region were included in the total
EV count and were further analyzed for specific labeling (posi-
tive for PE marker). We defined CD61+ EVs as platelet-derived
EVs (PEV) and CD45+ EVs as leukocyte-derived EVs (LEV). The
total and cellular origin-specific EV concentrations were obtained
using Trucount™ tubes [BD; Ref. (28)].

Western blot. Primary CD133 (Miltenyi Biotec S. L) and CD63
(Santa Cruz Biotechnology, Inc.) antibodies were used to study
specific EV transmembrane markers. Mouse and rabbit HRP-
conjugated antibodies (Cell Signaling) were employed as sec-
ondary antibodies. All protein procedures were done at non-
reducing conditions. Samples (10 il of PBS-resuspended EVs)
were incubated at 95°C for 5 min, separated in SDS polyacrilamide
gels, and transferred to nitrocellulose membranes (GE Health-
care). Membranes were blocked for 1 h at room temperature with
5% milk (w/v) in TBS solution with 0.1% Tween-20 (T-TBS) and
incubated in the same solution with primary antibodies overnight
at 4°C. Primary antibodies were washed with the T-TBS solution

and incubation with secondary HRP-conjugated antibodies was
performed at room temperature for 1 h in the same solution used
for the primary antibodies. After washing with T-TBS solution,
the HRP signal was detected by a chemiluminiscent reaction with
the SuperSignal West Dura Extended Duration Substrate (Thermo
Fisher Scientific, Inc.).

RNA isolation. A 185 pl-aliquot of resuspended EVs was used
to extract total RNA with the miRNeasy serum/plasma kit (Qia-
gen). RNA concentration was measured with the nanodrop 1000
spectrophotometer (Thermo Scientific).

Cryo-electron microscopy. The cryo-electron microscopy (EM)
was performed following the protocol used by Perez and colleagues
(29). Briefly, 10 ul of EV preparations were directly adsorbed
onto glow-discharged holey carbon grids (QUANTIFOIL Micro
Tools GmbH). Grids were blotted at 95% of humidity and rapidly
plunged into liquid ethane with the aid of VITROBOT (Maas-
tricht Instruments B). Vitrified samples were imaged at liquid
nitrogen temperature using a JEM-2200FS/CR transmission cryo-
electron microscope (JEOL) equipped with a field emission gun
and operated at an acceleration voltage of 200 kV.

Statistical analysis

The statistical analysis was performed with PASW Statistics v18.0
(SPSS Inc.). Kolmogorov—Smirnov and Shapiro-Wilk tests were
used to check normality of distributions. As all of the variables
were shown to follow a normal distribution, T-tests were applied
to assess differences between the groups. Pearson’s R correlations
were computed to explore the relations between lab parameters
and some EV parameters. Both differences between groups and
correlations between variables were considered significant when
p <0.05.

RESULTS

BLOOD

EV concentration

Extracellular vesicles concentration was measured using two inde-
pendent methods: nanoparticle tracking analysis (NTA) and con-
ventional flow cytometry (FC). It is to be noted that the lower
detection limits are different, being 50 nm for NTA (27) and
around 400 nm for FC (30).

Nanoparticle tracking analysis

When using NTA, the software requires a minimum of 200 tracks
during the capture time of the video. In the case of the samples
processed with the salting out and standard methods, only few of
them reached that minimum. This was critical for NTA analysis
causing a high variability on these samples (Figures 2A,E). The
exoquick method yielded higher EV concentration values than
any other method used. We obtained four times higher EV con-
centration with exoquick than with centri2500 (p =0.007) and
centril3000 (p =0.05) and 23 times higher concentration values
comparing to salting out (p=0.002) and standard (p=0.002)
methods (Figure 2A). No significant differences have been found
either between the EV concentrations obtained with the centri2500
and centril3000 methods, or between those yielded by the stan-
dard and the salting out methods. However, there are significant
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differences between these two groups of methods (Figure 2A)
obtaining a p value of <0.001 for both centri2500 vs. salting out
and standard and 0.002 and <0.001 for centril3000 vs. salting
out and standard respectively. Regarding the EVs isolated from
serum, they were obtained using the exoquick, centri13000, and
standard protocols and we have observed that, as it happens with
plasma, the exoquick method yields significantly higher EV con-
centrations than the other two methods. When we compared
serum and plasma considering all isolation methods, 3.4 times
higher EV concentrations have been observed for serum using
exoquick and 1.3 times higher ones when using centril13000, but
these comparison did not reach statistical significance (see Table
S1 in Supplementary Material).

Flow cytometry. Although the EV concentrations obtained using
FC were lower than those obtained by NTA, there was good corre-
lation between the concentration profiles yielded by each approach
when using the averages for each isolation method for the compari-
son (R=10.99; p < 0.001). Nevertheless, no significant correlations
were observed when performing the analysis for each isolation
method separately. Besides, significant differences were observed
between all isolation methods except for centri2500 vs. centril 3000
and salting out vs. standard (Figure 2B).

EV size

There is great similarity between the modes of EV size obtained
with the different isolation protocols ranging from 150 to 277 nm,
average of mode size: 228 nm (Figure 2C). In accordance to
these results, the EM images show EVs with a size between 100
and 200 nm (Figure 3A). Significant differences in size only exist
between the EVs isolated with the standard method when com-
pared to those obtained through the centri2500 and centri13000
methods, being the former the smallest of all at 158.7 nm. Besides,
the EM images of the EVs obtained with exoquick present sev-
eral filamentous aggregates and other globular structures not
considered EVs.

RNA concentration in EVs

Despite the salting out and the standard methods being the ones
that yield the lowest EV concentrations, the highest RNA concen-
trations have been obtained through these methods (19.5+5.7
and 23.6 & 8.2 ng/p], respectively), higher than with the centri2500
and centril 3000 methods (14.5 + 3.3 and 12.5 £ 4.5 ng/Ll, respec-
tively). It is remarkable that exoquick yields 18.1 & 6.0 ng/pl of
RNA, despite having isolated around 23 times more EVs than the
salting out and standard methods (Figure 2D).

Western blot
The detection of EV markers through western blot (WB) was used
as a confirmation of the presence of EVs in the solutions obtained
at the end of the isolation protocols. The objective was not to per-
form a detailed characterization of the markers, but to look for
differences in their detection between the different methods.
Great inter-method variability has been observed. Briefly, CD63
detection is better in EVs isolated from plasma than in those
obtained from serum. Among the plasma-derived EVs, CD133
showed better signal for centri2500 and centril3000 than for the

A
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FIGURE 3 | Characterization of EVs. (A) Two images of electronic
microscopy of EVs (pointed with red arrows) derived from plasma and
urine. Scale bar represents 100 nm. To note, in the image of urine-derived
EVs, it is observed contaminants not seen in the plasma-derived one.

(B) Western blot analysis using the specific EV markers CD133 and CD63.
In CD133 plasma samples, the specific bands are pointed with red arrows.
Positive control was performed with NHC-2 p10 cell line.

salting out and the standard protocols. The detection of CD133
was also worse in serum-derived sample than in plasma-derived
samples. Nonetheless, CD133 detection was better in urine-
derived EVs than in the samples obtained from blood (Figure 3B).
It is of note that the EVs isolated with exoquick could not be used
for WB marker analysis using plasma samples due to be impossible
to dissolve its pellet.

URINE

EV concentration

In the NTA analysis of the EVs isolated from urine, we have
observed that the concentrations were as low as the great majority
of the samples have not reached the minimum track-count. Thus,
once again the interpretation of NTA data from urine-derived EVs
was carried out with caution. Exoquick was the method that yields
the highest EV concentrations from urine using either NTA or FC,
followed by the standard protocol. The centri2500 and salting out
protocols yielded very similar concentrations. Figures 2E,F sum-
marizes the EV concentration results from the application of the
different protocols to urine as measured by NTA and FC, respec-
tively (for p values, please see Table S1 in Supplementary Material).
In summary, using both NTA and FC, we obtained a similar con-
centration profile to that of blood but with 10-20 times lower
concentrations.

EVs size
The modes of the size distributions obtained with the different
protocols were similar and, the average of these modes (207 nm)
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was similar to that achieved in blood samples (228 nm). As it hap-
pened with blood samples, the smaller EVs were isolated with the
standard method (162.5nm) comparing to the other protocols
(Figure 2G). The results of the size assessed by NTA were, once
again, consistent with the observations done using EM. In most of
these urine samples, the number of contaminating particles that
could not be considered EVs was higher than in blood (Figure 3A).

RNA concentration in EVs

Higher RNA concentrations were obtained from EVs isolated with
the standard (33 ng/\Ll) and salting out (25.9 ng/pl) methods and
even higher than the concentrations obtained from blood samples,
where the EV concentration was from 10 to 20 times higher than
in urine (Figure 2H).

Western blot

The EV samples isolated from urine using exoquick, in contrast
to the ones isolated from plasma, can be used for marker analysis
with WB (Figure 3B).

In brief, CD133 detection in urine-derived samples is better
with precipitant agents (exoquick and salting out methods) than
with centrifugation methods, although the standard shows bet-
ter results in urine and serum than in plasma. On the opposite,
CD63 signal is weak in urine-derived samples compared to that of
plasma- or serum-derived samples for all methods.

CORRELATION WITH LABORATORY PARAMETERS

We have also tested whether the EV concentration values obtained
with different methods and the different types of samples (plasma,
serum, or urine) could be reflected in some of the lab parameters
measured in blood and urine, especially the ones that are related
to the main components of EVs, i.e., lipids and proteins. Fur-
thermore, the analysis of these correlations would serve to test a
possible interference in EV quantification produced by these para-
meters, a phenomenon that has been previously described (31).

Interestingly, a significant correlation has been observed
between the concentration, as measured by NTA, of the EVs
isolated from plasma with the centril3000 method and the
total cholesterol (R =0.953; p=0.003) and LDL concentrations
(R=10.935; p=0.006) in blood. We have also detected a signifi-
cant correlation between the NTA-measured concentration of the
plasma-derived EVs isolated using the standard method and the
concentration of triglycerides in blood (R =0.789; p =0.007).

No significant correlation has been found between the concen-
trations of the EVs of specific cell-origins and the concentrations of
the respective source cells in blood. The concentrations of CD61+
(platelet origin) or CD45+ (leukocyte origin) EVs are plotted in
Figure S1 in Supplementary Material.

In regard to the EVs isolated from urine, the only significant
correlation we have observed is the one between the density of
urine and concentration of EVs, measured with both NTA and
FC, isolated with the salting out protocol (R = 0.841; p = 0.002 for
NTA and R = 1.000; p = > 0.001 for FC).

DISCUSSION

In the present work, we have studied and compared several widely
used methods for the isolation of EVs, including differential cen-
trifugation, agglutination, precipitation, and the one considered

the standard that includes ultracentrifugation (plus filter). All
methods under study can be applied using relatively simple tech-
nology, with the exception of ultracentrifugation, which must be
performed with an instrumentation that, even if it is easy to use,
is not usually found in most hospital laboratories. The election
of one or other method as the most suitable one to be used in a
hospital setting greatly depends on the goals to be reached with
the method, which could be, among others: to maximize the final
EV concentration, to obtain high levels of purity as measured by
markers and several classical characteristics of EVs, to select one of
the three fundamental types of EVs (exosomes, microvesicles, and
apoptotic bodies) or to get the less time and/or money consuming
protocol. We have set the first two as preferential aims, leaving the
rest out of the scope of this work.

ISOLATING EVs

We have observed that, besides being the method that can be imple-
mented most easily (it is quick and relies on very little technology),
exoquick is also the method that yields, in a statistically significant
manner, the highest concentration of EVs (as measured by NTA
and FC) compared to the other four isolation protocols. The EV
quantity is even higher when using serum as the starting sam-
ple. On top of that, to dissolve the pellet obtained using exoquick
from serum-derived samples is notably easier than plasma-derived
samples. Nonetheless, the considerably higher EV concentrations
obtained with exoquick (23 times higher than those obtained with
the standard protocol) could be linked to the aggregation and pre-
cipitation of other elements in suspension in the sample that are
not necessarily EVs; as it can be observed in the images obtained by
EM. Taylor and colleagues (32) demonstrated that using exoquick
more EVs are isolated than using ultracentrifugation (standard),
chromatography, and magnetic beads, and with a higher purity of
exosomal RNA and proteins. Our results only partially coincide
with the observations of Taylor and colleagues, as the RNA con-
centration we obtained with exoquick is lower than that yielded
by the standard method. In another study that compared the exo-
quick method with the standard method, the authors concluded
that a combination of these two methods is the protocol that yields
the highest EV counts, although exosomes of higher quality were
obtained combining the standard method with the sucrose density
gradient (33). Yet, Exoquick is the most expensive of the methods
used in the present work.

The differences in EV concentration between the two centrifu-
gation methods (centri2500 and centri13000) are not statistically
significant. The sole differences are that the cluster of EVs observed
by FC in the FSC/SSC dotplot shows less debris around in the case
of centri13000 and that the EVs isolated with this method also
show a stronger labeling of CD63 in WB. The conclusions reached
at the workshop of the Scientific and Standardization Commit-
tee of the International Society of Thrombosis and Hemostasis to
promote the use of these protocols (15) and aimed to reducing
the variability due to a resuspension of the pellet (24). Nonethe-
less, in our opinion, the main drawback of this proposal is that, as
the EVs are not concentrated in a pellet-like, we performed with
the final centrifugation at 20,000 x g, a pellet-washing step cannot
be introduced and EVs are maintained in dissolution along with
many other contaminating particles such as protein aggregates.
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Regarding size, very similar EV sizes have been obtained with
these two methods, even when measuring size on EM imagery.
These suggest that the second centrifugation is probably not that
critical and could vary, at least between 2,500 and 13,000 x g, with
the objective of eliminating cell debris. Moreover, these meth-
ods collect six times higher EV concentrations than the standard
protocols, what can be explained by the fact that they are less
restrictive methods. Finally, the technical requirements for the use
of these methods are usually met in most basic research labo-
ratories and they are considerably less time-consuming than the
standard method.

Ultracentrifugation is nowadays the “gold standard” method
for the isolation of EVs, fundamentally exosomes. With the aim
of finding alternative methods to this protocol, Brownlee and col-
leagues (25) have recently described a new method called salting
out, based on the precipitation of EVs using the aggregate of
acetic acid. In the present study, the salting out method yielded
the lowest EV concentrations when compared to the other proto-
cols, although showing similar values to those obtained with the
standard method as the authors of the aforementioned article also
pointed. It has to be noted, though, that Brownlee and colleagues
isolated EVs from cell culture supernatants and, thus, comparisons
with the present work must be done with caution.

Although out of the main objectives of this work, we have also
compared the EVs isolated from three different types of samples:
plasma, serum, and urine. We have observed that higher concen-
trations of EVs are obtained from serum than from plasma for all
methods, and 10-20 times more, depending on the method, when
comparing plasma with urine. As comparisons between serum
and plasma have been performed by other authors (34, 35), we
just present our results.

The EV size distributions that we have obtained with the exo-
quick, salting out, centri2500, and centril3000 methods are very
similar, being the EVs with a size below 200 nm the most abundant.
Nevertheless, a cluster of EVs can be observed with a size around
500-600 nm that could represent the population of microparti-
cles. On the contrary, the standard method isolates smaller EVs as
it uses a 0.22 wm-pore filter leaving out the bigger EVs (micropar-
ticles and apoptotic bodies). We agree with Jy and colleagues (36)
that the capacity of the first four methods to isolate the bigger EV's
can be useful when applying these protocols in clinical practice.

In the case of urine, very low EV concentrations have been
obtained with the five methods and, thus, we recommend not to
dilute or to dilute very little urine-derived samples before ana-
lyzing them by NTA, FC, and WB. Once again, exoquick was
the method that yields the highest concentrations according to
other authors’ results (37). Certainly, when using urine samples,
it would be of great consequence to avoid contaminating proteins
such as Tamm-Horsfall, which traps EVs but it can be removed
with the simple addition of dithiothreitol and heat (38). Further-
more, Rood et al. (18) suggest that the most effective method in
terms of purity for urine-derived EVs to undergo downstream
proteomic analysis is the combination of ultracentrifugation fol-
lowed by size-exclusion chromatography. The major disadvantage
of this protocol would be that it is time-consuming and it requires
of specific infrastructure that make it difficult to be compatible
with clinical applications.

DETECTING AND CHARACTERIZING EVs

During the processing, after the centrifugation at 20,000 x g for
20 min, a fine lipidic layer could be observed in some of the sam-
ples. This corresponded to a FC image with a higher EV density
(data not shown). Nevertheless, the presence of this layer did not
show correlation with NTA results. It is well known that the density
and size of the EVs can overlap with these of lipoproteins and this
can produce artifactual results in FC analyses (31). Besides, we have
found positive correlation between the LDL levels in blood and the
concentration of EVs obtained with several methods, which sug-
gests that, when isolating the EVs, some LDL particles are also
dragged and counted as EVs. One approach to measure the purity
of EVs is the EV/protein ratio (39), a method that is easy to use and
yield reproducible results. However, it remains out of the scope of
the present work.

The most widely used methods for the quantification of EVs are
NTA and FC. According to our data, the results yielded by these
two methods are not interchangeable, probably because the size
ranges that they can analyze are different. The correlation between
the two methods would be better studied using only the concen-
tration of EVs larger than 400 nm, as this is the minimum size
for the FC analysis. Nevertheless, we have looked for correlation
using concentration results for EVs larger than 400 nm in another
dataset (data not shown) and we have found none. Thus, we con-
sider that these two quantification methods do not exclude each
other but are complementary, as NTA gives more accurate counts
but FC allows the characterization of distinct cellular origins.

From the comparison of the methods that we have used to
study the size of EVs, we can conclude that, while the NTA, as it
allows to recover information from individual particles, allows to
obtain and compare size distributions, EM provides more robust
information on the characteristics of EVs but size distributions
cannot be obtained through EM imagery. Furthermore, NTA has
the advantage of performing a multiple analysis in few minutes.

Tetraspanins have been widely used as general markers of EVs;
however, during the last years, some works have provided evidence
that not all vesicles express them at the same levels suggesting that
different EV subsets could coexist in the same pellet (40,41). In the
case of urine-derived EVs, our results present low or undetectable
levels of CD63 except for those obtained with the standard pro-
tocol (Figure 3B). Both the previously described lack of CD63 in
urine-derived EVs larger than 100 nm (42) and its expression in
EVs obtained with the standard protocol (43, 44) are congruent
with our results. In the other hand, we found expression of CD133
with all the methods. In agreement with other authors, we con-
cluded that the presence of CD133+/CD63— EVs demonstrate the
recovery of the large ones that usually express this pattern of mark-
ers (45—47). Moreover, Bobrie and colleagues described the CD63
as a variable marker found only in a fraction of the sucrose gradi-
ent (40), which implies questioning the use of CD63 as a standard
EV marker (48). Finally, the expression of CD63 is susceptible to
SCORT regulation leading to the blockage of the budding of this
EV subset (49) and this mechanism could hypothetically be more
frequent in urine-derived EVs. Regarding to plasma-derived EVs,
the detection of the opposite pattern (CD133—/CD63+) in the
EVs obtained with standard protocol unravel the isolation of a
specific EV fraction, being probably only exosomes (46).
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FIGURE 4 | Continued

Patients visited during the morning in the hospital, preferentially on fasting,
undergo sample collection of 30 ml of blood (EDTA or citrate) and 50 ml of the
first void urine. Immediately, 15 ml of blood and 40 ml of urine are destined to
the EV isolation protocol to obtain a pellet and the rest 15 and 10 ml are sent
to the core laboratory to analyze biochemical parameters. The obtained EV
pellet resuspended in PBS could optionally be frozen at —80°C and continue
when required. Next, the detection/characterization of EV is divided in two
levels for quantification, size [nanoparticle tracking analysis (NTA)], and initial
characterization with flow cytometry (FC) followed by an extensive

description with western blot (WB) and electronic microscopy (EM).
Subsequently, the analysis of EV cargo with several omics platforms allows
the identification of specific compounds carried by EVs. EVs detection and
their cargo analysis could optionally be referenced, at least during the initial
setting of this workflow, to an expert EV laboratory in order to provide a
validation of the results and pass a quality control test. Finally, the detected
molecules are interpreted in the whole context of the patient with the aim of
identifying biomarkers or a target for a putative therapy. The results provided
by the study of EV are applied back to the patient improving the diagnosis or
course of the disease.

Regarding the RNA concentrations yielded by the different EV
isolation methods, we have observed great variability. Although
Taylor and colleagues conclude that exoquick isolates more than,
among other methods, ultracentrifugation (32), we have observed,
unexpectedly, that the RNA concentrations obtained with the dif-
ferent methods are very similar, despite the notable differences in
EV concentrations. Surprisingly, high RNA concentrations were
obtained from urine (especially when using the salting out and
standard methods), concentrations similar to or even higher than
those obtained from plasma and serum, regardless of EV concen-
trations being between 10 and 20 times lower. These results lead
us to think that, as we have not used RNAses, we are measuring
the concentration not only of the RNA contained in the EVs but
of the free RNA. In a position paper of the International Society of
Extracellular Vesicles, the authors suggest that the use of RNAses
only removes the free RNA not specifically bound to EVs, while
their use in combination with proteases also removes the nucle-
oproteic complexes (50). In any case, if the final objective is to
use the RNA as a source of potential biomarker, we believe that it
would be useful to preserve not only the RNA inside the EVs but
the RNA stuck to their membrane.

EVs FROM BENCH TO BEDSIDE
The importance of the study of EVs in a hospital setting to com-
plement the diagnosis and prognosis of several diseases has been
well demonstrated (51-53). Moreover, their application in ther-
apeutic approaches has already been tested in clinical trials with
promising results (54). Nonetheless, we believe that the workflows
from the collection of the samples aimed at the isolation, process-
ing, and characterization of EVs to yield significant results to be
applied on patients need to be urgently standardized. Specifically,
the different isolation method can yield different types of EVs and,
thus, omics studies performed on them could give incomparable
results. Besides, not all methods are applicable in a hospital setting.
With aim of contributing to this debate and in accordance to
the results of the present work, we consider that the centri13000
method is the most suitable one to be used in a hospital setting
as (a) it requires a simple infrastructure (and does not require
ultracentrifuge) that is available in any general laboratory, (b) iso-
lates EVs with similar characteristics to the ones isolated with the
standard method but in higher concentrations, (c) it recovers not
only small EVs as standard does but also the largest, and (d) in
analysis with FC and WB showed less contamination when com-
paring with centri2500. We concur with Deun and colleagues (55)
in that it is necessary for a validation of the isolation procedure
and we propose that this validation could be carried out in referent

laboratories lead by group with great expertise in the study of EVs.
The results obtained in the hospital setting should be compared
to those obtained by the reference lab to assure a quality control.
On the other, for the posterior detection and characterization of
EVs, we recommend to analyze them with at least one quantifica-
tion method (NTA or FC) and one characterization method (WB,
EM, or FC) as they provide complementary information. Figure 4
summarizes a proposed workflow based on the discussion above.

To conclude, the isolation of EVs, at least for plasma-derived
ones, through differential centrifugation at medium speed (cen-
tri13000) and their posterior analysis with at least one quantifi-
cation method (NTA, for example) and another characterization
method (FC or WB, for example) could fit in a workflow that goes
from the patient to lab and all the way back to the patient and
would contribute to face several health problems.
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Cells employ several modes of communication, from direct contact to paracrine signaling. Under-
standing what they are whispering one to another has long been a goal for immunologists. In this
scenario, the potential of a newly discovered way of sending specific messages between cell types,
extracellular vesicles (EVs), has started a revolution in the field.

During recent years, research on EVs has provided new insights into the pathophysiology of
several diseases. EVs are membrane-bound particles secreted by almost all cell types. Depending
on their biogenesis and size, they include exosomes, microparticles/microvesicles, and apoptotic
bodies (1). Characteristically, EVs carry markers from the source cell membrane and contain
genetic material, lipids, and proteins. They are known to play a role in cell-to-cell commu-
nication and to produce genotypic and phenotypic modifications in the target cell including
antigen presentation, apoptosis induction, cellular activation, and differentiation (2). In partic-
ular, elevated concentrations of EVs have been found in many diseases including cancer (3),
and autoimmune (4) and cardiovascular diseases (5). Most research on EVs is focused on their
characterization, identifying mechanisms of action, and their potential use as biomarkers, with
some studies investigating therapeutic applications. In relation to the promising results obtained
in the EV field; however, there are some technical issues concerning standardization to be
resolved and these are being addressed by researchers. Further, even though EVs have a growing
future as biomarkers, drug delivery systems, or therapeutic targets, there remain milestones to be
achieved on the path to their clinical application. This research topic aims to provide a forum
for the discussion of current and novel clinical applications of EVs, opening new avenues in this
field.

We focus the topic on two closely related fields where EV's have produced the most impact, namely,
cancer and immunology. First, de Toro et al. have summarized the current roles of EVs in physio-
logical and pathological and physiological states, including neurodegenerative, cardiovascular, and
immune diseases (6). They conclude with an interesting section on the potential applications of EV's
in diagnosis and therapy.

In relation to cancer, Benito-Martin et al. have reviewed the functions of innate immune-derived
EVs in relation to modification of microenvironment and the control of tumor progression (7). The
authors also provide a detailed description of the role of EVs derived from innate immune cells in
specific cancers (colorectal cancer, osteosarcoma, neuroblastoma, and neurofibromatosis-1-related
tumors). They point to the lack of information on these EVs under physiological conditions.

The proposal suggested by Carvalho and Oliveira is the use of EVs as a “liquid biopsy” overcoming
the limited information provided by a single fragment of a tumor (8). They also assert that EVs
may be circulating biomarkers with a potential role in the detection of the early stages of cancer.
However, they note that the identification of EVs and characterization of their cargo should be
carefully analyzed depending on whether they have been isolated in a human cancer sample or in a
cancer cell-line culture. Finally, they propose a longitudinal approach involving the sampling of EV's
over the course of a disease.
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Novel clinical applications of EVs

Moving specifically to the biomarker area, Gdmez-Valero et al.
have conducted a comprehensive review of urine-derived EV can-
didates for monitoring kidney diseases (9). These authors affirm
that urinary EVs reflect the state of urinary system; however,
depending on the isolation protocol used, published data are not
always comparable. In relation to this, they detail current and
some novel methods for isolating EVs from urine and provide a
clear review of urinary EV biomarkers by type of kidney disease.
They also stress the urgent need for a consensus on methods and
for these to then be applied to larger cohorts.

In an attempt to respond to the aforementioned suggestion,
Sédenz-Cuesta et al. have compared five different EV isolation
protocols (including the standard ultracentrifugation approach),
starting with blood and urine samples as these are the most
readily available, and several types of analysis (flow cytometry,
nanoparticle tracking analysis, and electronic microscopy, among
others) (10). The authors propose an interesting workflow for the
study of EV's in a hospital setting, taking into account the facilities
of a non-specialized core laboratory and based on an easy and
quick medium-speed centrifugation protocol.

The application of the study of EVs in a daily clinical setting
requires suitable technologies and quality controls that could be
managed by the hospital itself or delegated to specific facilities.
Regarding the facilities provided by culture platforms, Aiastui
posit that they should offer a basic level of quality control for the
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During the last years, the research on
extracellular vesicles (EVs) has raised
giving new insights into pathophysiology
of several diseases. EVs are membrane-
bound particles secreted by almost all cell
types. Depending on their biogenesis

and size they include exosomes,
microparticles / microvesicles and
apoptotic bodies. Characteristically,

EVs carry markers from the source

cell membrane and contain genetic
material, lipids and proteins inside. They
are known to play a role in cell-to-cell

An electron microscopy image of an EV cluster communication and to produce genotypic
obtained from peripheral blood. and phenotypic modifications in the
target cell including: antigen presentation,
apoptosis induction, cellular activation,
inhibition or differentiation. In particular, increasing concentrations of EVs have been found
in many diseases such as cancer, autoimmune and cardiovascular diseases, among others.
Most of the studies in EV's are focused on the characterization of EVs compounds, identifying
mechanism of action, their potential use as biomarkers, and few of them investigate a
therapeutic usage. However, there are some issues to be achieved on the path to their clinical
application. This research topic offers a common place to discuss current and novel clinical
applications of EVs pointing on future directions. We encouraged the submission of original
articles, reviews, hypothesis, controversies, future perspectives and personal viewpoints on the
following topics of interest, but not limited to:

Image by Matias Sdenz-Cuesta.

+ Contribution of EVs to better understand the pathology of immunological diseases.
+ Standardization of isolation and quantification protocols in the daily clinical practice.




* Possible applications of EVs as clinical biomarkers (diagnostic, prognostic and evolution

marker).
*+ Therapeutic role of EVs being vehicles of specific cargo: current clinical trials?

*  Novel immunological functions of EVs.

Citation: Matias Sdenz-Cuesta, David Otaegui and Maria Mittelbrunn, eds. (2015). Novel clinical
applications of extracellular vesicles. Lausanne: Frontiers Media. doi: 10.3389/978-2-88919-645-6

Frontiers in Immunciogy 3 August 2015 | Nowel clinical apphcations of exiracallular vesicles





