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VESICULAS EXTRACELULARES Y SU POTENCIAL APLICACION EN LA CLINICA DE LAS

ENFERMEDADES NEURODEGENERATIVAS

ISABIAL

RESUMEN

Las vesiculas extracelulares (EVs) son
nanoparticulas secretadas por la mayoria
de las células, constituidas por una bicapa
lipidica que contienen proteinas, lipidos y
acidos nucleicos especificos de las células
de origen [1]. Las diversas especies de
vesiculas extracelulares difieren en su
origen (exosomas y microvesiculas) y tipo
celular (neuronal, astroglial, microglial u
oligodendroglial), contemplandose varios
tipos de EVs que pueden tener diferentes
funciones [2]. Las EVs constituyen un
material clave en el estudio de las
enfermedades neurodegenerativas ya que
en neuronas con patologia endosomal
contribuyen a reducir la acumulacion de
material téxico intracelular [31,
transportan proteinas con tendencia a
agregarse de manera patolégica [4],
tienen la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica [5] alcanzando la
periferia desde donde pueden aisladas y
proporcionar informacion sobre el estado
fisiopatologico de las células cerebrales.

Partiendo de la hipdtesis central de
que los niveles de EVs y/o su contenido en
el cerebro difieren entre pacientes de una
enfermedad neurodegenerativa concreta y
controles, el estudio de diferentes
subtipos de EVs en cerebros post-mortem
de pacientes permitira la identificacion de
firmas especificas de la enfermedad. Estas
firmas pueden encontrarse también en EVs
presentes en liquido cefalorraquideo (LCR)
y en el torrente sanguineo y actuar como

marcadores subrogados de patologia
cerebral.
La identificacion de firmas

moleculares en EVs presentes en la

periferia permitira la mejora del
diagnostico 'y pronostico de las
enfermedades que cursan con

neurodegeneracion, asi como el desarrollo
de estrategias donde las EVs sean el
material utilizado para evaluar la eficacia
de las intervenciones terapéuticas
(ensayos clinicos).
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PROYECTO AT A GLANCE: EVs EN LA ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)
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APROXIMACION EXPERIMENTAL APLICABLE A OTRAS ENFERMEDADES QUE CURSAN CON NEURODEGENERACION!

METODOS

* Aislamiento de EVs de tejido cerebral congelado post-mortem (Fig. 1), liquido cefalorraquideo (LCR, Fig. 2) y sangre
(incluyendo inmunoprecipitacién con marcadores especificos de células cerebrales)

* Andlisis de proteinas para la identificacién de firmas moleculares del estado de la enfermedad mediante LC-MS/MS
(shotgun proteomics), proteémica dirigida, Western Blot, ELISA, ELISA digital (SIMOA)

¢ Correlacién de niveles de expresion firmas moleculares con indicadores clinicos, neuropsicolégicos y de neuroimagen
(para facilitar diagnosis, prognosis y seguimiento en ensayos clinicos)

« Estudios funcionales in vitro (IPSc) para el estudio del papel bioldgico de las firmas moleculares identificadas
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Figura 1. Aislamiento de EVs de tejido cerebral congelado post-mortem. A) Esquema del método basado en ultracentrifugacién diferencial y purificacion de
alta resolucién en gradi de iod I. B) | de crio-EM mostrando vesiculas intactas del tamafio esperado y limpias de restos celulares. Barra de
calibracién = 100 nm. C) Western blot andlisis revela la presencia de dos tipos de EVs: microvesiculas en las fracciones mas ligeras (F1-F3) y exosomas en las
fracciones mas densas (F4-F7). D) Andlisis de tamafio de particulas (NTA) mostrando que la mayoria de las vesiculas tienen un tamafio medio de 100 nm de
didmetro. Andlisis “gene ontology” de los datos LC-MS/MS revelan la presencia de proteinas especificas de EVs en las preparaciones cerebrales.
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D Figura 2. Aislamiento de

. EVs de LCR. A) Esquema
del método basado en
ultracentrifugacion
diferencial. B) Western
blot revela la presencia de
- | marcadores especificos de
| EVs. C) NTA analisis en LCR
EVs y LCR total. D) Imagen
crio-EM mostrando EVs

LCR total
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Vesicles at the Blood-Brain Barrier. Curr Pharm Des 23, 6206-6214 (2017).
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