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Vesiculas Extracelulares

» Secretadas por casi todos los tipos

_ , de células.
Microvesiculas
100-1000nm Exosomas P .t
30-150nm . . e e -
e Contienen: proteinas, lipidos,
O o carbohidratos, acidos nucleicos...

 Halladas en la mayoria de fluidos
corporales.

* Son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica.

Cuerpos
apoptaticos

50-5000nm
Comunicacion intercelular




Astrocyte F—\w
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o Blood ~‘\g

 extraction

Adaptada de: Otero Ortega L, et al. Role of exosomes as treatment
and potential biomarkers for stroke. Transl Stroke Res. 2019

Jun;10(3):241-249

Las VE que se liberan tras isquemia cerebral,
atraviesan la BHE dando informacion de los
mecanismos de dafo y reparacion cerebral

tras el ictus.
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HIPOTESIS

VE liberadas tras
isquemia cerebral

¢ |dentificacion en
suero

e Niveles y contenido

Diferencias segun
la topografia

e Cortico-subcortical
e Subcortical

Prediccion
Prondstico

e Recuperacion
funcional

* Relacidon con
mecanismos de
dafo y reparacion




Objetivos:

isquemia

Sanos

Isquemia cerebral  Isquemia miocardica

Evolucién

1.1) Estudiar las VE en el proceso isquémico, evaluando si existen diferencias en sus niveles
séricos o0 en su contenido en proteinas y miRNA entre pacientes con isquemia (cerebral o

de miocardio) y voluntarios sanos.

1.2) Explorar si existen diferencias en los niveles séricos o en el contenido en proteinas y

miRNA de las VE dependiendo del 6rgano afectado por isquemia.

1.3) Analizar las posibles diferencias en los niveles séricos de las VE o en su contenido en
proteinas y miRNA en pacientes con infarto cdrtico-subcortical en comparacion con el

infarto cerebral de afectacion estrictamente subcortical.

1.4) Evaluar la potencial utilidad de las VE como biomarcadores en la isquemia cerebral,
analizando si existe correlacion entre sus niveles séricos y el volumen del infarto cerebral o
la recuperacion neuroldgica, y si existe algun miRNA que permita predecir buena

evolucion de los pacientes con ictus isquémico agudo.




Disefio del Estudio: Estudio prospectivo y observacional caso-control.

A .o
&

Casos: Infarto cerebral agudo Controles
Infarto cerebral cértico-subcortical (n=50) Infarto agudo de miocardio (n=50)
Infarto cerebral subcortical (n=50) Voluntarios sanos (n=50)

Criterios de Inclusion

* Edad > 18 afos * Edad > 18 afios
* Ingreso en Unidad de Ictus en < 24h e FirmadeCl

* Neuroimagen compatible con infarto agudo en
territorio anterior

e ERm <1 previaalictus

* FirmadeCl

Criterios de Exclusion

* Lesion cerebral previa en neuroimagen

* Consumo de drogas o alcohol

* Demencia

*  Cualquier condicién clinica que interfiera en el diagndstico, tratamiento o seguimiento
e Participacién en un ensayo clinico

* NofirmadeCl




Variables de estudio y Cronograma:

Escala de Fazekas

Escalas clinicas
e NIHSS

RR NIHSS = (1 — (NIHSS a los 3 meses + NIHSS inicial)) * 100
e ERm

Neuroimagen
* TC basal (escala de Fazekas, infartos silentes)
e RM cerebral (volumen de lesién)

Cuantificacion de VE en suero

Composicion de VE
* Proteinas
*  miRNA

Escs

1]

RR NIHSS >509
evolucion

RR NIHSS =509

evolucion

RR NIHSS =100
recuperacion t
medida

5
6

PV score (puntuacidn periventric
profunda, del inglés Deep White

1a. Nivel de conciencia

1b. Nivel de conciencia: mes y edad

1c. Nivel de conciencia: ordenes

2. Mirada horizontal

3. Campo visual

4. Parilisis facial

B. Sensibilidad

9. Lenguaje

10. Disartria

11. Extincion

0 Alerta.

1 Somnoliento

2 Obnubilacion

3 Coma

0 Responde bien ambas

1 Responde una pregunta

2 No responde ninguna pregunta
0 Realiza ambas correctamente

1 Realiza una correctamente

2 No realiza ninguna orden

0 Normal

1 Paralisis parcial de la mirada

2 Paralisis total (desviacion forzada)
0 Normal

1 Hemianopsia parcial

4 Hemianopsia completa

3 Hemianopsia bilateral

0 Normal, movimientos simétricos
4 D -<hil etria al sonreir)
cizo inferior)
Ini o bilateral
oS

s de 10 segundos

acion) no puntia
S

s de 5 segundos

MRIcron W

0 Normal

1 Déficit leve

2 Déficit total o bilateral

0 Normal

1 Afasia moderada (comunicacion)

2 Afasia grave (no comunicacion)

0 Normal

1 Leve o moderada (se comprende)

2 Grave (no se comprende), anartria, mudo
0 Normal

1 Extincion en una modalidad

2 Extincion en mas de una modalidad o

hemiinatencion



The ExoQuick ULTRA
Elimina Albumina en
inmunoglobulinas

Concentracion (particulas/mL)

12, Aislamiento:

Afadir ExoQuick ULTRA al suero Centrifugar Resuspender y pasar Centrifugar
Incuba 30 min a 4°C 3000g x 10 min por las columnas 1000g x 30 sg
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Microscopia electrdnica
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Analisis del contenido en proteinas por espectrometria de masas. Orbitrap

Analisis protedmico del contenido de las Vesiculas Extracelulares en cuatro pool de pacientes:
voluntarios sanos, infarto cerebral cortico-subcortical, infarto cerebral subcortical e infarto de

miocardio.
Validacidn en pacientes por separado (10 pacientes por grupo)
Extracelular

vesicles from
Blood samples

JEXTRACTION OF PROTEINS

Proteins are extracted and
denatured.

GENERATION OF PEPTIDES
Proteins are reduced,
alkylated, and digested
into peptides.

COMBINE PEPTIDES

Peptides are combined for simulta-
neous MS analysis. Peptides are, in
some cases, fractionated to reduce
complexity.

TAGGING OF PEPTIDES
Peptides are reacted with
isobaric TMT reagents.

AUTOMATED DATA ANALYSIS

Proteins are identified using

ANALYSIS BY LC-MS/MS fragmentation spectra. Quantitation is
Intact peptides are analyzed by performed at the MS2 or MS3 level by
LC-MS/MS on Orbitrap-based comparing the intensities of the TMT
mass spectrometers. reporier ions.

PD

SSBI

System Blosclences

En colaboracidon con
Dra. Susana Bravo

Laboratorio de Protedmica

INSTITUTO DE INVESTIGACION SANITARIA
SANTIAGO DE COMPQOSTELA




Analisis del contenido de microRNA de las vesiculas extracelulares por Array y PCR

752 miRNAs estudiados mediante PCR array
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C. elegans snoRNA/snRNA Reverse Positive
miR-39 miScript miScript franscription  PCR
Primer Assay PCR Controls control

control

En colaboracion con
Dra. Laura Garcia Bermejo
Biomarcadores y Dianas Terapéuticas

INSTITUTO
RAMON ¥ CAJAL DE
INVESTIGACION SANITARIA

Validacion por RT-gPCR en 20 pacientes por grupo




Programas informaticos y analisis de datos

1. Programa de procesamiento de imagenes Image J2

I

[

2. Programa informatico MRIcron

3. Programa informatico Scaffold 4

4. Analisis de ontologia genética, Software PANTHER

PANTHER

Classification System

5. Interacciones entre las proteinas, Software STRING
A
%7 STRING

6. Estudio de las proteinas diana de cada micro-ARN, MirTarget

mi/ DB

7. Representacion de datos estadisticos, GraphPad Prism 8.0

A

8. Programa estadistico IBM-SPSS 23.0

El andlisis de datos se realizé bajo la supervision y asesoramiento de la Unidad
de Bioestadistica del Hospital Universitario La Paz.




Reclutamiento de sujetos y seguimiento en el estudio

200 sujetos
reclutados

50 voluntarios
sanos

50 pacientes con
infarto agudo de
miocardio

100 pacientes con
infarto cerebral
agudo

— 22 incluidos

37 pacientes
incluidos

13 pacientes
excluidos

28 excluidos tras
— revision de
historia clinica

36 pacientes con
infarto subcortical

64 pacientes con
infarto cértico-
subcortical

epilepsia

1 paciente con
mieloma multiple

1 paciente con

L tratamiento

inmunomodulador

oncologica (1)

Abandono del
estudio (6)

| |criterios de RM (2)

No cumple

Infarto cerebral
recurrente (1)

10 pacientes SCA - - - -
|| o < - 26 pacientes 10 pacientes 55 pacientes 9 pacientes
sin elevacion del incluidos exluidos incluidos excluidos
1 paciente con Enfermedad Enfermedad

oncologica (3)

Abandono del
estudio (4)

Tratamiento

—inmunomodulador

RM cerebral sin
lesiones (1)




Caracteristicas demograficas y basales

IC-cs (n=55) IC-s (n=26) IAM (n=37) VS (n=22) p
Edad, media (DE) 70,65(15,39) 61,65 (11,83) 55,95 (13,95) 61(12,50) 0,0001
Sexo varén, N (%) 24 (43.6) 18 (69,2) 27 (73) 7 (30,4) 0,002
HTA, N (%) 35(63,6) 19 (73,1) 17 (45,9) 3(13) 0,0001
DM, N (%) 10 (18.2) 5(19,2) 4 (10,8) 2 (8,7) 0,53
DL, N (%) 25 (45,5) 11 (42,3) 18 (48,6) 3 (13) 0,018
Fumador, N (%) 9(16,4) 9 (34) 22 (59.5) 3(13) 0,0001
Cardiopatia isquémica previa, N (%) 7(12,7) 2(7,69) 4 (10,8) 0(0) 0,312
Indice de Charlson, 1(2) 1(2,25) 1(1) 0(1) 0,004
Solo fibrinolisis iv, N (%) 18 (32,7) 5(19,2) - - 0,491
Solo trombectomia, N (%) 3 (5,45) 0(0) - - 0,564
Fibrinolisis iv + trombectomia, N (%) 13 (23,6) 0(0) - - 0,008
Intervencidn coronaria percutanea, N (%) - - 37 (100) - -
Fazekas PV score, mediana (IQR) 1(2) 1(2) - - 0,8
Fazekas DWM score, mediana (IQR) 1(2) 1(2) - - 0,759

Infartos silentes, N (%) 4 (7,27) 9 (34,6) - - 0,002




isquemia

OBJETIVO 1: Isquemia vs sanos (Niveles VE)

Sanos

8x10° -
<
< 6x10°— —
N
m _—
L
tU 4%10°-
-
E
“>-' 2x10°- Se observaron niveles mas altos de VE en isquemia

gue en sanos, pero estas diferencias no fueron
0 estadisticamente significativas.
I

VS Isquemia

Prueba de U de Mann-Whitney (p=0,051)



isquemia OBJETIVO 1: Isguemia vs sanos (Protedmica)

Clorf68

sanos

DSG1
o\
W

[l Moléculas de adhesion celular (20%)

[l Proteinas del citoesqueleto (20%)
Proteinas de la matriz extracelular (10%)
Enzima de interconversion de metabolitos (10%)

. Enzima modificadora de proteinas (10%)

Proteina de unién (10%)

Proteina transportadora (20%)

/

Se identificaron 14 proteinas comunes del proceso isquémico, la
mayoria mostrd interacciones entre si.

Apolipoproteina L1 APOL1
Apolipoproteina C1 APOC1
Proteina C Reactiva PCR
Gliceraldehido-3-fosfato GAPDH
deshidrogenasa
Proteina C4a del Cda
complemento
Lectina de unién a manosa MBL2
Loricrina LOR

Cadena alfa 1b de tubulina TUBA1B

Desmogleina DSG1

Desmocolina DSC1

Proteina 32 piel-especifica XP32/clorf68

Hornerina HRNR

Alfa-2-glicoproteina rica en LRG1
leucina
Factor IX de la coagulacion F9




isquemia

sanos

Se identificaron

OBJETIVO 1: Isguemia vs sanos (miRNA)

Delta CT

6 miRNA con

diferente expresidon en isquemia vs

voluntarios sanos.

DeltaCT

miRNA-424 5p
miRNA-340_5p . miRNA-199a_3p
4 * 14 3 *
-1 —_— (1 EEEEEEECEEEES (EEETT T T TR TIT R 2 —_
3_
—— i = 14
| — o (&]
2] 8 S
1 > 1 =
o -2- o od---oeeennnn l ................................
17 -3 14
0 T T -4 1 1 -2 T T
Vs Isquemia Vs Isquemia Vs Isquemia
miRNA-29b_3p miRN»“;369_3P miRNA-339_5p
44 %k 8+ —_— 8
* %
3 6 6
o o
2 [ S 4+ E 4+
8 1 g €
1 £ 2 2 o
0 T T 0 T T 0 T T
Vs Isquemia Vs Isquemia Vs Isquemia

Prueba de la U de Mann-Whitney *p<0,05; **p<0,01.



® o @ OBIJETIVO 2: Infarto miocardio vs Infarto cerebral (Niveles de VE)

\ Isquemia cerebral Isquemia miocardica

8x10°%-
< —
< 6x10°-
QV _
w —_—
L
G 4%10°-
-
LTEJ No hubo diferencias estadisticamente
S 2x10° - significativas entre niveles de VE de
pacientes con infarto cerebral e infarto de
0 miocardio.

| |
VS IAM IC
Prueba de Kruskall-Wallis (p=0,104)



—

\ Isquemia cerebral Isquemia miocardica

OBIJETIVO 2: Infarto miocardio vs Infarto cerebral (Protedmica)

IC IAM

Diagrama de Venn que representa las
proteinas por grupos.




OBJETIVO 2: Infarto miocardio vs Infarto cerebral (miRNA)

\ Isquemia cerebral Isquemia miocardica

miRNA-340_5p miRNA-424_5p miRNA-199a_3p
- *
*

*

*

L s T 7 T T -
L =

J_ °_|_ _________________________________

Delta CT
Y

Delta CT
Delta CT

T T -4 T T T -2 T T T
Vs IC IAM Vs IC IAM VS IC 1AM
miRNA-29b_3p miRNA-369_3p
N 3
44 %k 8- * — _
] T ] Los niveles de miRNA-340
§2 - I '{;4 fueron menores en IAM e
3 T 2 J_ infarto cerebral que en sanos
1 T 1 a 1 1L siendo superior la expresion en
infarto cerebral en comparacion
0 T T T 0 T T T a |AM'
Vs IC IAM VS IC IAM

Prueba de la U de Mann-Whitney *p<0,05; **p<0,01.



OBJETIVO 3: infarto cerebral cortico-subcortical vs subcortical (Niveles VE)

6x10°-

4%x10°—

2x10°—

VE/mL a las 24h

VS IC-s IC-cs

Prueba de Kruskal-Wallis (p=0,119).

No hubo diferencias estadisticamente significativas entre niveles
de VE de pacientes con infarto cerebral subcortical y pacientes con
infarto cerebral cortico-subcortical.



CASP14+4
CFPH
CCDC138+
ARG1+
IGHV2-26 -
IGHV3-43 -
C1QA-
MYO5B -
LRP1+
GPLD1+4
C8GH
FERMT3+
SELENOP -
LIMS2+
ABCA14
FLNA -
ITGA2B
THBS4+
IGKV1-17 +
PKP1
colec11+
DCDA
ANXA24
FCN2+
FBLN1 -
ORM2 -
CFB+
TLN1+
TTN+
SERPINF2
IGKV2-24 4
IGKC A

nnnﬂnﬂnnnnnnnnnnnnnnnﬂﬂn

-80

-60 -40 -20 0

IC-s (NSAF)

20
IC-cs (NSAF)

B [C-cs
= IC-s

OBIJETIVO 3: infarto cerebral cortico-subcortical vs
subcortical (proteémica)

7 proteinas en IC-cs:

e subunidad A del subcomponente C1qg del complemento (C1QA)

e region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 3-43 (IGHV3-43)
e region variable de la cadena pesada de inmunoglobulina 2-26 (IGHV2-26)
e arginasa-1 (ARG1)

* proteina 138 que contiene el dominio en espiral (CCDC138)

e properdina (CFP)

e caspasa-14 (CASP14)

¢ TIDUNNa-1 (FBLNI)

» ficolina-2 (FCN2)

* anexina A2 (ANXA2)

* dermicidina (DCD)

» colectina 11 (colec1l)

+ placofilina-1 (PKP1)

* region variable de cadena ligera kappa de inmunoglobulina 1-17(IGKV1-17)
e trombospondina-4 (THBS4)

* integrina alfa-llb (ITGA2B)

o filamina-A (FLNA)

» proteina transportadora de casete unida a ATP A1 (ABCA1)

e proteina 2 con dominio LIM similar al antigeno de senescencia (LIMS2)

» selenoproteina P (SELENOP)

* homologo de la familia de fermitina 3 (FERMT3)

e subunidad gamma del factor 8 del complemento (C8G)

» fosfolipasa D especifica de fosfatidilinositol-glicano (GPLD1)

» proteina 1 relacionada con el receptor de lipoproteinas de baja densidad (LRP1)
* miosina Vb (MYOb5b)




Delta CT
T

OBJETIVO 3: infarto cerebral cortico-subcortical vs subcortical (miRNA) ) Wf."
miRNA-100_5p miRNA-424_5p miRNA-339 5p miRNA-15a_5p n:" - £
19 *¥ ¥ 81 *%k 1 * 3 ]
* *k . *% '\\\
*kk -T- N
T —I— [ 1= PRI A -|_ ..................... 6 -|- T 24 -|-
= L s 5 . T
S 4 S 44 8 -31
1 8 | L T T s
L
2 2 - — J_
T T T 3 T T -l- 0 T T T -5 T T T
Vs IC-s IC-cs Vs IC-s IC-cs VS IC-s IC-cs Vs IC-s IC-cs
miRNA-29b_3p miRNA-369_3p m|RNA;199a_3p
4 ok ke 8- 2-
* * T
34 T -I— 6 T T T 1- T T En el grupo de IC-cs se
= - L observdO menor expresion
g2 T S 4 J_ e e e de los miRNA-100_5p,
3 J_ g 1 T 2 _|_ miRNA-424_5p, miRNA-
J L =+ 1 339 5p y miRNA-15a_5p,
- 2_ =1 = -7
en comparacion con el
rupo IC-s.
grupo IC
0 T T T 0 T T T -2 T T T
Vs IC-s IC-cs Vs IC-s IC-cs Vs IC-s IC-cs

Prueba de la U de Mann-Whitney *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.



VE/mL a las 24h

Evolucion

1.5%1010=

1.25%1010

1x1010-

7.5%10°=

5x109f°

OBJETIVO 4: VE y miRNA como biomarcadores.

T T T T T T T
25 50 75 100 125 150 175

RM (cc) en la Semana 1

Rho de Spearman (p=0,406)

200

RM (<7 dias)

IC-cs (n=23) IC-s (n=16)

No hubo relacidn entre los niveles de
VE y el tamarfo de lesion.



VE/mL a las 24-72h

OBJETIVO 4: VE y miRNA como biomarcadores.

@
Evolucion
~rio de Spearman (p=0,1)
2x1010_
1.5x1010- °
[-]
1x1010_
8 g
5x10° ° 8
2N |
o o ° °
o [ (-] °
01— . !
0 50 10

RR NIHSS (%)

Prueba de la U de Mann-
Whitney (p=0,061)

Rho de Spearman (p=0,168)

aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p=0,061).
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o
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9 O
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\;o

No hubo correlacion entre los niveles de VE y la recuperacion funcional medida con la reduccién relativa de NIHSS (RRNIHSS) (p=0,1).

Se observé que los niveles VE fueron mas bajos en el grupo de pacientes que presentaron recuperacion completa (RR NIHSS=100),

No hubo correlacion entre la evolucidon medida por la ERm y los niveles de VE en las primeras 24-72h (p=0,168).



® OBJETIVO 4: VE y miRNA como biomarcadores.

Evolucion

miRNA-100_5p miRNA-29b_3p
% 100 $000000 00 00000000 100 §00000000000000000
< S 80-
o i) _
g _('5 60
3 3
:% B 40—
S &
» N 20-
T T 1 0'1‘5' T T T T 1
60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Especificidad (%) 100% - Especificidad (%)
, 15a- 376a- - - 29b-  369-  340- 199a- : : :
miRNA o 3p 3p 5p 3p b e Los niveles de miRNA-100 5p por debajo de un punto de corte de
Ude 5.47 Delta CT predicen buena recuperacion (RR NIHSS >50%) a los
“'m‘n"‘;y 2023 4 s 1B e 2 s %0 tres meses (AUC= 0,824, sensibilidad 75%, especificidad 81,5%,
p=0,039).
P 015 098 067 055 003 067 021 059 004 084 « Los niveles de miRNA-29b_3p por debajo de un punto de corte de
2,52 Delta CT predicen buena recuperacion (RR NIHSS >50%) a los

: : : : : tres meses (AUC 0,833, sensibilidad 75%, especificidad 85,2%,
De los diez miRNA estudiados, hubo dos (miRNA 100-5p y miRNA 29b-3p) p=0,034).

gue se asociaron a buena evolucion (RR NIHSS>50%)
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Niveles mas altos en isquemia vs
sanos

*14 proteinas en isquemia no
presentes en sanos.

¢ 6 miRNA con expresion diferente en
isquemia vs sanos.

VE en el
proceso
isquémico

*No existen diferencias en los niveles de VE entre\
IAM e Infarto cerebral.

*42 proteinas en infarto cerebral no presentes en
IAM.

*miRNA-340_5p se encuentra sobreexpresado en
el infarto cerebral vs IAM.
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