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RESUM

La hipomagnesemia familiar amb hipercalcidria i nefrocalcinosi (HFHNC) és
una tubulopatia minoritaria autosomica recessiva causada per mutacions als
gens CLDN76 o CLDN79 que codifiquen per la claudina-16 i -19,
respectivament, que s'expressen a la porcio gruixuda de la nansa ascendent de
Henle, i estan implicades en el transport ionic paracel-lular. Aquesta malaltia es
caracteritza per la perdua urinaria massiva de calci i magnesi, nefrocalcinosi
bilateral i progressié inexorable de la malaltia renal cronica, que desencadena
en fallida renal. Addicionalment, la majoria de pacients amb mutacions a
CLDN179 també desenvolupen alteracions oculars, ja que aquest s'expressa a
les cél-lules epitelials de la retina. Caracteristicament, existeix una gran
variabilitat fenotipica entre els pacients, inclUs entre aquells que comparteixen
la mutacié c¢.59G>A; p.G20D a CLONT79 (mutacid Hispanica), i entre membres
d'una mateixa familia. Aquest fenomen posa de manifest que, més enlla de la
mutacié causant de la malaltia, possiblement existeixen altres processos
moleculars que determinen la progressio clinica dels pacients. Sota aquesta
hipotesi, aquest treball s'ha focalitzat en l'estudi dels factors genetics i

epigenétics que podrien modular la progressié de la malaltia renal.

Per aixo, s'han obtingut les dades cliniques i mostres d'orina i sang de 30
pacients afectes d'HFHNC i 6 individus control, provinents d'arreu d’'Espanya,
essent aquests la majoria de pacients diagnosticats d'HFHNC en aquest territori.
L'analisi de les dades cliniques va permetre avaluar les diferéncies en I'evolucié
de la malaltia renal en funcio6 del sexe i el genotip, classificar els pacients segons
la perdua anual de funcié renal (progressid renal rapida, moderada i lenta),
identificar biomarcadors clinics de pronostic, i evidenciar l'alta variabilitat

fenotipica intrafamiliar.

L'estudi per la identificacié de variants géniques en homozigosi associades
als fenotips més extrems (progressio rapida i lenta) s'ha realitzat amb les dades

obtingudes de la seqiienciacié massiva de I'exoma dels 30 pacients inclosos en



la cohort. Seguint aquesta estrategia, s'han identificat un total de 45 variants
géniques. D'entre aquestes, per la funcié fisiologica dels gens on es localitzen,

en destaquen la rs11207827 (al gen PAT) ila rs1050171 (al gen £GFR).

Per determinar els factors epigenétics implicats en la fisiopatologia de la
HFHNC i en la seva progressio, s'han utilitzat els urinary exosome-like vesicles
(UEVs) com a font no invasiva d'informacié dels processos cel-lulars renals.
Mitjangcant microarrays, s'ha analitzat el perfil d'expressié dels miRNAs
continguts als uEVs dels 20 pacients que mantenien els ronyons natius
funcionals identificant-se 24 miRNAs diferencialment expressats en el conjunt
de pacients respecte el grup control, i 43 en el subconjunt dels pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDNT79. La comparacié de pacients
d'ambdds sexes, va mostrar Unicament la infraexpressié del miR-1915-5p en
aquells de sexe masculi. Per ultim, s'han identificat 4 miRNAs diferencialment
expressats en els pacients d'HFHNC amb progressiéo de la malaltia renal
moderada, en comparacié amb el de progressio lenta, i 8 en el subgrup de
pacients homozigots per la mutacio p.G20D a CLDN79. La biologia de sistemes
i I'ts de xarxes neuronals d'intel-ligéncia artificial han permés associar els
resultats obtinguts amb processos biologics crucials en la fisiopatologia de la

HFHNC, com la fibrosi renal i el transport de calci i magnesi, entre d‘altres.

Aquest treball, mitjancant dues estrategies complementaries, ha permeés
incrementar el coneixement de la fisiopatologia de la HFHNC i, per primer
vegada, determinar factors clinics, genetics i epigenetics implicats en la
progressié de la malaltia renal. Des del punt de vista translacional, aquesta tesi
ha identificat nous possibles biomarcadors pronostics de la HFHNC, aixi com
noves dianes terapeutiques que podrien permetre modular la severitat de la

malaltia i, en el millor dels casos, curar-la.
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INTRODUCCIO

1. ELRONYO

Els ronyons, juntament amb els ureters, la bufeta urinaria i la uretra, formen
I'aparell urinari. Ambdds ronyons estan situats retroperitonealment a l'alcada

de les vértebres T12 a la L3".

Anatomicament, els components estructurals que formen els ronyons sén
el cortex renal, la medul-la —on es situen les piramides i les columnes renals— i
la pelvis renal, encarregada de drenar |'orina. Cadascuna de les piramides renals
es pot dividir en la medul-la interna i I'externa, i alhora, aquesta Ultima en la

franja interna i externa de la mateixa (Figura 1)"2.

Cortex
Cortex -
Piramide Medul-la
Columna externa
renal |
Medul-la
interna

Figura 1. Anatomia interna del ronyd. Seccié frontal del ronyé i del cortex i medul-la renal.

Funcionalment, el ronyd és I'drgan responsable de mantenir 'homeostasi
sistemica, I'equilibri acid-base, hidric i electrolitic. Aquests processos es duen a
terme a través de mecanismes de filtracié, reabsorcio i excrecié de substancies
bioactives, productes residuals i metabolits presents al torrent sanguini que sén
eliminats a través de |'orina. Aquestes tasques les realitzen I'aproximat mili6é de
nefrones que conté cada ronyo, i que constitueixen la unitat funcional del ronyd.
A més, mitjancant sistemes hormonals, el ronyd també és I'organ encarregat de

regular la pressi6 arterial i la produccié d'eritrocits i de vitamina D23,
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1.1. LA NEFRONA. FISIOLOGIA TUBULAR

La nefrona és la unitat anatomica i funcional del rony6 a través de la qual
es genera l'orina. En funcié de la profunditat medul-lar a la que s’endinsen les
nefrones, se’'n poden distingir dos tipus: les nefrones corticals, que representen
el 85 % del total de nefrones en humans, i les nefrones juxtamedul-lars, que

suposen el 15 % restant* (Figura 2).

Funcionalment (i anatomicament) les nefrones estan dividides en la unitat
de filtracié, anomenat corpuscle renal —situat al cortex renal- i la unitat de
reabsorcio i secrecid, conegut com el tubul renal, localitzat tant al cortex com a
la medul-la renal. El corpuscle renal esta format pel glomérul (conjunt de
capil-lars sanguinis) i la capsula de Bowman, separats entre si per I'espai de
Bowman. En aquesta regié és on es produeix el filtrat de la sang que arriba a
través de l'arteriola aferent, generant I'orina primaria o ultrafiltrat, i retorna per
I'arteriola eferent. El volum d'orina primaria formada per unitat de temps es
coneix com taxa de filtracié glomerular (GFR, glomerular filtration rate). El tabul
renal és una llarga i contornejada estructura formada per cellules epitelials
unides entre si mitjangant unions hermétiques (TJ, tight junctions) —que
configuren la via de transport paracel-lular- que emergeix del glomeérul i té com
a funcié principal modificar la composicié de l'orina primaria mitjancant la
reabsorcid i secrecid de soluts i d'aigua. El tubul renal es divideix en quatre
segments funcionalment diferenciats: el tubul proximal, la nansa de Henle
—formada per la descendent i I'ascendent prima i gruixuda- el tubul distal —que
inclou el tdbul contornejat distal i el tubul connector—, i el tubul col-lector
(Figura 2). La pre-orina resultant del conjunt dels processos d’intercanvi que es
produeixen al llarg dels tres primers segments desemboca als tubuls col-lectors,
on es produeix un refinat final de la composicié d'aquesta, generant I'orina final,

que s'evoca als uréters per arribar a la bufeta urinaria®.
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Tabul connector
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Figura 2. Estructura de la nefrona. Esquema dels diferents segments de la nefrona. El fluid
tubular es genera al corpuscle renal i recorre tot el tubul fins alliberar I'orina final pel tubul col-lector.
A I'esquerra, nefrona juxtamedul-lar; a la dreta nefrona cortical. Adaptada de®.

Per comprendre la fisiologia renal, en els segiients apartats es descriuen els
aspectes més rellevants de la fisiologia tubular en relacié al transport
d'electrolits i d'aigua, aixi com la relacié d'aquests amb la reabsorcioé tubular de
calci (Ca%*) i magnesi (Mg?*), ions objecte d'estudi en aquest treball. Cal
mencionar que els valors que es mencionen tant de volum d'ultrafiltrat com de
percentatges de reabsorcid/secrecié de soluts a cada segment de la nefrona
fan referéncia als d'un l'individu adult sa i que, en edats pediatriques, aquests
valors s'han d'ajustar en funcié de la superficie corporal i de la maduracio de la

funcio renal.

1.1.1. TUBUL PROXIMAL

El tubul proximal és el primer segment del tibul renal, al que hi arriben
aproximadament 180 L d'ultrafiltrat diaris amb una concentracié de molécules
de menys de 5 kDa (ions, glucosa, urea, aminoacids i peptids petits) similar a la
plasmatica i amb una baixa concentracié de proteines, ja que el corpuscle renal

limita el pas de proteines de més de 70 kDa2®. Tot i que el tibul proximal esta
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dividit en 3 subsegments morfologicament i funcionalment diferenciats?, en

aquest treball es tractara com una Unica regié.

El tubul proximal és la regio on es produeix una major modificacio de la
composicid de l'ultrafiltrat. El sodi (Na*), a més de ser co-reabsorbit amb la
glucosa, aminoacids i fosfat mitjangant transportadors especifics, entra a la
cél-lula a través de l'intercanviador apical NHE3 (Sodium/hydrogen exchanger
3, codificat pel gen SLC9A3), comportant la sortida de cations hidrogen (H*) al
lumen tubular. Aquests H*, juntament amb els alliberats per la bomba H*-
ATPasa, es combinen amb el bicarbonat (HCO3") present al lumen tubular i es
genera dioxid de carboni (COy) i aigua (H.O). El difon a la cellula i es produeix
la reaccio inversa, generant HCO3™ (i H*) intracel-lular, que és co-transportat
(amb Na*) al fluid intersticial pel cotransportador NBCe 1A (£lectrogenic sodium
bicarbonate cotransporter 1, codificat pel gen SLC4A4)"7. Aquest procés
configura l'inici de la regulaci6 de l'equilibri acid-base. No obstant, el
mecanisme principal d'alliberament de Na* a I'espai intersticial és a través de la

bomba Na*/K*-ATPasa, a expenses de I'entrada de potassi (K*) al citosol’.

El moviment ionic (principalment la reabsorcié transcel-lular de Na*)
comporta una diferéncia en la concentracié ionica entre la llum tubular i el fluid
intersticial. Aquest esdeveniment permet la reabsorci6 paracel-lular d'aigua que,
per efecte solvent drag, arrossega K* i genera una diferéncia de voltatge
transepitelial (Vte) negativa al lumen (per a una major preséncia de cations a la
regio basolateral), donant lloc a la reabsorcio6 paracel-lular de clor (CI"). A mesura
que s'avanca pel tubul proximal, el cimul de CI- al fluid intersticial reverteix la
polaritat de la diferéncia de Vi, essent positiva al lumen, donant lloc a la
reabsorcié paracel-lular de Na*. Addicionalment, el Cl- es reabsorbeix per via
transcel-lular pel cotransportador KCC4 (K*/Clf co-transporter 4, codificat pel
gen SLCT2A7% i la reabsorcié paracel-lular d'aigua es complementa amb la via
transcellular a través dels transportadors aquoporina-1i -7. Tant la reabsorcid

d'aigua, com el conseqtient augment de la concentracié de Mg?*, Ca?*, urea i
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acid dric al lumen tubular, fan que aquests siguin reabsorbits per via

paracel-lular tant per difusié com per solvent drag'? (Figura 3).

Aixi doncs, a nivell del tibul proximal, la reabsorcié de Ca?* i Mg?* es pot
veure reduida tant per una disminucié del Vi, com per una menor reabsorcio
d'aigua per via paracel-lular conseqlient a la inhibici6é de I'intercanviador NHE3
através de I'acci6 de I'hormona paratiroide (PTH)*'°, No obstant, cal mencionar,
que la proporcié de Mg?* que s'absorbeix a la regidé proximal de la nefrona és
minima i que aquest s'absorbeix majoritariament a la nansa gruixuda ascendent

de Henle i, en menys mesura, al tubul distal.

Lumen Fluid
{ tubular intersticial
: Membrana Membrana
| apical basolateral
| Vie=<0mV

» K*, CI, H,0

Na*
K+m
Gluc, P;, aa...
n: Na* Na*
= HCO;

N Nat

< = »
, <NHE3> = CI
H «— — 3 K+

—har1/7 H,0

Vie=>0mV » Na*, CI,

2 2
Ca*t, Mg*,
urea, ac. uric

Figura 3. Cél-lula del tabul proximal. El Na* es reabsorbeix a través de transportadors
especifics de glucosa (Gluc), fosfat (P)) i aminoacids (aa), i de l'intercanviador NHE3; i s'allibera a
I'espai intersticial per la Na*/K*-ATPasa i per NBCe1la, generant un voltatge transepitelial (V)
negatiu al lumen als primers segments del tubul proximal (part superior de la figura). L'augment de
Na* al fluid intersticial permet la reabsorcié paracel-lular d'aigua, K* i CI. El pas de ClI" al fluid
intersticial comporta un canvi en la polaritat del Vi (positiu al lumen) a I'Gltim segment del tdbul
proximal (part inferior de la figura), essent la forca motriu per la reabsorcié paracel-lular de cations
com el Ca?* i el Mg?*.
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Els ions amoni (NH4*) —produits per amoniogénesi—, la creatinina, una petita
part de la urea i d'acid uric (inicialment reabsorbits) sén secretats al tubul
proximal™. A més, en aquesta regié de la nefrona s'hi expressa exclusivament
la 1-a-hidroxilasa (codificada pel gen CYP27B7), que és I'enzim encarregat de
completar la sintesi del metabolit actiu de la vitamina D (1,25-dihidroxivitamina

D o calcitriol)3.

1.1.2. NANSA DE HENLE

La nansa de Henle esta formada per diferents subsegments funcionalment
i anatomicament diferenciats i detallades a continuacié: la descendent i
I'ascendent. Aquesta Ultima, alhora, es divideix en dues seccions: la prima i la

gruixuda®.

1.1.2.1. NANSA DESCENDENT DE HENLE

La major part de la nansa descendent de Henle expressa abundant
aquoporina-1. La presencia d'aquests canals d'aigua, juntament amb la baixa
permeabilitat al Na* i al Cl- caracteristica d'aquest epiteli, i I'alta concentracié
d'aquests ions al fluid intersticial, comporta la reabsorcié massiva d'aigua (= 15
% de l'aigua que conté l'ultrafiltrat). Addicionalment, també es produeix una
secrecid activa d'urea (veure apartat “Concentracié de l'orina”) mitjancant el
transportador UT-A2 (codificat pel gen SLC74A2), aixi com la secrecid passiva
de K* que constitueix I'inici d'un procés anomenat reciclatge medul-lar de K*
(veure apartat “Reciclatge medul-lar de K*"). Aixi doncs, a mesura que s'avanca
per la la nansa descendent de Henle i s'endinsa a la medul-la renal, es genera
un augment gradual de la concentracié de soluts al lumen tubular®®'?

(processos detallats a I'apartat "Concentracié de I'orina”).
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1.1.2.2. NANSA PRIMA ASCENDENT DE HENLE

La nansa prima ascendent de Henle reabsorbeix Cl- a través del canal CIC-Ka
(codificat pel gen CLCNKA), acoblat a la subunitat Barttin (producte del gen
BSND), tant a la regi6 apical com basolateral®. A més, donat que les TJ d’aquesta
regio son relativament permeables al Na* i impermeables a I'aigua, es produeix
una reabsorcié neta de Na* i ClI" independent d'aigua. En aquesta regi6 de la
nefrona també es secreta urea per difusio facilitada i es reabsorbeix NH4* i K*
(veure apartat “Reciclatge medul-lar de K**), per difusié i per via paracel-lular,
respectivament>®®, El resultat de tots aquests processos és un augment de
concentracié de soluts a l'interstici medul-lar, que és essencial pel control del
volum i la concentracio de I'orina’ (veure apartat “Concentracio de l'orina”). Tot
i aixi, és important emfatitzar que, en humans, la majoria de nefrones (85 %)

son corticals i, per tant, els manca de la nansa prima ascendent de Henle.

1.1.2.3. NANSA GRUIXUDA ASCENDENT DE HENLE

La nansa gruixuda ascendent de Henle (TAL, thick ascending limb of Henle)
és crucial per a diverses tasques que desenvolupa la nefrona. S’hi poden
distingir dos tipus cel-lulars: les cél-lules R (rough), més abundants a la TAL més
cortical, i les cel-lules S (smooth), presents principalment a la TAL localitzada a
la medulla renal. El nom d'aquests tipus cellulars esta determinat per la
presencia o absencia, respectivament, de microvellositats a la regi¢ apical™™.
En hamster, ambdos tipus cel-lulars difereixen en la conductancia al K* i al CI
(alta conductancia apical i baixa basolateral de K* i baixa conductancia
basolateral de ClI- en les cél-lules R, i viceversa en les cél-lules S)'>'®. A més, en
rata s’han observat diferents patrons d'expressié del factor de creixement
epitelial (EGF, epidermal growth factor) i del cotransportador Na*-K*-2CI
(NKCC2) entre ambdos tipus cel-lulars, essent més predominants en les cel-lules
S'718 Tot i que en humans no s'han descrit aquests dos tipus cel-lulars com a
tal, si que s’han identificat dues subpoblacions de cel-lules a la TAL amb diferent
expressio d’EGF. Aixi doncs, s'estima que I'heterogeneitat observada en els

models animals és similar a la humana'®.
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La TAL, a més de ser fonamental per la reabsorcié de Na*, Cl-, K* i cations
divalents com el Ca?* i el Mg?*, també té un important paper en el procés de
concentracié de l'orina, de I'homeostasi de I'equilibri acid-base i de

I'amoniac®®?', Cadascun d’aquests processos es desenvolupen a continuacio.

o Reabsorcié de Na* i CI' - La reabsorcié de Na* a la TAL es produeix

mitjancant dues vies: la transcel-lular i la paracellular. La via transcel-lular inclou
principalment dos mecanismes apicals, el cotransportador NKCC2 (codificat pel
gen SLC12A7) i lintercanviador NHE3. El cotransportador NKCC2 permet
I'entrada de Na*, K* i CI; mentre que NHE3 reabsorbeix Na* a canvi de la sortida
de H*. A la regié basolateral hi ha la bomba Na*/K*-ATPasa que transporta Na*
al fluid intersticial a canvi de l'entrada de K*, mantenint I'homeostasi
intracel-lular de Na*. Mutacions en la subunitat y de la bomba Na*/K*-ATPasa
(codificada pel gen FXYD2) es relacionen amb la sindrome d’hipomagnesémia
dominant aillada. El CI" reabsorbit per NKCC2 és alliberat al fluid intersticial
mitjancant els transportadors KCC4, que simultaniament permet la sortida de
Cl, i els canals de CI" formats per les subunitats CIC-Kb (producte del gen
CLCNKB) i Barttin. Mutacions en aquestes subunitats sén causants de la

sindrome de Bartter de tipus 3 i 4 respectivament®?® (Figura 4).

El gen SLC72A7, per mecanismes d'splicing alternatiu, déna lloc a 3
isoformes diferents: NKCC2A, NKCC2B i NKCC2F, que difereixen tant en I'afinitat
ionica com en la distribucié d'aquestes al llarg de la TAL. En humans, la isoforma
NKCC2A —la menys afi al CI'— és la més abundant al llarg de total la TAL; la
segona isoforma més expressada a la regié més cortical és la NKCC2B, amb una
major afinitat pel CI; i, a les regions medul-lars, ho és la NKCC2F, amb menor
afinitat pel mateix??. Aquesta distribucié de les diferents isoformes al llarg de la
TAL, tot i diferir lleugerament amb la descrita en altres especies?®?4, encaixa
amb la necessitat d'un augment progressiu de l'afinitat pel CI, ja que la
concentracié d'aquest al fluid tubular disminueix progressivament a les regions

corticals. La inhibicié del transportador NKCC2 és el mecanisme d'accié dels
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dilretics de nansa (per exemple, furosemida o bumetanida) i, mutacions en

aquest gen donen lloc a la sindrome de Bartter de tipus 1%°.

P, Lumen Fluid
tubular intersticial

apical U’Ub
Vie = +30 mV
H+

HE3

Cortex

Na*
Na*
K+

Franja externa
medul-la
2
)]
A"

g_%

medul-la
N

Franja interna

<
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Claudina-10b

Figura 4. Cél-lula de la TAL. A la TAL, el Na* es reabsorbeix a través de NKCC2, que també
reabsorbeix CI" i K*, i I'intercanviador NHE3. El Na* és alliberat al fluid intersticial per la bomba
Na*/K*-ATPasa. A la TAL situada a la franja interna de la medul-la renal, el K* i el Cl" reabsorbits per
NKCC2 sén alliberats al fluid intersticial generant una diferencia de voltatge transepitelial (Vi)
positiu al lumen de +8 mV, que és la forca motriu per la reabsorci6 paracel-lular de Na* a través de
les tight junctions on s'hi expressa la claudina-10. La reabsorcié continuada de Na* genera un
gradient de concentracié i, a la TAL localitzada a la franja externa de la medul-la renal, aquest és
retornat al lumen tubular per via paracel-lular a través del complex claudina-16/19. Aquest retorn
de Na*, juntament amb una disminucio de I'expressio de KCC4 que allibera K* al fluid intersticial, i
un augment de canals de K* apicals (ROMK i BK), promou l'augment del Vie a +30 mV, donant lloc
a la reabsorci6 paracel-lular de Ca?*, Mg?* i altres cations a través del complex claudina-16/19.
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Per altra banda, també es produeix una reabsorcié de Na* per via
paracel-lular a la TAL compresa a la franja interna de la medulla renal, gracies
al Vie positiu del lumen tubular, aixi com una secrecié de Na* a la TAL localitzada

a la franja externa de la medul-la externa?® (Figura 4).

El transport de Na* i Cl" esta altament regulat per multiples efectors.
L'augment d'AMP ciclic (AMPc) intracellular estimulat per I'hormona
antiditrética (ADH, antidiuretic hormone), la PTH, el glucagé, la calcitonina,
I'activacié B-adrenergica i l'angiotensina Il comporten un augment en la
reabsorcié de Na* i Cl" > mentre que la prostaglandina E2 (PGE,), elevades
concentracions de Ca?* extracel-lular —a través de l'activacio de I'extracellular
calcium-sensing receptor (CaSR)—, i I'0xid nitric intracel-lular inhibeixen Ila
produccié de AMPc i, alhora, afavoreixen la degradacié del mateix?’, exercint

I'efecte contrari en el transport de Na* i Cl-28-30,

o Reciclatge medul-lar de K* — El procés de reciclatge medul-lar de K*

s'inicia a la nansa descendent de Henle i finalitza a la regié medul-lar del tabul
col-lector. Degut a l'alta concentraci6 de K* dipositat a la medul-la renal,
conseqlient a la reabsorcié de K* a la nansa ascendent de Henle, la nansa
descendent de Henle de les nefrones juxtamedul-lars secreten K* a la llum
tubular de manera passiva®. A nivell de la TAL, el 90 % del K* reabsorbit té lloc
a través del transportador NKCC23' i, part d'aquest K* intracellular,
principalment a la TAL medul-lar, és reabsorbit i alliberat al fluid intersticial a
través del cotransportador KCC4°. A la TAL més cortical, en canvi, el K* és
majoritariament retornat al lumen tubular pels transportadors apicals ROMK
(codificat pel gen KCN/7), i el canal BK (també conegut com calcium-activated
maxi K* channel). Ambdds transportadors de K* també s'expressen a la TAL més
medul-lar, tot i que amb menys intensitat. Mutacions al gen KCAJ/7 déna lloc a
la sindrome de Bartter de tipus 2*. A més de la via transcel-lular, a la TAL
cortical, el K* també es reabsorbeix per via paracel-lular gracies al Vi positiu del
lumen tubular®®. Aquest reciclatge del K* a la TAL, a més de contribuir en la

generacio del Vi, garantitza la preséncia de K* al lumen tubular, imprescindible
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pel funcionament de NKCC23*. L'Gltim mecanisme implicat en el reciclatge

medul-lar de K* és la reabsorcié de K* a la regié medul-lar del tibul col-lector33.

La intensitat en la que es produeixen tots aquests processos, juntament
amb la secrecid (o no) de K* al tubul distal, que esta relacionada amb la ingesta

dietética de K*, determina la quantitat de K* eliminat per l'orina®®.

o Reabsorcid de Ca®* i Mg?* — A la TAL es reabsorbeixen aproximadament

el 25 % del Ca®* i el 60 % del Mg?* filtrat al corpuscle renal®. La reabsorcié
d'aquests dos cations divalents es produeix exclusivament per via paracel-lular,
i de manera més predominant a la TAL cortical i a la franja externa de la
medul-la, gracies a la diferéncia Ve positiu al lumen tubular3®3’. Per comprendre
la fisiologia de la reabsorcié de Ca2* i Mg?* a la TAL, cal distingir la TAL
localitzada al cortex (i a la franja externa de la medul-la), de la situada a la franja
interna de la medul-la, ja que difereixen tant a nivell de transport electrolitic
(mencionat previament) com a nivell d'expressié de proteines de TJ, que sén les

que en determinen la selectivitat ionica del transport paracel-lular?’.

El transport diferencial entre la membrana apical i la basolateral de les
cél-lules de la TAL conseqiient a la preséncia de diferents tipus de
transportadors en ambdues membranes fa que, globalment, la membrana
apical i la basolateral tinguin diferents permeabilitats ioniques i, en
conseqliéncia, diferent potencial de membrana. La diferéncia entre els
potencials de membrana apical i basal a la regi6 més medul-lar de la TAL
constitueixen una lleugera diferencia de Vi que és positiva al lumen (+8 mV)
degut a I'abundancia de cations al lumen tubular3® que és la forga motriu per
la reabsorcié paracellular de Na* a través de les TJ on s'hi expressa la
claudina-10b%*¥4, La reabsorcié continuada de Na* per via paracellular (i
transcel-lular) a les regions més medul-lars comporta la dilucié del fluid tubular
i, per tant, un augment en la diferéncia de concentracié de Na* entre el fluid
tubular i l'intersticial a les regions més corticals, el que dona lloc a la secrecio

paracellular de Na*, a través del complex format per les claudines-16/19.
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Aquest Na* retornat al lumen tubular, a més de ser substrat del transportador
NKCC2 i permetre l'activitat del mateix, juntament amb un augment de
I'expressid de ROMK a la membrana apical®, contribueixen a incrementar,
encara més, la diferencia de Vi fins a valors de +30 mV4'42, Aquesta diferéncia
de Vie permet la reabsorcié de Ca®* i Mg?* per via paracellular a través del

complex format per les claudines-16/19 expressat a les TJ3639 (Figura 4).

A la membrana basolateral de la TAL s'hi expressa el CaSR (codificat pel gen
CASR) que, com el seu nom indica, és sensible a les concentracions de Ca?*
extracel-lular®®, tot i que també a les del Mg?* i altres cations divalents®. Una
de les mdltiples consequéncies de l'activacid del CaSR és la inhibicio de
produccié de PTH a les glandules paratiroides*. Per aix0, mutacions que
comporten un guany de funcié desencadenen la hipocalcémia autosomica
dominant®, mentre que la pérdua de funcié doéna lloc a I'hiperparatiroidisme
sever neonatal i a la hipercalcemia hipocalcitrica familiar*#’. El CaSR regula
negativament la reabsorcioé paracel-lular de Ca?* i Mg?* a la TAL mitjancant
mecanismes epigenetics*® (veure apartat “Claudines”). Per altra banda,
I'activacié del CaSR comporta l'activacié de la fosfolipasa A2 (PLA)) i, per tant,
la produccié d'acid araquidonic, que pot ser metabolitzat per dues vies
diferents, generant acid 20-hidroxieicosatetraenoic (20-HETE) o PGE°. Tot i que
la primera via és més predominant a la TAL*, el CaSR estimula també I'expressid
del factor de necrosi tumoral alfa (TNFa, tumor necrosis factor alpha), activant
aixi la segona via*. El 20-HETE inhibeix el cotransportador NKCC2, els canals
apicals ROMK, els canals basolaterals de Cl- i també la bomba Na*/K*-ATPasa,
comportant I'abolicié del Ve i, per tant, de la reabsorcié paracel-lular de Ca?* i
Mg?* 283050 Aquest efecte final és també produit per la PGE>*'. Cal mencionar
que, tots els factors que alteren la reabsorcié de Na* i Cl a la TAL, modifiquen
indirectament també el transport de Ca?* i Mg?* degut a variacions en el Vi,

que és la forca motriu per la reabsorcio paracel-lular d’ambdés cations.

En humans, la TAL és un dels segments de la nefrona sensible a la PTH (ja

que expressa el receptor PTHR1°?), a la calcitonina i, a diferéncia d'altres
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especies, no ho és a 'ADH?3. La PTH és una hormona secretada en resposta a
estats hipocalcémics® i hiperfosfatéemics®®. Al tlbul proximal, estimula la
produccié de calcitriol®®, mentre que a la TAL, inhibeix la transcripcié de
claudina-14, afavorint aixi la reabsorcié paracellular de Ca®* i Mg?* °. En
paral-lel, la calcitonina també estimula la reabsorcié de Ca?* i Mg?* mitjangant
mecanismes encara desconeguts®’. A la part superior de la figura 5

s'esquematitzen els processos que regulen la reabsorcio de Ca%* i Mg?* ala TAL.

Claudlna 14

\!}Cal* ﬂCaZ* ,-“: \\\\\/
Reabsorcio
. 7| paracel-lular

Catj Mg2+

x, 4

TAL |

\ \
= eer)
@

v
Reabsorcio Reabsorcio
Caz+ Mg2+

\ ///

Figura 5. Regulacié de la reabsorcié de Ca?* i Mg?* a la TAL i al TCD. Les fletxes verdes
indiquen estimulaci6, mentre que les linies vermelles mostren inhibicié. TAL, nansa gruixuda
ascendent de Henle; TCD, tubul contornejat distal; PTH, hormona paratiroide; 20-HETE, acid 20-
hidroxieicosatetraenoic; PGEz, prostaglandina E2; THP, uromodulina; EGF, factor de creixement
epidermic.

o Concentracié de l'orina — La totalitat de la nansa de Henle esta implicada

en la concentraci6 de I'orina, que té lloc gracies al gradient osmotic medul-lar

generat per 'anomenat mecanisme en contracorrent, basat en l'intercanvi de
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substancies. Aquest mecanisme es produeix a través de 3 processos: el sistema
multiplicador en contracorrent a les nefrones juxtamedul-lars, el reciclatge de la
urea als tubuls col-lectors i I'intercanvi a contracorrent a la vasa recta (vasos

sanguinis localitzats al voltant de la nansa de Henle)'.

El sistema multiplicador en contracorrent (Figura 6A) s'inicia per I'absorcid
de Na* i CI" per NKCC2 a la TAL, provocant un augment de |'osmolaritat
intersticial. Aquest augment de soluts al fluid intersticial comporta la reabsorcié
d'aigua a la nansa descendent de Henle (permeable a l'aigua, perd no als
soluts), donant lloc a un augment gradual de la concentraci6 tubular de Na* i
Cl- a mesura que descendeix cap a la part més medul-lar d'aquesta. L'alta
concentracié de Na* i CI" que arriba a la nansa prima ascendent fa que aquesta
regié —impermeable a l'aigua i permeable als soluts— reabsorbeixi Na* i CI,
contribuint en 'augment de |'osmolaritat intersticial a la regié més medul-lar.
Aquesta reabsorcié de Na* i CI" continua al llarg del TAL i, a mesura que la
concentracié luminal de Na* i Cl- disminueix, es redueix també la reabsorcio
d'aquests ions. Tots aquests processos es produeixen simultaniament i
constantment, pel que es genera un cicle retroalimentat a si mateix. El segon
mecanisme és el reciclatge de la urea als tubs col-lectors. Al llarg de la nefrona,
amb excepcidé del tubul proximal, la concentracié d'urea al lumen tubular
augmenta degut a la secrecié de la mateixa i a la reabsorcié d'aigua. Es per aixd
que la urea és reabsorbida per difusié passiva a la regié medul-lar del tdbul
col-lector, provocant un augment d'aquesta a l'interstici medul-lar que, en part,
és reciclada i secretada al fluid tubular a la nansa descendent de Henle. Per
ultim, el gradient osmotic medul-lar és mantingut gracies al tercer mecanisme:
l'intercanvi a contracorrent a la vasa recta (Figura 6B). La vasa recta és una
estructura capillar paral-lela i contraposada a la nansa de Henle. Aquesta
disposicié proxima al tlbul renal permet l'intercanvi de substancies entre la
sang i el fluid tubular que circulen en sentits oposats. Inicialment, quan la vasa
recta s'endinsa a la medulla renal, en parallel a la TAL, es produeix una
alliberacié d'aigua de la sang al fluid intersticial simultania a I'entrada de Na* i

Cl al torrent sanguini. Aquest procés continua al llarg de tota la vasa recta
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descendent fins arribar a la part més profunda de la medulla, on I'osmolaritat
vascular s'iguala amb la intersticial i la del lumen tubular a 1.200 mOsm. Alhora,
a la vasa recta ascendent succeeix el procés contrari: donat que I'osmolaritat de
tots els fluids va disminuint, s'allibera Na* i CI- de la sang al fluid intersticial i
I'aigua torna a entrar a la vasa recta fins que aquesta arriba al cortex renal, on
torna a tenir I'osmolaritat inicial (300 mOsm). Cal mencionar que tant el fluid
intersticial, la vasa recta, com el fluid tubular es troben constantment en
equilibri osmotic, pel que lI'augment de concentracié de soluts a la regid

medul-lar es produeix simultaniament als tres fluids’.

Figura 6. Mecanisme en contracorrent per la concentracié6 de l'orina. A) Sistema
multiplicador en contracorrent. La reabsorcié de Na* i Cl" independent a aigua a la TAL (1) comporta
un augment de la concentracié d'aquests ions al fluid intersticial i permet que la nansa descendent
de Henle reabsorbeixi aigua (2), provocant un augment de la concentracié de soluts al lumen
tubular a mesura que aquest s'endinsa a la medul-la (3) i, per tant, aquests ions tornen a ser substrats
per la reabsorcié a la TAL (4), tancant aixi el cicle. B) Intercanvi a contracorrent a la vasa recta. A la
medul-la renal la vasa recta descendent, amb una osmolaritat lleugerament inferior a la del fluid
intersticial, allibera aigua a aquest i n'absorbeix el Na* i CI" reabsorbit i alliberat a I'interstici per la
TAL (1). Aquest procés continua al llarg de tota la vasa recta descendent per tal d'igualar les
osmolaritats entre ambdds fluids, ja que a l'interstici aquesta augmenta progressivament. Per tal de
mantenir I'equilibri osmotic, el procés s'inverteix a la vasa recta ascendent, on s'absorbeix aigua a
la sang i es secreta Na* i CI (2). Adaptada de'.
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La sincronitzacié de tots aquests processos generen un gradient osmotic al
llarg de la medul-la renal que és el que permet que es produeixi la concentracid
de l'orina. No obstant, aquest procés també depen de l'activitat de I'ADH.
L'ADH, que s'allibera en resposta a canvis en I'osmolaritat sanguinia, permet
que, a mesura que el tubul col-lector s’endinsa a la medul-la renal i, per tant,
I'osmolaritat intersticial augmenta gradualment, es reabsorbeixi aigua al tubul

col-lector (i al tabul distal) mitjancant I'augment d’expressi¢ d'aquoporina-2"28,

o Homeostasi de I'equilibri acid-base — Tot i que la majoria del HCOs™ es

reabsorbeix al tubul proximal, a la TAL s'absorbeix aproximadament el 15 % de
HCO; *°. Donades l'estructura i les caracteristiques funcionals de la nansa
descendent de Henle, la concentracié de HCOs™ al fluid tubular augmenta a
mesura que s'endinsa a la medulla renal. A la TAL, com en altres parts de la
nefrona, el mecanisme de reabsorcié de HCOs™ consisteix en la secrecié de H*
al lumen tubular i I'alliberament de HCOs3™ per la membrana basolateral. La
principal via de secrecié apical de H* a la cel-lula de la TAL és l'intercanviador
NHE3806" tot i que també s'ha detectat la preséncia d'una bomba H*-ATPasa®.
De la mateixa manera que al tubul proximal, el H* secretat es combina amb el
HCOs™ present al lumen i, mitjancant I'activitat de I'anhidrasa carbonica IV, es
genera H,O i CO,. Aquest Ultim difon a la cel-lula, on es produeix la reacci6
inversa amb la preséncia de I'anhidrasa carbonica Il (CA Il) intracel-lular®. El
HCOs" intracel-lular generat és reabsorbit al fluid intersticial per I'intercanviador
anionic AE2, que allibera HCOs™ i permet I'entrada de Cl, i d'un cotransport de
K*-HCOs", probablement a través de KCC4°% També s'ha descrit la preséncia
d'una bomba Na*/H* a la membrana basolateral que permet l'entrada
d'ambdoés cations, aixi com la del cotransportador NBCn1, que es creu que

permet I'entrada de HCO5™ i Na* a la cél-lula®.

La reabsorcié del HCOs™ a la TAL esta regulada per canvis en I'equilibri acid-
base, probablement, a través de I'estimulacié hormonal dels glucocorticoides i

I'aldosterona®.
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o Homeostasi de I'amoni (NH4*) — L'NH4* és produit i secretat al tdbul

proximal, reabsorbit a la TAL, concentrat a l'interstici medul-lar i, finalment,
secretat al tubul col-lector en forma de NH3, on es combina amb H* i s'elimina
per |'orina en forma de NH4*. Tot i que I'NH4* es reabsorbeix al llarg de tota la
TAL, la quantitat de NH4* transportat a la TAL medullar és dues vegades
superior al de la TAL cortical®, contribuint aixi en la formacié d'un gradient
cortico-medul-lar de NH4*. Donat que I'id NH4* té el mateix radi ionic que el K*,
pot ser transportat a través dels mecanismes de transport del K* (NKCC2 i
ROMK a la membrana apical, KCC4 i la bomba Na*/K*-ATPasa a la membrana
basolateral, aixi com per via paracel-lular)®. Tot i aixi, el principal mecanisme
involucrat en la reabsorcié de NH,* a la TAL és a través d'NKCC2 a la membrana
apical i, I'intercanviador de Na*/H* NHE4 (sodium/hydrogen exchanger 4 a la
membrana basolateral, intercanviant Na* per NH4* . L'entrada transitoria de
NH4* a la cel-lula provoca una lleugera acidificacié intracel-lular que inhibeix la
reabsorcio del mateix, i que és neutralitzada per I'entrada basolateral de HCOs
per NBCn1%’. Finalment, al tubul col-lector, I'NHj3 intersticial entra per difusio a
la céllula i és secretat per via transcel-lular®®. Globalment, I'excrecié renal
d'amoni és regulada per mdltiples factors: I'acidosi metabolica, la
hipopotassemia, els glucocorticoides i I'alta aportacié proteica nutricional

comporten un augment de I'excrecié d’amoni urinari®®.

Tot i la impermeabilitat d’aquest epiteli a l'aigua, a la regié basolateral de
la TAL s’hi expressa I'aquoporina-1, que permet el flux d'aigua entre el fluid
intersticial i la cél-lula per tal de permetre canvis en el volum cellular en resposta
als canvis d‘osmolaritat conseqiients a l'alta activitat de transport ionic

transcel-lular®®.

Les cél-lules de la TAL son les Uniques en tot I'organisme que expressen la
uromodulina o 7amm-Horsfall protein (THP)"®. La THP (codificada pel gen
UMOD) és una glicoproteina expressada a la membrana apical de les cel-lules

de la TAL"" —tot i que també s'ha descrit la seva preséncia a la membrana
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basolateral>- que es secreta fisioldogicament per l'orina. Malgrat es desconeix
la funcié especifica d'aquesta proteina, s'ha descrit que I'expressié de la THP
esta incrementada en dietes riques en sal”® i, que un augment en |'expressio
d'aquesta, comporta una estimulacié de l'activitat dels transportadors apicals
NKCC27# (Figura 5) i ROMK”>, Alhora, es coneix que la THP té un paper protector
enfront les infeccions del tracte urinari (ITU) i la nefrolitiasi’®. Mutacions al gen
UMOD desencadenen la malaltia autosomica dominant quistica medul-lar de
tipus 2 i la nefropatia hiperuricémica familiar juvenil’®. També s'han descrit
variants en aquest gen que confereixen un augment en la susceptibilitat a
desenvolupar hipertensié i malaltia renal cronica (CKD, chronic kidney

disease)’’.

A la regié compresa entre el final de la TAL i I'inici del tubul contornejat
distal hi ha I'aparell juxtaglomerular, format per la macula densa, les cél-lules
granulars (cél-lules especialitzades de I'arteriola aferent) i les céllules
mesangials extraglomerulars. La disposicié espacial i I'estructura de l'aparell
juxtaglomerular permet la regulacié del volum extracel-lular i de I'excrecié de
Na* i CI- gracies al mecanisme de retroalimentacié tubul-glomerular: les
cél-lules de la macula densa actuen com a sensors del flux i de la composicio de
Na* i CI al fluid tubular i modulen la secreci6 de renina per part de les cél-lules
granulars, activant aixi I'eix renina-angiotensina-aldosterona, alhora que
regulen el GFR?. Aixi doncs, la composicié de la pre-orina que arriba a I'aparell
juxtaglomerular, producte directe de l'activitat de la TAL, és un factor

determinant per la regulacié del GFR?",

1.1.3. TUBUL DISTAL

El tubul distal, inclou dos segments de la nefrona: el tubul contornejat distal
(TCD) i el tubul connector. EIl TCD és un epiteli impermeable a l'aigua,
configurant-se com el segment de dilucié més terminal de la nefrona’® mentre

que el tubul connector expressa canals d'aquoporina-2°.
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Al TCD es produeix la reabsorcié del 5 al 10 % de Na* a través del
cotransportador de Na*/Cl- (NCC, codificat pel gen SLC72A3), i el canal de sodi
epitelial sensible a amilorida (ENaC, £pithelial sodium channel). El
cotransportador NCC és la molécula diana dels dilrétics tiazides i, mutacions
en aquest gen desencadenen la sindrome de Gitelman’, que cursa amb
hipopotassemia, hipomagnesemia i hipocalciuria. A nivell basolateral, la sortida
al fluid intersticial del Na* reabsorbit té lloc a través de la bomba Na*/K*-
ATPasa, que extreu Na* a canvi de I'entrada de K* 8. Aquest K* intracel-lular és
retornat a l'espai intersticial per [I'heterodimer format per Kir4.1/Kir5.1
(codificats per KCNJ/101 KCNJ16, respectivament)®!. Mutacions en aquests gens
causen malalties que, a nivell renal, cursen amb un fenotip similar a la sindrome
de Gitelman®83, A la regid més inicial del TCD, el Cl- es reabsorbeix a través
d'NCC8®, is'allibera a l'interstici pel canal CIC-Kb/Barttin® i KCC48%6; mentre que,
a la regié més final, es reabsorbeix per via paracel-lular gracies a la diferencia
de Vie lumen negatiu®” (Figura 7). La reabsorcié de Na* i CI- al TCD esta altament
regulada per la concentracié tubular d’aquests ions. Aixi doncs, una dieta pobra
en sal, i hormones com l'aldosterona i I'angiotensina Il augmenten reabsorcio
de Na* i CI-78 A nivell del TCD es produeix una secrecio de K* depenent del Vi
negatiu al lumen i del flux de fluid luminal, a través de ROMK i BK®¥, que
augmenta a mesura que incrementa |'expressié d'ENaC®. Aixi doncs, I'is de
ditrétics de nansa (inhibidors de NKCC2), comporta un augment de la
concentracié tubular de Na*, un increment del flux tubular i, conseqiientment,

un augment en la secrecié de K* & (Figura 7).

La reabsorcié del Ca®* a TCD té lloc a través de mecanismes transcel-lulars
actius, essent una regié clau pel refinament dels nivells d'excrecié urinaria de
Ca?*. A la membrana apical s'hi expressa el canal TRPV5 (transient receptor
potential channel subfamily V member 5, codificat pel gen TRPV5) que permet
I'entrada de Ca?* a la célllula®. A nivell intracel-lular, el Ca?* s'associa amb la
calbindina-D28K (producte del gen CALB7) i és alliberat al fluid intersticial a
través de les bombes Ca?*-ATPasa (PMCA1 i PCMA4) i l'intercanviador NCX1

(Type 1 sodium calcium exchangen®®®' (Figura 7). La reabsorcié de Ca?* al TCD
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esta regulada principalment per la modulacié de TRPV5: la PTH n‘augmenta
I'expressio i I'activitat, i n'inhibeix la internalitzacié de la membrana® %, alhora
que incrementa la preséncia de calbindina-D28K>. El calcitriol, igual que els
androgens, estimulen la transcripcié de CALBTi TRPV5°4%6. S'ha mostrat també
que els estrogens estimulen I'expressié de TRPV5% i de la bomba PMCA®%, En
sentit contrari, la calcitonina regula negativament la reabsorcié de Ca?* al TCD,
a través de mecanismes encara desconeguts, pero de manera independent a
TRPV5 i a la Calbidina-D28K*°. A la part inferior de la figura 5 s'esquematitzen

els processos reguladors de la reabsorcié de Ca®* al TCD.

Aproximadament el 10 % del Mg?* filtrat al glomérul és reabsorbit al TCD
per via transcel-lular®’. El canal apical TRPM6 (transient receptor potential cation
channel subfamily M member 6, codificat pel gen TRPM6), reabsorbeix Mg+ 1%
i, mutacions en aquest gen desencadenen la hipomagnesemia amb
hipocalcemia secundaria’’. A nivell basolateral, es desconeix el transportador
que allibera el Mg?* al fluid intersticial; no obstant, els transportadors ciclina M,
(CNNM2, codificat pel gen CNNMZ2) i SLC41A1, en sén candidats'® (Figura 7).
Mutacions a CNNMZ2 desencadenen la hipomagnesemia dominant'?, El
transportador TRPM6 és regulat per multiples efectors (Figura 5): I'EGF'® i la
insulina’® n'augmenten la preséncia a la membrana apical, la THP regula
positivament el canal TRPM6 interaccionant directament i impedint-ne
I'endocitosi'®, els estrogens n'estimulen I'expressié i, altres factors com la
ingesta dietética de Mg?* '%, el pH i la concentraci6 intracel-lular d’ATP'?” en
modulen l'activitat. L'EGF és una proteina soluble generada per I'escissio
proteolitica del pro-EGF, expressat a la membrana basolateral de la cél-lula del
TCD. L'EGF alliberat és el lligand del receptor d'EGF (EGFR, EGF recepton),
localitzat a la mateixa membrana, i és qui desencadena la regulacio positiva del
transportador TRPM6%. S’han descrit mutacions al gen £GF causants
d’hipomagnesémia aillada d’'heréncia recessiva'®. A nivell farmacologic, els
diliretics ampliament utilitzats tiazides, inhibeixen I'expressi® de TRPMS,

comportant un augment en |'excrecié de Mg?* per via urinaria'®,
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Figura 7. Cél-lula del tabul distal. El tubul distal reabsorbeix la majoria de soluts de manera
transcellular. La reabsorcié de Na* a través del cotransportador NCC (acompanyat de CI) i del canal
ENaC, aixi com la subsegtient alliberacié d'aquests al fluid intersticial comporta I'entrada de K* per
la bomba Na*/K*-ATPasa, alliberat tant a l'interstici com al fluid tubular, i la generacié d'un voltatge
transepitelial negatiu al lumen que permet la reabsorcié paracel-lular de CI. El Ca®* i el Mg®* es

reabsorbeixen també per via transcel-lular a través de canals especifics.

Al tubul connector, la reabsorcidé de Na* apical té lloc a través de
I'intercanviador NHE2 i del canal ENaC i, a nivell basolateral, el Na* és alliberat
al fluid intersticial a través de la bomba Na*/K*-ATPasa que, alhora, permet
I'entrada de K*. Aquest K* és secretat al fluid tubular pels canals apicals ROMK
i BK. L'expressié i I'activitat d'ENaC, de la bomba Na*/K*-ATPasa i de ROMK
estan estretament regulades positivament per I'aldosterona. El tubul connector,
mitjancant els mateixos mecanismes que el tubul col-lector, també esta implicat
en la regulacié de I'equilibri acid-base (veure apartat “Tubul col-lector”). Tot i
aixi, cal mencionar que el paper del tibul connector en I'homedstasi acid-base
es troba incrementat en situacions d'acidosi metabolica a través d'un augment

en el transport de NH4* 10,
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1.1.4. TUBUL COL-LECTOR

El tibul col-lector (TC), I'Ultim segment de la nefrona, esta format per dos
tipus cel-lulars: les cél-lules principals i les cel-lules intercalades; i és el segment
responsable del refinament final de la composicio de I'orina, aixi com de regular

el moviment d'aigua, Na*, CI-i K*, i 'equilibri acid-base"".

Les cél-lules principals del TC, igual que les del tdbul connector,
s'encarreguen de reabsorbir Na* a través dels canals apicals ENaC i de secretar
K* per ROMK, juntament amb [l'activitat de la bomba basolateral
Na*/K*-ATPasa. Al TC hi arriben aproximadament 10 L d'aigua diaris? i, sota la
regulacié de I'ADH, part d'aquesta és reabsorbida a través de la combinacié
d'expressié apical i basolateral dels canals d'aquoporina-2, -3 i -4'"". Les
céllules intercalades, en canvi, s'encarreguen principalment de regular
I'equilibri acid-base mitjancant la secreci6 al fluid tubular de HCOs™ i H* generats

al citosol per la CA 1I'"2,

Al TC també es regula I'excreci6 urinaria de NH4*. La reabsorcié massiva de
NH4* a la TAL provoca un augment de la concentracié d'aquest al fluid
intersticial, que és la forca motriu- juntament amb I'acidificacié de I'orina— per
la secrecio transcel-lular de NH4* a la llum tubular’3-'"5, En aquesta regi6 de la
nefrona també s'hi expressa la CaSR a la membrana apical, essent un

mecanisme sensor de la calcitria®®.
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2. UNIONS HERMETIQUES

Les TJ sén un tipus d'unié intercel-lular que permet segellar lateralment les
cél-lules evitant el pas lliure de molécules entre els compartiments apical i
basolateral. Les TJ també contribueixen al manteniment de la polaritat cel-lular
prevenint la difusio lateral de les proteines integrals de membrana i mantenint
aixi les funcions especialitzades de cada regi6. Malgrat totes les TJ son
impermeables a macromolécules, la permeabilitat a molécules petites varia en

funcié del tipus d'epiteli i del patro de proteines que les formen'”.

Estructuralment, les TJ estan formades per proteines integrals de membrana
—que tenen contacte directe amb la céllula adjacent- i per proteines
adaptadores que permeten la unié de les proteines de membrana amb el
citoesquelet cel-lular. En funcié del nombre de dominis transmembrana (TM) de
les proteines integrals de membrana, se’'n distingeixen 3 grups: a) amb un Unic
domini TM, que inclou, entre d'altres, les junctional adhesion molécules (JAMs)
i la Crumbs protein homolog 3 (Crb3), b) amb tres dominis TM, la blood vessel
epicardial substance (Bves) i, ¢) amb quatre dominis TM, també anomenades
tetraspanines, on hi ha les claudines i les proteines TAMP (T7ight junction-
associated MARVEL proteins), on s'inclouen entre d'altres I'ocludina. Aquestes
proteines tenen la capacitat d'interaccionar directament amb proteines
adaptadores com les Zonula occludens-1, -2i -3 (ZO-1, -2 i -3), Par3, Par6,
PALS1 (també anomenada MPP5, MAGUK p55 subfamily member 5)) i PAT)
(PalsT-associated tight junction protein o Protein associated to tight
Junctions)''®. A continuacio6 es detallen les caracteristiques de les claudines, aixi

com la seva presencia, funcio i caracteristiques al llarg del tibul renal.
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2.1. CLAUDINES

Les claudines sén una familia de proteines que, en humans, inclouen
almenys 23 membres'™. Sén proteines integrals de membrana d'entre 21 i
28 kDa que contenen 4 dominis TM, dos /oops extracel-lulars (ECL1 i ECL2) i
ambdds extrems, C- i N-terminals, intracel-lulars™°. A més d'actuar a les TJ com
a barrera i porus ionic selectiu del transport paracel-lular (capacitat conferida
per I'ECL1)"?1, estan implicades també en el desenvolupament fetal’??. Les
claudines actuen en forma de polimers interaccionant simultaniament entre
elles en trans (amb claudines de la cel-lula adjacent) —a través de I'ECL2'*—, i en
¢/s (amb claudines de la mateixa cél-lula). Aquests complexos poden estar
formats per un Unic tipus de claudina o per claudines diferents'. L'extrem C-
terminal, que conté el domini PDZ que li permet interaccionar amb les proteines
adaptadores', és crucial per la localitzaci6 de la proteina a les TJ i per mantenir

I'estabilitat de la mateixa (Figura 8).

Selectivitat ionica

Espai
paracel-lular

[RreerTer

Ny . - > Citosol
Residus S\_ s, OO0
palmitoilables / Domini PDZ

Residus
fosforilables

Figura 8. Representacié esquematica d’'un monomer de claudina. Model representatiu de
les caracteristiques basiques estructurals de les claudines. L'ECL1 i 'ECL2 representen els /oops
extracel-lulars 1 i 2, que els confereix la selectivitat ionica i la capacitat d'oligomeritzacio,
respectivament. Els 4 dominis transmembrana es representen com TM1-4. Adaptada de'"®.
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Al ronyd, cada segment de la nefrona expressa un conjunt especific de
claudines, conferint a cadascun d'aquests una permeabilitat i selectivitat
paracellular Unica. Tot i I'escassa informacié que es disposa en humans, a la
Figura 9 es detalla el patr6 d'expressid de les claudines en la nefrona humana.
Focalitzant I'atencié a la TAL, segment de la nefrona objecte d'estudi, s'hi
expressen simultaniament la claudina-3'2%, -1012>126, -1448, -16725127 | 19727 | a
claudina-3 actua com a barrera no selectiva’®, i se'n desconeix la seva funcié
en la fisiologia de la TAL'®#, mentre que el paper de les claudines-10, -14, -16 i

-19 a la TAL es detalla a continuacio.

Capsula [Tubul proximal NH NH prima TAL Tabul distal | Tabul col-lector
Bowman desc. asc.
CLDN1 CLDN1
CLDN2
CLDN3 CLDN3 CLDN3
? ? CLDN4 CLDN4
CLDN7
CLDN8
CLDN10 CLDN10
CLDN14
CLDN16
CLDN17 CLDN17
CLDN19

Figura 9. Patré d’expressio de les claudines (CLDN) al llarg de la nefrona humana. Els
interrogants mostren I'abséncia d'informacié al respecte en aquestes regions de la nefrona humana.

Adaptada de'®. NH: Nansa de Henle; TAL: nansa gruixuda ascendent de Henle.

El gen CLDN10, que codifica per la claudina-10, déna lloc a dues isoformes
diferents: la claudin-10a i la claudina-10b™°, Els homodimers de claudina-10b
(la isoforma expressada a la TAL*?) permeten la reabsorci6 paracel-lular de Na*
a les regions més medul-lars™®'3', Mutacions amb perdua de funcié al gen
CLDN70 desencadenen la sindrome HELIX, que cursa amb una baixa excrecio
urinaria de Mg?* i tendéncia a la hipermagnesémia’® degut a una manca en la
reabsorcid de Na*, el que genera un Ve positiu al lumen superior al fisiologic, i,

per tant, s'incrementa la reabsorcié paracel-lular de Ca®* i Mg?* 12,

49



INTRODUCCIO

A la TAL localitzada a la franja externa de la medul-la externa i al cortex
renal, la claudina-16 (també anomenada paracel-lina-1) i la claudina-19
(codificades pels gens CLDN76 i CLDN79 respectivament) son crucials per la
reabsorcié paracel-lular de Ca’* i Mg?* '¥7. Ambdues claudines, a través dels
dominis TM 3 i 4, oligomeritzen en ¢is'3?"33 formant un heterodimer que alhora
interacciona en trans (a través de I'ECL2) amb dimers antiparal-lels de les
mateixes claudines de la céllula adjacent'®® és a dir, cada claudina amb la
mateixa claudina de la cel-lula adjacent. De fet, la preséncia i la interacci6 en c¢is
d'ambdues claudines és indispensable per la correcta localitzacié d'aquestes a
les TJ'?7. En paral-lel, en models murins s'ha descrit que les claudines-16 i -19
poden interaccionar en ¢is també amb elles mateixes i que, la claudina-19
també ho pot fer també amb la claudina-3%° i la claudina-10b™’. L'abseéncia de
claudina-16 o claudina-19 en models murins knock-down manté intacta
I'expressié de la claudina-10b a les TJ, aixi com d'altres proteines implicades en

aquestes estructures com la ZO-1 i I'ocludina™’.

Funcionalment, en base a assajos funcionals en diversos models cel-lulars,
existeixen dues hipotesis sobre la funcié d'aquest complex claudina-16/19: que
la claudina-16 permet el pas de Na* mentre que la claudina-19 actua com a
barrera pels anions'?7'%; i que el complex claudina-16/19 actua com a porus
paracel-lular de cations divalents com el Ca?* i el Mg?* 134136140 En tbuls renals
aillats de ratolins s'ha descrit que el transport paracellular de Na* és més
prevalent en les regions medul-lars on s'hi expressa més abundantment la
claudina-10b, mentre que a les regions més corticals (cortex renal i franja
externa de la medul-la renal), on predominen les claudines-16 i -19, augmenta
el transport paracel-lular de Mg?* i se'n redueix el de Na* de manera gradual.
En paral-lel, es coneix que ambdues claudines son les responsables del transport
paracel-lular de cations divalents com el Ca* i el Mg?*, ja que mutacions amb
perdua de funcié en aquests gens donen lloc a la sindrome d’hipomagnesemia
familiar amb hipercalcitria i nefrocalcinosi (HFHNC)'"4? —objecte principal
d’'aquest treball- en la que la reabsorcié renal de Ca®* i Mg?* es troba

drasticament reduida’3. Aixi doncs, ambdues hipotesis son complementaries,
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ja que la secrecié de Na* independent de Cl- és el que genera el Vi suficient
per la reabsorcié de Ca®* i Mg?* per via paracel-lular a la TAL (Figura 4). Aixi
doncs, el complex intra- i inter-cel-lular de claudines-16i-19 a I'epiteli polaritzat
de la TAL confereix una permeabilitat paracel-lular selectiva per cations'?,

abolida per la perdua de funcié sinérgica d'ambdues'3>133141,

A més del ronyo, s'ha descrit la presencia de la claudina-16 a les glandules
salivals humanes™* i a les glandules mamaries murines'. La presencia d'un
segon inici de traduccié de I'mRNA de CLDN176 genera dos productes proteics
que difereixen en els primers 70 aminoacids de |'extrem N-terminal de la
proteina, i es creu que només la forma truncada es localitza a les TJ, mentre que
la isoforma completa es troba a endosomes i lisosomes™*. No obstant,
existeixen treballs en els que es mostra una correcta localitzacié subcel-lular a
les TJ de la isoforma completa de la claudina-16'®. La claudina-16 interacciona
directament amb la proteina adaptadora ZO-1 a través del domini PDZ'¥.
Mutacions en aquest domini™® o la pérdua d'interaccié conseqiient a la
desfosforilacio del residu Ser217 de la claudina-16 comporta la internalitzacié i
la localitzacié d'aquesta a lisosoma®®, disminuint aixi la reabsorcié paracel-lular
de Ca?* i Mg?* %149, S'ha observat que en ratolins knock-out pel gen de la
Cldn16 —una fenocopia de la HFHNC en humans—, la delecié del gen Cldn70
reverteix la hipomagnesémia i normalitza I'excrecié urinaria de Ca?* i Mg?*

mitjancant |'activacié de mecanismes compensatoris al tubul distal™’.

La claudina-19, a més d'expressar-se a la TAL, també és present a I'epiteli
pigmentari de la retina™? i, durant el desenvolupament ocular, regula
I'expressié de factors neurotrofics i de marcadors de diferenciacio a les vesicules
optiques, modulant aixi el funcionament de [I'epiteli pigmentari de la
retina™%™". A més, també s'ha evidenciat I'expressi6 de la claudina-19 als axons
mielinitizats de les cel-lules de Schwann del sistema nervids periféric, suggerint
la seva implicaci6 en el manteniment de la velocitat de conduccié dels

potencials d'acci6’?. El complex claudina-16/19 també s'expressa a les TJ dels
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ameloblasts, les cél-lules encarregades de secretar I'enamel (la capa més

superficial de I'esmalt dental) durant el desenvolupament'3™4,

La claudina-14 (producte del gen CLDN74) s'expressa juntament amb les
claudines-16 i -19 a la franja externa de la medulla externa i al cortex renal™>,
A nivell extrarenal, la claudina-14 s'expressa també a les cel-lules ciliades de la
coclea, a l'orella interna™® i, mutacions en aquest gen desencadenen un tipus
de sordesa no sindromica autosomica recessiva (DFNB29)'%. Per altra banda,
s'’ha descrit la preséncia de mutacions en heterozigosi a CLDN74 en nounats
amb malformaci6 a la vena cerebral magna'8. A nivell renal, la claudina-14
interacciona directament amb la claudina-16 i n'aboleix la selectivitat cationica
del complex claudina-16/19. L'abundancia de la claudina-14 a la TAL esta
regulada per 2 microRNAs (miR-9 i miR-374), I'expressié dels quals esta inhibida
per I'activacio del receptor basolateral CaSR, sensible a altes concentracions de
Ca?* extracel-lular (Figura 10). No obstant, ni en pacients amb mutacions al gen
CLDN174 ni en els models animals knock-out pel mateix gen s'han descrit
alteracions renals™®'>7. Tot i aixi, si que s'ha correlacionat la preséncia d'un
polimorfisme al gen CLDON74 (rs219780[C]) amb un major risc de nefrolitiasi

hipercalcidrica i amb una reduccié de la densitat ossia’”.

— Lumen Fluid
tubular intersticial
Membrana Membrana
apical basolateral

—__ GSR

—@®Ca%

Figura 10. Mecanisme de regulacié del complex claudina-16/19 per CaSR. L'activaci6 del
receptor CaSR per un augment de Ca®* al fluid intersticial redueix I'expressié dels microRNAs miR-
9 i miR-374 que regulen negativament la claudina-14. Aquesta doble regulacid negativa comporta
la inhibicié la selectivitat cationica del complex claudina-16/19 i, per tant, la reabsorci6 paracel-lular
de Ca?* i Mg?*.
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Com s’ha mencionat préviament, la disfuncié del complex claudina-16/19,
que dona lloc a la HFHNC, és I'objecte principal d'aquest treball. Donat que la
conseqliéncia clinica primaria d'aquesta malaltia és la hipomagnesémia, a

continuacio es detallara la importancia d’aquest catié en I'organisme.

3. EL MG?** EN L'ORGANISME

El Mg?* és el quart catid més abundant en I'organisme i el segon a nivell
intracel-lular'®. El Mg?*, a més de ser essencial pel desenvolupament fetal'®,
actua com a cofactor de més de 600 enzims (entre els quals hi trobem un
implicat en la generacié d’ATP), és essencial per multiples processos com la
sintesi d'acids nucleics i proteines, regula canals de Na*, K* i Ca%*, modula la
secrecid, l'alliberacié i I'activitat de la PTH i participa en la formacidé oOssia i
I'estabilitat neuromuscular™190161-163 | 3 principal funcié biologica, és a nivell
del sistema nerviés i cardiovascular, on participa en I'estabilitzacié del voltatge
de les membranes cel-lulars, el manteniment del potencial electric del sistema
nervids, 'activitat sinaptica, la funcié de la placa motora, la contraccié muscular

i la resisténcia vascular periferica’4.

3.1. DISTRIBUCIO | BALANG DEL MG>*

El contingut total de Mg?* en I'organisme d’un adult de 70 Kg és d’entre 21
i 28 g'%3, mentre que en el d'un nounat de 3,5 Kg és d'aproximadament 5 g'®°.
Més del 99 % del Mg?* es troba a I'espai intracel-lular, a I'os i al mdscul, mentre
que només I'l % restant és circulant en plasma'®. Del Mg?* circulant, se'n
poden distingir 3 fraccions: la ionitzada (55-60 %), la complexada amb citrat,
fosfat, oxalat o sulfat (20-25 %) i la unida a I'albimina (20-30 %)"%®'¢7 Les dues
primeres fraccions composen la forma del Mg?* ultrafiltrable i representa la

fraccid amb activitat biologica activa'® (Figura 11).
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Els nivells plasmatics de Mg?* estan regulats mitjancant 3 processos:
I'absorcié intestinal, 'emmagatzematge ossi i I'excrecié urinaria'®® (Figura 11).
Aproximadament, el 40 % del Mg?* ingerit (ingesta diaria recomanada entre 80
i 410 mg/dia, segons edat i sexe'®) és reabsorbit a I'intesti prim i gruixut'®®170,
A l'intesti prim, a altes concentracions de Mg?* luminal, I'absorcié es produeix
per via paracel-lular, mentre que a baixes concentracions, té lloc I'absorcié activa
a través del canal TRPM6'%. A l'intesti gruixut, en canvi, el Mg?* s'absorbeix
Unicament per via transcel-lular mitjancant els transportadors apicals de la
cellula TRPM6 i TRPM7, i CNNM4 a la membrana basolateral'®. Es desconeix
el detall de la regulacié de I'absorcié intestinal de Mg?*, pero és influenciada
pel contingut nutricional dels aliments i a través de I'accié de la PTH, el calcitriol,

I'aldosterona, I'hormona del creixement i la calcitonina".

Ultrafiltrable

Mg2*- Alblmina Mg2* Mg2* - X*
25% 55 % 20%
v
Plasma

1) N

oSy Mu’%
i\ )

¥ I

N I

g 1S Ronyd

Intestins T Ossos Y
Excrecid Emmagatzematge Excrecio
fecal urinaria

Figura 11. Distribucié del Mg?* en I'organisme. *“Mg?* complexat.

Els processos de transport tubular renal de Mg?* a cada segment de la
nefrona s'han descrit als apartats anteriors. No obstant, cal destacar que la
regulacié de I'excrecié renal de Mg?* és clau per mantenir es nivells plasmatics
d'aquest catié. Dels, aproximadament, 2400 mg de Mg?* filtrat al corpuscle

renal, entre el 95 i el 99 % és reabsorbit al llarg de la nefrona, majoritariament
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a la TAL®', Tot i aixi, en episodis d’hipomagnesémia, I'excrecié urinaria de
Mg?* es redueix fins al 0,5 % del Mg*? present a I'ultrafiltrat; mentre que, en
casos d'hipermagnesémia, l'excreci6 pot augmentar fins al 80 %'’% La
reabsorcié renal de Mg?* depen de diversos factors: mentre que estats
hipercalcémics i d'acidosi n'augmenten I'excreci6, la PTH incrementa la
reabsorcié del mateix a la TAL L'excrecidé urinaria de Mg?* es pot avaluar
mitjancant I'excrecié fraccionada de Mg?* (EFwmg), calculada a partir dels nivells
urinaris (U) i plasmatics (P) de Mg?* i creatinina (Cr): FEmg = (Umg X Pcr) / (Ucr x
Pmg)'73, el rati urinari de Mg?* i creatinina (Uwmg/c), els valors fisiologics dels quals

depenen de I'edat, i la quantitat absoluta de Mg?* diari excretat'®,

3.2. HIPOMAGNESEMIA. MANIFESTACIONS CLINIQUES

La regulacié de I'hnomeostasi del Mg?* té com objectiu mantenir els nivells
plasmatics d’'aquest dins del rang fisiologic (1,6-2,6 mg/dL (0,7-1,1 mM), en
adults’). Per tant, valors plasmatics inferiors a 1,6 mg/dL es consideren
hipomagnesemia. En conseqiiencia al gran nombre de processos en els que
esta implicat el Mg?* i la rellevancia d'aquests, la hipomagnesémia pot

desencadenar un ampli rang de manifestacions cliniques (Taula 1).

Taula 1. Manifestacions cliniques de la hipomagnesémia. Adaptat de'®.

Trastorns Signe / Simptoma

Homeostasi d'altres ions Hipocalcemia, hipopotassémia

Neuromusculars Irritabilitat muscular, hiperrefléxia, tetania, debilitat
muscular, ataxia, nistagme, marejos, depressid, psicosi

Cardiovasculars Aritmies, hipertensio arterial

Digestius Disfagia

Endocrins Resisténcia ossia a la PTH, hiperreninisme,

hiperaldosteronisme

Hematologics Anemia
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En funcié de l'origen causant de la hipomagnesémia, se'n distingeixen la
nutricional —per una ingesta dietética insuficient—, la intestinal —per absorcio
deficient de Mg?* a l'intesti-, i la renal, que es produeix quan hi ha una pérdua
excessiva de Mg?* per via urinaria. Aquesta ultima causa d’hipomagnesémia pot
ser deguda a defectes renals intrinsecs (com és el cas de la HFHNC o altres
malalties hereditaries) o secundaria a alteracions metaboliques o endocrines,

aixi com consequéncia a l'accié d'alguns farmacs o toxics'®,

4. HFHNC

La HFHNC és una malaltia genética minoritaria d'heréncia autosomica
recessiva. Es caracteritza per una pérdua renal massiva de Mg?* i Ca?* per via
urinaria, que causa hipomagnesémia persistent i nefrocalcinosi bilateral’> amb

progressié inexorable a CKD i al tractament renal substitutiu fallida renal (FR)™3.

4.1. HISTORIA

La manca d'informacié disponible sobre la fisiologia tubular renal va
endarrerir el coneixement de les tubulopaties renals i, més concretament de la
HFHNC, el que va suposar l'infradiagnostic d'aquesta entitat’’®. La primera
referéncia de la HFHNC va ser I'any 1972, en el que es va publicar el cas de dos
germans que presentaven hipomagnesemia, hipercalciuria i nefrocalcinosi, el
que es va anomenar la sindrome de Michelis-Castrillo'”. Fins el moment cap
cas descrit presentava afectacié ocular, i no va ser fins I'any 1979 que es va
relacionar la hipercalcitria amb el coloboma macular bilateral'’8. A partir
d'aquesta data, el nombre de casos reportats va augmentar
considerablement'76179180 | 'any 1987, Juan Rodriguez Soriano et al/, en aportar

3 casos nous als 15 ja descrits, van classificar la sindrome hipomagnesemia-
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hipercalcitria familiar com una malaltia congénita d’heréncia autosomica
recessiva i van suggerir que el defecte genétic alterava el funcionament de la
TAL, implicant el transport de Ca?* i Mg?*, pero no el de Na* ni I8, Vuit anys
més tard, al 1995, Manuel Praga et al. van publicar les dades corresponents a 8
pacients més, reportant un deteriorament progressiu de la funcié renal i
observant que el dany tubular no recidivava després del trasplantament renal.
El titol d'aquest article va donar lloc al nom definitiu de [I'entitat:
hipomagnesémia familiar amb hipercalcidria i nefrocalcinosi’. Tot i aixi, no va
ser fins I'any 1999'#1 i 2006'2 quan es van identificar els gens causants de la

malaltia.

4.2. ETIOPATOGENIA

La HFHNC, tot i ser una malaltia monogeénica, presenta heterogeneitat
génica. Pot ser causada per mutacions amb pérdua de funcio6 dels gens CLON76
(o PCLNT), localitzat al cromosoma 3g27.29, que codifica per la claudina-16 (o
Paracel-lina-1) (OMIM #248250)'" o CLDN79, al cromosoma 1p34.2, que
codifica per la claudina-19 (OMIM #248190)'#2. Fins el moment, s’han identificat
almenys 70 mutacions diferents a CLON76 causants d’"HFHN(C34141188-197,148,198-

206153,174.183-187 mentre que a CLDON79 només se n'han descrit 24 variants

patogéniques132,142,212—21 5,185,196,201,207-211

A data de 2014 (Ultimes dades epidemiologiques disponibles), amb una
prevalenca desconeguda, pero inferior a 1/1.000.000, s'havien descrit
aproximadament 178 pacients amb diagnostic geneétic, dels quals, 106
presentaven mutacions al gen CLON16i 72 al gen CLDN79 2. L'any 2013 a
Espanya hi havia registrats un total de 35 pacients amb HFHNC?'. En molts
casos, I'absencia d'un diagnostic geneétic, aixi com la falta de coneixement i
consciéncia de la malaltia comporta l'infradiagnostic de I'entitat i n'impedeix el
coneixement de les dades epidemiologiques amb exactitud?'®. Globalment, la

prevalenca de pacients amb mutacions al gen CLDON76 és superior a la de
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pacients amb variants patogeniques a CLON79 no obstant, a la regié del mar
Mediterrani la proporcié de casos amb alteracions al gen CLDN79 és més
elevada®'® La mutacié ¢.59G>A; p.G20D a CLDN79 —-que comporta la retencio
de la proteina a reticle endoplasmatic i, per tant, la pérdua total de la funci¢'?—
es va denominar com la mutacié espanyola/hispanica ja que es va identificar en
un grup de pacients espanyols (o de procedencia espanyola) i tots ells
compartien I'haplotip al llarg de més de 450kb al voltant del gen'#?, confirmant
la presencia d'un avantpassat com'4%185208 Al gen CLDN76 també es coneix
I'efecte fundador de dues mutacions —c.453G>T; p.L151F i c416C>T; p.A139V-

prevalents a Alemanya i a I'est d’Europa’® i a nord d'Africa’®, respectivament.

4.3. FISIOPATOLOGIA | FENOTIP

Com ja s’ha mencionat préviament, el defecte primari de la HFHNC és la
disfuncié de la claudina-16 o de la claudina-19, implicades en la reabsorcio
paracel-lular de Ca®* i Mg?* a la TAL'®. Tot i la pérdua massiva de Ca%* i Mg?*
per orina, els nivells de Ca®* seric en pacients amb HFHNC solen mantenir-se
dins del rang fisiologic'? [8,8 — 10,6 mg/dL (2,2-2,64 mmol/L)'"4]. No obstant,
si que s'han descrit alguns casos amb hipocalcemia en el moment del diagnostic
clinic'®:20221 " De manera contraria, generalment els pacients si que
desenvolupen hipomagnesémia, que pot desencadenar complicacions
sistémiques severes'®. No obstant, més enlla de la hipercalcidria, la
hipermagnesuria, la hipomagnesemia, les manifestacions cliniques
caracteristiques de la HFHNC comprenen un ampli rang de signes i

simptomes'43153154207.218 racopilats a la figura 12.
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Polidria, polidipsia + creixement deficient
Nefrocalcinosi bilateral

Hipermagnesuria

Hipercalcidria

Hipostenuria

CKD, FR

Dalor abdominal

Vomits

Alteracions oculars? Tetania

Hipomagnesémig-------------------1 » | Rampes i espasmes

+PTH musculars

TUs Convulsions
Nefrolitiasi Dolor articular
Acidosi metabolica® Hipocqlcémia
Hipocitraturia Letarlg\la
Hiperuricemia Raquitisme
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Amelogénesi imperfecta

Prevalenga signe/simptoma en pacients amb HFHNC

Figura 12. Prevalenca de les manifestacions cliniques dels pacients amb HFHNC. CKD,
chronic kidney disease; FR, fallida renal; PTH, Hormona paratiroide; ITUs, Infeccions del tracte
urinari.Les alteracions ocular Unicament son presents en pacients amb mutacions al gen CLDN79.
PAcidosi metabolica suggestiva d'acidosi tubular renal distal incompleta.

Tot i que es desconeixen amb precisio els mecanismes fisiopatologics que
desencadenen alguns dels signes i simptomes caracteristics de la HFHNC, es
creu que l'elevada concentracié de Ca’* a la pre-orina més enlla de la TAL
podria provocar la generacié de cristalls intratubulars, responsables d'episodis
de nefrolitiasi?’®. Per altra banda, pel que fa a la nefrocalcinosi medul-lar
bilateral (present en el 100 % de pacients), donat que el diposit de Ca®* a
l'interstici medul-lar no pot derivar del transport d'aquest a la TAL, I'Unic
mecanisme plausible és el transport transcel-lular al TC a la franja interna de la
medul-la en consequéncia a les altes concentracions de Ca2* presents al lumen
tubular?™.  La nefropatia tabul-intersticial medul-lar causada per la
nefrocalcinosi desencadena defectes en la secrecié de H* al TC medul-lar —
procés estimulat addicionalment per I'activacié de la CaSR de les cel-lules del
TC en consequencia a la hipercalciuria®®®- i en el cimul de NH4* a l'interstici
medul-lar -també afavorit pel deficient transport paracel-lular a la TAL-, essent
els responsables de I'acidosi tubular renal distal incompleta®?!. Aquesta acidosi

tubular distal incompleta, que déna lloc a un defecte en I'acidificacié de I'orina,
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podria estar relacionada amb la hipocitraturia present en molts pacients amb
HFHNC™0, el que, alhora, comporta un augment del risc de nefrolitiasi???, tot i
que es desconeix amb certesa el mecanisme implicat. També s'hipotetitza que
la nefropatia tubul-intersticial medul-lar és la responsable de la hipostenuria
(incapacitat de concentrar I'orina) donant lloc a la polidria (i la consequent
polidipsia)??®. Addicionalment, s'ha relacionat també I'activacié de la CaSR de
les cél-lules del TC amb una disminucié en l'expressio de l'aquoporina-2,
responsable de la reabsorcid d‘aigua en aquesta regié de la nefrona®?®,
contribuint també a la polidria. En conseqiiéncia, la relativa hipovolémia i
l'associada resposta neurohumoral desencadenada podrien ser les
responsables dels estats hiperuricémics presents en alguns pacients®. Per altra
banda, la pérdua urinaria massiva de Ca®* i Mg?*, aixi com la incapacitat de
concentrar I'orina, podrien esta implicades en el retras en el creixement —també
present en altres trastorns tubular hereditaris— que pot ser rectificat amb un

correcte control de la calcitria®?4.

A nivell histologic renal, en pacients amb HFHNC s'han evidenciat diposits
de calci, esclerosi glomerular, presencia de glomeruls immadaurs, atrofia tubular
i fibrosi intersticial de grau variable'™. En conjunt, totes aquestes alteracions

renals desencadenen el desenvolupament de la CKD i, finalment, la FR.

En alguns pacients, la simptomatologia ocular pot constituir I'Unica
manifestacié aparent de la malaltia i conduir al diagnostic de la HFHNC. La
claudina-19 (juntament amb la claudina-3) s'expressa també a les cel-lules
epitelials del pigment de la retina (cél-lules RPE)™°. Aquest epiteli constitueix
I'anomenada barrera hemato-retiniana exterior i es localitza a la part posterior
de les cél-lules fotoreceptores, essent essencial la relacié entre ambdds tipus
cellulars per una correcta capacitat visual®®. El complex claudina-3/19 a les
cél-lules RPE no formen Unicament les TJ, sind que també modulen I'expressio
génica i activen la via de senyalitzacié AKT, implicada en multiples processos
cel-lulars com la supervivéncia, el creixement i la migracio cel-lular®?®. En models

cel-lulars s’ha observat que la mutaci6 p.G20D en homozigosi a CLODN79
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impedeix la formacio de les eyecups (vesicules a partir de les quals es formen
la retina i la capa pigmentada de |'ull), evidenciant I'expressié d'aquesta en
estadiatges molt inicials del desenvolupament i la diferenciacié ocular. També
es va detectar una reduccio en I'expressié de factors neurotrofics de creixement
i la retenci6 de la claudina-19 en vesicules citoplasmatiques. Addicionalment,
es va identificar que la mutacioé p.G20D a CLDN79 en heterozigosi actuava com
a dominant negatiu impedint que la forma wild type (WT) arribés a la membrana
cel-lular. Al mateix treball, en models murins amb la mateixa mutacid, es va
detectar I'apoptosi dels fotoreceptors, una desorganitzacié de les cél-lules
bipolars de la retina i una péerdua de la funcié de la mateixa. Cal destacar que
en tots els sistemes estudiats es va observar una reduccio en I'expressio del gen
RPE65, que codifica per un enzim que genera el metabolit 11-c/s-retinal,
indispensable pel funcionament de la rodopsina i, per tant, per una correcta
visié™0. Aixi doncs, els efectes pleiotropics de la claudina-19 podrien explicar
els multiples defectes en el desenvolupament ocular que pateixen la majoria
dels pacients amb mutacions al gen CLDN79 —tot i que no en tots—, entre els
que s'inclouen la discapacitat visual severa, displasia macular (anomenada
també coloboma macular) —una lesio fibrotica a la macula??’—, miopia magna
(miopia severa), nistagme horitzontal, corioretinitis i calcificacions cornials'™18
(Figura 13). En canvi, només en una minoria de pacients amb mutacions al gen
CLDN716 s’han descrit alteracions oculars lleus com miopia o

astigmatisme'83190.194,

A

Figura 13. Nefrocalcinosi medul-lar bilateral (A) i coloboma macular (B). Imatges
obtingudes per radiografia frontal (A) i funduscopia ocular. Les fletxes senyalitzen els diposits de

calci i la lesié macular respectivament. Adaptada de®?.
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4.3.1. VARIABILITAT FENOTIPICA

Existeix una amplia variabilitat fenotipica entre els pacients amb HFHNC,
tant a nivell renal com ocular. En alguns casos, aquesta variabilitat és present
també entre pacients que presenten les mateixes mutacions causants de la
malaltia, incls entre individus d'una mateixa familia, principalment entre
germans/es'#4206208 - Algunes de les diferencies fenotipiques descrites a la
literatura inclouen I'edat de debut clinic, la recurréncia d’ITUs i nefrolitiasi, I'edat
en la que els pacients desenvolupen la FR —als 13,5 i 37 anys en el cas d'una

parella de germans'*- i la preséncia i tipus d'alteracions oculars74194198229.230,

En alguns estudis es constata una major prevalenca i severitat de la malaltia
en pacients de sexe femeni'®>2%, el que condueix a suggerir que podria tractar-
se —juntament amb la preséncia d'episodis repetits d'ITUs??- de factors de risc
pel desenvolupament de CKD?'. Tot i que el fenotip renal dels pacients amb
HFHNC és indistingible entre aquells que presenten mutacions als gens
CLDN16 o CLDNT9 s'ha evidenciat que els pacients amb variant patogéniques
a CLDN79 tenen un major risc de progressio a la CKD avancada i que

progressen a la FR més precogment’®,

Malgrat el nombre limitat de pacients descrits a la literatura, s’ha reportat
una correlacié genotip-fenotip. La severitat del fenotip en pacients amb variants
patogeniques a CLDN76 esta relacionada amb el tipus de mutacié. S'ha
demostrat que la pérdua completa de funcié dels dos al-lels comporta un pitjor
pronostic renal, donant lloc al desenvolupament precog de la FR; mentre que la
preséncia de funcié residual en almenys un dels dos allels del mateix gen,
confereix un alentiment de la progressio a la FR'8, Per altra banda, Mdller et a/.
van descriure la mutacié c¢.908C>G (p.T233R) al gen CLDN176, localitzada al
domini PDZ de la proteina, que comporta la pérdua d'interaccié d’aquesta amb
la ZO-1. Els pacients —de dues families no relacionades— amb aquesta mutacio
presentaren un fenotip d'HFHNC més lleu al descrit previament (funcié renal
estable, remissié de la hipercalcilria i reversid o estabilitzacié del grau de

nefrocalcinosi). En aquest treball es va mostrar que la claudina-16 portadora
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d'aquesta mutacio es localitza a les TJ pero, per manca d'interaccié amb la ZO-1,
s'internalitza als lisosomes. D'aquesta manera, es va suggerir que durant un
periode de temps curt, la proteina podria estar correctament localitzada i essent

completament funcional™?.

En quant als pacients amb mutacions al gen CLON79, I'alta prevalenga de la
mutacio p.G20D —inclds en homozigosi— ha dificultat la realitzacié d'estudis de
correlacié genotip-fenotip. Cal esmentar perd, que entre pacients homozigots
per aquesta mutacid existeix una gran variabilitat fenotipica tant a nivell del

grau d'afectacié ocular com en I'evolucié de la malaltia renal®®,

4.4. DIAGNOSTIC

Tot i que existeixen multiples trastorns hereditaris en els que el transport
del Ca?* i Mg?* en resulten alterats, les caracteristiques cliniques, els parametres
bioquimics i el patré d'heréencia, sén claus per distingir-los'%9232233 En |a
HFHNC, aquestes caracteristiques inclouen la hipomagnesemia, la
hipermagnesuria, la hipercalcidria amb normocalcémia, la nefrocalcinosi
bilateral, la CKD —que en molts casos es manifesta des de la infancia—i I'heréncia
de caracter autosomic recessiu’™3. A més, en pacients amb mutacions al gen
CLDN179 la preséncia de les alteracions oculars prototipiques de la malaltia
(miopia severa, lesié macular i nistagmes) també s6n motiu de sospita clinica
de l'entitat, ja que també es solen manifestar en estadiatges inicials de la
malaltia’85207208 Es important mencionar que nivells normals de Mg?* séric no
exclouen la HFHN(C'0:208234 j5 que la preséncia de CKD pot normalitzar aquest
parametre®>. En aquests casos, I'estudi de I'EFug i de I'EFca (excrecio fraccionada
de Ca?*), que es mantenen elevats de manera independent als nivells sérics, sén
de gran utilitat™. L'edat de diagnostic clinic és molt variable, oscil-lant des dels
pocs mesos de vida fins la tercera década, essent |'edat mitjana de diagnostic

molt dispar segons I'estudi, des dels 3,5'® als 15,28 anys.
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El diagnostic diferencial inclou fonamentalment altres tubulopaties de
causa genética associades amb hipercalciuria i nefrocalcinosi, principalment
I'acidosi tubular renal distal i, menys freqiientment, la sindrome de Bartter o la
malaltia de Dent, els fenotips de les quals sén diferents i en destaca |'abséncia
d'hipopotasseémia en els pacients amb HFHNC'73'81_ En |'acidosi tubular distal,
la correccié de I'acidosi metabolica normalitza la magnesuria i la calcidria dels
pacients, a diferencia de la HFHNC, en la que aquests parametres, tot i el

tractament adient, persisteixen elevats, el que facilita el diagnostic diferencial?®®.

Per tal de confirmar la sospita clinica d'HFHNC és imprescindible identificar
les mutacions en ambdos al-lels dels gens CLON76 0 CLDN79. L'analisi genetica
es realitza principalment mitjancant la seqiienciacié bidireccional dels exons i
de les corresponents regions introniques flanquejants'® 194208216 per |'estudi de
grans delecions o insercions s'utilitza la técnica de la reaccié en cadena de la
polimerasa quantitativa fluorescent de multiples fragments (QMPSF,
quantitative multiplex PCR of short fluorescent fragments)'®>2'®. No obstant,
tenint en compte I'origen geografic del cas i la preséncia o no dels defectes
oculars prototipics, I'estudi podria iniciar-se per I'analisi directe —mitjancant el
sistema multiplex SNaPshot®- de les mutacions p.L151F i p.A139V al gen
CLDNT76 i la p.G20D a CLDN19, altament freqlents en determinades regions
geografiques™3. El diagnostic genétic, a més de confirmar la malaltia, permet

realitzar un consell genetic familiar i, inclis, el diagnostic prenatal'#3,

4.5. TRACTAMENT

Actualment no existeix cap tractament especific per aquesta malaltia, ni
unes guies mediques consensuades pel tractament de I'entitat, aixi com ningun
assaig clinic que condueixi a cap opcid terapéutica. Aixi doncs, el tractament
actual és basicament de suport. Els pacients amb HFHNC reben suplementacio
oral de Mg?* i dilrétics de tipus tiazides en monoterapia o combinats amb

ditretics tipus amilorida (inhibidors del canal ENaC), per tal de reduir I'excrecio
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urinaria de Ca?* 182185194208 | "js d'aquests dilretics es basa en la reduccio en la
reabsorcio de Na* al TCD, que comporta una disminucio del volum extracel-lular
conseqlient a la pérdua massiva d‘aigua i Na*. Aquesta condicié desencadena
un augment en la reabsorci6 proximal de Ca** com a mecanisme
compensatori®¥’. Tot i que molts pacients amb HFHNC no responen a la terapia
amb tiazides'8%185194208 an alguns estudis longitudinals si que s'observa I'efecte
hipocalcilric, tot i que sense cap canvi en I'evolucié de la funci6 renal'0224238,
En molts casos, també s'indica el tractament amb citrat potassic per prevenir la
formacié de cristalls d'oxalat calcic’®*'9323%, Per altra banda, el deéficit de
calcitriol és un tret recorrent en pacients amb CKD i, donat que és un factor de
risc per desenvolupar hiperparatiroidisme secundari, molts pacients reben
suplementacié de vitamina D'741%6240 Tot i que s'ha mostrat que el
manteniment dels nivells serics de calcitriol dins del rang de normalitat atenua
la progressio de la CKD en pacients pediatrics®*', la suplementaci6 vitaminica
resulta controvertida ja que podria afavorir la nefrolitiasi™3. Per aquest motiu,
es recomana un estret monitoratge dels pacients per evitar assolir uns nivells

elevats de calcitriol plasmatic.

Recentment, assajos en models cel-lulars i animals han permes l'estudi de
molécules que podrien ser efectives pel tractament de la HFHNC. En linies
cel-lulars MDCK (Madin-Darby canine kidney cells) portadores de la mutacio
p.D97S a CLDNT6, en la que la proteina queda retinguda al compartiment
endosomal i presenta una estabilitat inferior a la forma WT, s'ha identificat un
agent antimalaric (primaquina) capa¢ d'augmentar I'estabilitat de la proteina
claudina-16, alhora que la localitzaci6 a la membrana cel-lular'®, Al mateix tipus
cel-lular portador de la mutacié p.Y207* a CLDN76, que comporta la retencid
de la proteina als lisosomes, la inhibicioé de I'endocitosi vehiculada per clatrina
—tant a través de l'acidificacié del citosol com de I'is de medis hipertonics— va
permetre la corregir la distribucié de la claudina-16 a la membrana cel-lular?®,
Actualment, tot i els avencos mencionats, i en absencia de tractament especific,
I'inica alternativa eficag pel tractament de la disfuncié renal en pacients amb

HFHNC és la terapia renal substitutiva quan s'assoleix la FR, ja sigui la dialisi o
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el trasplantament renal. Amb el trasplantament renal I'excrecio urinaria de Ca?*
i Mg?* es normalitza i no es produeix recidiva de la malaltia’®234239242_ No
obstant, les alteracions oculars persisteixen. La miopia magna associada a la
HFHNC es pot corregir amb ulleres, lents de contacte, cirurgia laser o
implantacio de lents artificials; pero, no hi ha cap terapia per la correccié del

nistagme o del coloboma macular™3,

5. MODIFICADORS GENETICS DEL FENOTIP

Aproximadament el 80 % de les malalties minoritaries tenen un origen
genétic i, la majoria d’elles son monogeéniques. Tot i tractar-se de malalties
causades per mutacions en un Unic gen, la base genetica i la fisiopatologia de
moltes d'aquestes malalties segueix essent una incognita. Inclis en malalties en
les que es coneix la causa genetica de la malaltia, el fenotip dels pacients pot
ser molt divers —inclls entre membres de la mateixa familia— tot i, en alguns
casos, compartir la causa geneética de la malaltia®®. Els factors responsables
d'aquesta variabilitat fenotipica poden ser multilples?44-2%6; pero, en el cas de
malalties en les que hi ha una alta prevalenca d'una determinada mutacio
causant de l'entitat, aquests es redueixen a factors genetics, epigenétics i

ambientals®.

En I'4ltima década, el nombre d'estudis de factors genetics moduladors del
fenotip de malalties ha augmentat considerablement, tot i que només un 24 %
d'aquests es focalitzen en malalties minoritaries®®. Els factors genétics
moduladors del fenotip es coneixen com “gens modificadors” i es defineixen
com una variacio en la seqiiéncia d'un gen que altera el fenotip normal d’'una
malaltia causada per mutacions en un altre gen independent, efecte conegut
com epistasi. En general, els efectes dels gens modificadors es poden classificar
en 4 grups, en funci6 de l'aspecte fenotipic que alteren: penetrancia,

expressivitat, dominancia i pleiotropia. La penetrancia es defineix com la
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proporcié d'individus portadors de mutacions causants de malaltia que
presenten el fenotip corresponent?®. Un exemple modificacié de la penetrancia
és amb la retinitis pigmentosa autosomica dominant, causada per mutacions al
gen PRPF37, en la que s’ha observat que una determinada variant génica a
CNOT3 aboleix les manifestacions cliniques de la malaltia®*®. Un altre exemple
en el que la modificacié de la penetrancia es posa en manifest en malalties
renals, és un treball en el que I'analisi de 874 gens en 589.306 genomes va
identificar la presencia de 13 adults asimptomatics amb mutacions causants de
malalties amb un debut caracteristic a la infancia®*. El concepte d'expressivitat
fa referéncia a la magnitud del fenotip. La preséncia d'un gen modificador de
I'expressivitat pot modular el curs de la malaltia i la severitat de la mateixa, com
és el cas de la sindrome QT-llarga. Els pacients afectes d'aquesta malaltia que
presenten una mutacidé concreta al gen KCNQ7 (causant de la sindrome),
juntament amb un polimorfisme al gen NOS7AP, presenten un fenotip molt
més sever que aquells no portadors d’aquest polimorfisme?'. La dominancia és
una mesura de la dosi génica necessaria per presentar manifestacions cliniques.
Aquest concepte té cabuda en malalties recessives en les que els individus
heterozigots per la mutacié causant de malaltia presenten un fenotip intermedi
o diferent al dels homozigots®®, Aquesta capacitat de modificar la dominancia
s'exemplifica amb les mutacions amb pérdua de funcié en un dels al-lels del gen
HAMP, que comporten que la preséncia d'un Unic al-lel mutat del gen HFE,
causant d’hemocromatosi —malaltia de caracter recessiu—, sigui suficient per
desenvolupar el fenotip clinic de la malaltia®®. Per dltim, la modificacié de la
pleiotropia per part d'un gen modificador consisteix en I'addicié d'alguna
caracteristica clinica a la malaltia. La combinacié de mutacions als gens de la
familia BBSi MKSTn’és un clar exemple. Mutacions en cadascun d'aquests gens
donen lloc a malalties amb fenotips diferents, i cap d'ells inclou les convulsions.
No obstant, els pacients amb mutacions a gens 8857, -9 i -70, i portadors d'una
mutacio a MKS7, a més del fenotip habitual de la malaltia, manifesten també

convulsions?®3,
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La identificacid dels efectes modificadors dels gens consisteix en I'estudi de
la diversitat genetica de pacients que comparteixen una mateixa malaltia —i a
vegades una mateixa mutacié causant d'aquesta— pero que discerneixen en el
fenotip clinic. Existeixen diverses estratégies per la identificacié de gens
modificadors del fenotip en humans, entre les que s’inclouen les analisis
comparatives dels perfils d'expressio, els estudis d'associacio de tot el genoma
(GWAS, genome-wide association studjes) —o de l'exoma-—, i les analisis
d'associacions familiars. En tots casos, es poden fer de manera dirigida
mitjancant la seqlienciacié de determinats gens, o mitjangant técniques high-
throughput com el la seqlienciaci6 de I'exoma (WES, whole exome sequencing)
o del genoma (WGS, whole genome sequencing)®®. L'estudi dels gens
modificadors del fenotip ofereix I'oportunitat d’augmentar el coneixement
funcional dels gens individuals, de les xarxes en les que actuen i dels fenotips
que afecten. A més, poden representar noves dianes terapeutiques per

intervenir tant en l'inici com en la progressié de les malalties?®.

Pel que fa la preséncia de gens modificadors en malalties d'origen genétic
amb afectacio renal, arrel del cas clinic d'un pacient, es va identificar que el gen
PAX2 podria actuar com a modificador del fenotip renal present en pacients
amb la sindrome de Nail Patella, causada per mutacions al gen LMX7B, en
conseqliéncia d'una expressié defectuosa d'ambdds gens durant la
nefrogenesi?>*. De manera similar, en pacients amb la sindrome de Joubert amb
afectacié renal, s'ha evidenciat la preséncia d'una variant d'un Unic nucleotid
(SNV, single nucleotide variant) a la regié6 5'UTR del gen BSND (subunitat
Barttin de canals de ClI") associada, de manera significativa, amb la severitat de

la malaltia renal en una cohort de pacients amb mutacions al gen CEP29CP>>.

Tot i aixi, la malaltia per excelléncia d'estudi de gens modificadors del
fenotip és la fibrosi quistica, en la que existeix una mutacié altament prevalent
al gen CFTR[c.1521_1523del (p.Phe508del)]?*¢. Aquest podria ser un precedent
per l'estudi dels gens modificadors a la HFHNC, ja que, tot i que amb una

prevalenga molt més baixa, també hi ha una mutacié al gen CLDON79 altament
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prevalent (p.G20D). De fet, la sospita de I'existéncia de gens modificadors a la
HFHNC es va posar de manifest I'any 2002 per tal d'explicar la variabilitat

fenotipica renal dels pacients amb aquesta malaltia®?*.

6. EXOSOMES

La majoria de tipus cellulars produeixen i alliberen vesicules
extracel-lulars®’. Aquestes vesicules extracellulars estan formades per una
bicapa lipidica, el seu contingut reflexa el de la céllula d'origen®® i son
considerades vehicles de comunicacio intercel-lular?®. En funcié de la mida, dels
mecanismes de biogénesi i d'alliberacié, i de la composici6 molecular, les
vesicules extracel-lulars es classifiquen en 3 grups: les microvesicules (també
anomenades microparticules o ectosomes), que es formen i s'alliberen per
evaginacio de la membrana plasmatica i tenen una mida d’entre 100 1.000 nm
de diametre, els exosomes, que mesuren entre 30 i 200 nm i sén alliberats a
I'espai extracel-lular per fusié dels cossos mutivesiculars (MVB, multivesicular
bodies) que els contenen amb la membrana plasmatica; i els cossos apoptotics
—vesicules d'entre 50 i 5.000 nm de diametre- resultat de la fragmentacio
cel-lular conseqlent al procés d'apoptosi®®®. Els exosomes son alliberats
constantment i de manera fisiologica i se n'ha descrit la preséncia a diversos
fluids biologics: sang®®, liquid seminal®®’, orina®®?, saliva?, llet materna®,

liquid amniotic®®®, liquid ascitic®®®, liquid cefaloraquidi®®’ i bilis?68,

Tot i 'elevat i creixent nombre de publicacions referents a les vesicules
extracel-lulars, la terminologia utilitzada per descriure aquestes vesicules no
esta estandarditzada, el que comporta confusié en la comunitat cientifica®®. Per
aixo, resulta imprescindible definir la nomenclatura utilitzada. En aquest treball
s'utilitzara el terme exosomes per fer referencia a les vesicules extracel-lulars de
diametre d'entre 30 i 200 nm i alliberades per la fusid dels MVBs amb la

membrana plasmatica.
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6.1. BIOGENESI

Els exosomes es formen a linterior dels MVB com a resultat de la
invaginacié de la seva propia membrana. Els MVB son un tipus d’endosoma
tarda —generat a partir de lI'endosoma primerenc— que conté vesicules
intraluminals (exosomes) al seu interior i que poden fusionar-se amb els
lisosomes i degradar el seu contingut o bé, fusionar-se amb la membrana
plasmatica i alliberar els exosomes a I'espai extracel-lular?’®. S'ha descrit que la
ISGlacié (una modificacio post-traduccional similar a la ubiquitinitzacid) podria
estarimplicada en la fusié dels MVB amb els lisosomes i que, per tant, I'abséncia

de ISGlacio dirigeix els MVB cap a la via secretora®’".

Fins el moment, es coneixen dos tipus de mecanismes implicats en la
biogénesi dels exosomes: els dependents dels complexes proteics ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport) i els independents
d'ESCRT?70272-274  En referéncia a la maquinaria ESCRT -que consta de 4
complexos de proteines citoplasmatiques (0-1V)-, en destaquen la proteina
TSG101, involucrada en la formacié de les invaginacions®>, i el complex
Alix-sintenina-sindeca, responsable de la invaginacio i I'escissid de les vesicules
de la membrana del MVB per esdevenir exosomes individuals®’®. Els
mecanismes independents de ESCRT coneguts inclouen diferents tipus de
molécules, d'entre els que s'hi troben lipids com les ceramides®”, I'acid
lisobifosfatidic®’® i el colesterol?”®, que semblen estar involucrats en la

invaginacié de la membrana dels MVB.

6.2. COMPOSICIO

El contingut dels exosomes és heterogeni, especific i dinamic, ja que
existeixen diversos mecanismes que en determinen les molecules que
s'inclouen als exosomes?’4280, A més, el contingut exosomal esta estretament
relacionat amb el tipus i I'estat fisiologic o metabolic de la cél-lula d’origen?”?.

Cal mencionar que les limitacions tecniques existents en I'ambit dels exosomes
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impossibilita el coneixement del contingut d'aquests amb precisié ja que, per
exemple, estudis del contingut exosomal a partir d'exosomes aillats per
immuno-seleccié (que comporta la seleccié d'una subpoblacié d'exosomes)

déna lloc un biaix en I'analisi?’2.

Els exosomes contenen proteines i aminoacids, diversos tipus d'/RNA, DNA
i metabolits citoplasmatics?* (Figura 14). Pel que fa al contingut proteic, s’han
descrit dues subpoblacions: aquelles propies del tipus cellular d'origen dels
exosomes, de naturalesa molt variable, i les que estan relacionades amb la
biogénesi dels exosomes (TSG101, Alix, CD81, etc.), presents en la majoria de
poblacions d'exosomes?’2. L'ampli espectre d'RNA present als exosomes inclou:
RNA missatger (mMRNA) —majoritariament fragmentat i altament enriquit en les
regions 3' del mMRNAZ'—, microRNA (miRNA) —objecte d'estudi en aquesta tesi-
, pre-miRNA, RNA no codificant llarg (IncRNA), Y-RNA, RNA circular, RNA
mitocondrial, RNA de transferéncia, RNAs nuclears petits (snRNA, short nuclear
RNA), RNAs nucleolars petits (snoRNA, short nucleolar RNA) i RNA associat a
Piwi (piRNA)?74, Per (ltim, la composicié de la membrana lipidica dels exosomes
és també caracteristica, ja que esta enriquida en /jpid raftsi, per tant, contenen

una alta proporcié de colesterol, esfingolipids, glicerofosfolipids i ceramides?”’.

71



INTRODUCCIO

r - Molécules
Proteines o
d'adhesio
presentadores
d'antigens,
\ . Proteines
. W, citoesquelet
Proteines \ Proteines
s transduccié Proteines
Components ; | " i
ESCRT senya ransmembrana
Proteines ’
transport/fusi Enzims Altres
membrana proteines
citosoliques
Acids Fragments nglzfji:;ﬁs Fragments
nucleics MANA OHA
AN miRNAs
nufu:
;. ’...
Lipids \, y
‘ Ceramida
Esfingomielina i ‘i
L Fosfatidilserina o0 Colesterol

Figura 14. Contingut general dels exosomes. Representaci6 de la composici6 dels exosomes
tant a nivell de les molecules contingudes al seu interior com la caracteristica composicio lipidica
de la membrana.

6.3. ALLIBERAMENT | INTERNALITZACIO

Per que es produeixi l'alliberacié a l'espai extracel-lular dels exosomes
continguts en els MVB es requereix del transport intracel-lular dels MVB des del
citosol a la membrana plasmatica. De manera similar al transport endocitic,
s'han identificat proteines de la familia de les Rab-GTPases (Rab7, Rab11,
Rab27a/b, Rab35) implicades en el trafic intracel-lular dels MVB282-286 Una
vegada els exosomes arriben a la membrana plasmatica, per dur a terme la fusio
d'aquesta amb la membrana dels MVB i, per tant, la secreci6 dels exosomes a
I'espai extracel-lular, es requereix de les proteines SNARE (VAMP7, YKT6 i
SNAP23)287-291,

Els exosomes alliberats al medi extracel-lular, per exercir un efecte en la
cél-lula receptora, han de ser internalitzats. Aquest procés d'internalitzacio dels
exosomes amb la cél-lula receptora es pot produir a través de 2 sistemes: la

interaccié d'un lligand present als exosomes amb un receptor de la cél-lula
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diana, o bé, per la internalitzacid dels exosomes a la cel-lula receptora. Aquesta
Ultima estratégia es desconeix si té lloc de manera dirigida o si és un procés
inespecific®®, pero els mecanismes descrits per la internalitzacié dels exosomes
a la céllula receptora inclouen la micropinocitosi®®?>, la fagocitosi®®® i
I'endocitosi, dependent i independent de clatrina®®22%2%_ Els exosomes
internalitzats a la cel-lula receptora —i continguts en els endosomes— poden ser
processats per la via lisosomal, reciclats i alliberats de nou a I'espai extracel-lular
o bé fusionats amb la membrana endosomal i alliberats al citosol. Es desconeix
el mecanisme implicat en aquest Ultim procés, pero sembla ser independent a
les proteines SNARE?®2, A més, s'ha descrit també la transferéncia directa del
contingut exosomal al nucli®®’ i al reticle endoplasmatic®® gracies al contacte
directe entre aquests organuls i el endosomes. Parallelament, també s'ha
reportat la possibilitat que els exosomes no s'arribin a internalitzar a la cél-lula
receptora sind que la membrana d'ambdues estructures es fusionin i se

n'alliberi el contingut exosomal al citosol de la cél-lula receptora®’2.

6.4. FUNCIONS DELS EXOSOMES

Actualment, la funci6 dels exosomes com a vehicles mediadors de la
comunicacio intercel-lular és indiscutible?’4. En condicions fisiologiques, també
se'ls atribueix la capacitat d'induir efectes tolerogénics, actuant com vesicules
presentadores d'antigens®®, de contribuir en processos biologics com
I'apoptosi, el trafic de proteines, I'angiogenesi, la inflamacié i la coagulaci$?743%,
A més, en el camp de la biologia del desenvolupament, els exosomes s'han
descrit com vehicles de morfogens, exercint un paper important en el patré

d'expressiod tissular301:302,

Actualment, pero, la recerca en els exosomes no es limita al coneixement
de la seva funcié en condicions fisiologiques, sind que sén de gran interes en
estats patologics. En el camp de les malalties renals, els exosomes urinaris sén

considerats una font no invasiva d'informacié del que succeeix al rony6, més
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concretament, a cada tipus cel-lular de la nefrona, ja que s'ha detectat en I'orina
la presencia d'exosomes provinents de cadascun dels tipus cel-lulars que
composen la nefrona®®. A més, s'ha demostrat I'existéncia de comunicacid
entre diverses regions de la nefrona, més concretament, que les cel-lules del
tubul distal i del tubul col-lector sén capaces d'internalitzar exosomes alliberats
per les cél-lules del tubul proximal®®. Es per aixd que l'estudi dels exosomes
urinaris com a font de biomarcadors de malalties renals ha augmentat

considerablement en els Gltims anys3%4305,

6.5. AILLAMENT | CARACTERITZACIO EXOSOMES URINARIS

L'aillament exclusiu d'exosomes urinaris és complex degut al solapament
en les propietats fisico-quimiques entre els exosomes i d'altres vesicules
extracel-lulars®®. Actualment, tot i que s'han desenvolupat diverses estratégies
per l'aillament d'exosomes urinaris, no existeix cap metode estandarditzat i de
referéncia consensuat per la comunitat cientifica. Els métodes utilitzats son la
centrifugacié diferencial, la cromatografia d'exclusié per mida, el gradient de
densitat de sucrosa, Percoll o iodixanol, la captura per immuno-afinitat, la

ultrafiltracio, la dialisi hidrostatica i la precipitacié basada en polimers3°®.

La centrifugaci6 diferencial és el métode més utilitzat®"’ i consisteix en la
centrifugacié sequencial a velocitats creixents. Tot i ser una Unica estratégia,
existeixen multiples métodes que varien tant en el temps com en la velocitat de
cadascuna de les centrifugacions. La primera centrifugacié —d’entre 10 i 40 min
a 300-3.000 x g?%83"3— permet eliminar-ne les cél-lules i les restes cellulars;
seguidament, se'n precipiten les microvesicules — centrifugant 15-20 min a
10.000-17.000 x ¢-399311314321 i finalment, es sedimenten els exosomes a
velocitats d'entre 100.000 x g i 200.000 x g durant 1-24 h311:312315318,320322323 ' A
més, també existeix controversia en la temperatura de processament de les
mostres, que rau d'entre els 4 °C i els 37 °C308314316317 Addicionalment, en

alguns casos també s'hi pot aplicar un cribratge de la mida de les vesicules
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mitjancant la filtracid6 de la mostra a través d'un filtre amb porus de
0,22 um?308311:315318322.323 | 'oring, fisiologicament, conté la proteina THP, que
forma xarxes que atrapen exosomes i precipita a la centrifugacié de velocitat
mitja. Per aquest motiu, es recomana I'Us d'agents reductors com el ditiotreitol
(DTT) =10 min a 37 °C312314322 g 2 min a 95 °C3163%4— o detergents zwiteronics,

per trencar aquestes xarxes i alliberar-ne els exosomes atrapats.

Cal mencionar que, tot i que en molts estudis s'utilitza el terme exosomes
per referir-se a la fraccid precipitada després de la ultracentrifugacié a
100.000-200.000 x g, el precipitat obtingut no conté Unicament exosomes, sind
que també hi ha presents vesicules de diametre superior i hi poden precipitar
proteines3®®. Per aquest motiu, en aquest treball s'utilitzara el terme wrinary
exosome-like vesicles (UEVs) per fer referéncia a aquesta fraccié. Cal tenir en
compte que en diversos articles cientifics, s'utilitza el terme "EV" per definir el

conjunt de vesicules extracel-lulars.

En situacions patologiques, en els que I'orina conté una alta quantitat de
proteina (proteinuria), la centrifugacié diferencial no és eficient ja que pot
comportar la precipitacid de proteines solubles. Per aquest motiu, es combina
aquest métode amb la cromatografia d'exclusié per mida o el gradient de
densitat de sucrosa, Percoll o iodixanol, que consisteixen en la seleccionar les
vesicules en funcié de la mida o la densitat (1,13-1,19 g/mL?38), que és diferent
—tot i que amb solapament- de la d'altres vesicules extracel-lulars3®. L'aillament
dels exosomes urinaris per immuno-afinitat permet simultaniament la captura i
la caracteritzacié d'aquests. No obstant, I'abséncia de biomarcadors exosomals
especifics comporta la seleccié d'una (o varies, en funcié del nombre de
biomarcadors emprats) subpoblacié d'exosomes i que I'eficiéncia de la tecnica
quedi subjecte als marcadors proteics emprats3®. La ultrafiltracié consisteix en
processar |'orina a través de membranes (normalment de poliétersulfona) amb
una mida dels porus determinada que permet el pas de particules amb pes
inferior als 100 kDa3?°, Aquest sistema permet aillar els exosomes urinaris amb

una eficiencia similar a la centrifugacid diferencial, perd una subpoblacio
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d'exosomes —els que contenen les proteines APQ2 i TSG101- poden quedar
adherits a la membrana, pel que només se n‘ailla una subpoblacio
d’exosomes3%. A més, aquest sistema també comporta l'aillament de proteines
solubles??®. Recentment s'ha desenvolupat la técnica de la dialisi hidrostatica,
que consisteix en combinar la centrifugacio diferencial amb la filtracio de I'orina
a través d'una membrana de dialisi que permet el pas de particules de fins a
1.000 kDa3®?’. Per Gltim, s’han desenvolupat multiples productes comercials que
permeten la precipitacié basada en polimers dels exosomes urinaris. Aquests
sistemes permeten un rapid processament de les mostres, perd no soén

suficientment especifics ja que hi co-precipiten altres vesicules3%.

En funcié de les molécules exosomals objectes d’'estudi (DNA, RNA o
proteines) es poden aplicar tractament amb DNAses3'>321323 RNAses313315323 o
inhibidors de proteases308316317.322324  pner aixi eliminar els acids nucleics

extravesiculars i impedir-ne la degradacio de les proteines exosomals.

Degut a I'abséncia de métodes d‘aillament d'exosomes estandarditzats ni
de biomarcadors especifics, resulta imprescindible una caracteritzacié
exhaustiva de la fraccié exosomal aillada. Per aixo, la /nternational Society for
Extracellular Vesicles (ISEV) va publicar I'any 2014 unes recomanacions3?8, que
I'any 2018 va actualitzar3?®. Aquestes recomanacions inclouen la detecci6 de 3
0 més proteines associades a exosomes i d'una no associada, i I'is d'almenys
dues tecniques complementaries per caracteritzar la mida i forma de les

vesicules.
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7. MIRNAS

Els miRNAs sén una familia d'/RNAs petits, d'entre 18 i 25 nucleotids de
longitud, no codificants, altament conservats entre espécies i que tenen un
paper crucial en el manteniment de I'homeostasi cel-lular. Els miRNAs regulen,
a nivell postranscripcional, I'expressié génica dels seus gens diana modulant

I'estabilitat de I'mRNA i/o la traduccid a proteina3®°.

7.1. BIOGENESIS

A nivell genomic, les seqiiéncies que codifiquen per miRNAs —individuals o
en tandem- es localitzen tant en regions introniques o exoniques de gens
codificants (sota el promotor del propi gen codificant o d'un promotor propi)
com en regions intergéniques (sota el seu propi promotor). Donat que
majoritariament els miRNAs sén codificats per regions introniques, es considera
que son principalment transcrits per la RNA polimerasa Il i, en menys mesura,

per la RNA polimerasa 1133,

El producte de la transcripcié de les regions géniques que contenen els
miRNAs es coneix com el precursor primari llarg (pri-miRNA), amb I'extrem 5’
encapsulat i el 3' poliadenilat que, mitjancant dues escissions enzimatiques
sequencials, déna lloc al miRNA madur. En primer lloc, I'enzim Drosha (un tipus
d'RNAsa Il nuclear) juntament amb el cofactor DGCR8 (DiGeorge syndrome
critical region 8 escindeixen ambdds extrems del pri-miRNA generant el pre-
miRNA, que és una llarga estructura stem-loop d'aproximadament 70
nucleotids amb un fosfat a I'extrem 5. No obstant, s’han descrit vies de
processament dels pri-miRNAs alternatives al complex Drosha/DGCRS,
anomenades vies no canoniques. Concretament, existeix un conjunt de miRNAs
intronics (anomenats mirtrons), el pre-miRNA dels quals es generen per I'accid
directa de I'spliceosoma en el processament de I'mRNA que els conté. També

existeix un conjunt de pre-miRNAs que presenten la modificacié 7-
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metilguanosina a I'extrem 5’, que sén transcrits directament com a tal. Tant per
la via canonica com en el cas dels mirtrons, els pre-miRNAs sén exportats a
citoplasma a través del complex exportina-5 i Ran-GTP; mentre que els pre-
miRNAs amb I'extrem 5' modificat (7-metilguanosina), sén exportats a través
de I'exportina-1. Al citoplasma, que és on té lloc la maduracio final del miRNA,
la proteina Dicer (una RNAsa Ill) —que forma un complex amb la TRBP
(transactivation response element RNA-binding protein)— escindeix el /oop i
dona lloc a un duplex de 2 miRNAs madurs, d'entre 19 i 23 nucleotids. D'aquest
duplex de miRNAs madurs, el miRNA que s'origina de I'extrem 5’ del pre-miRNA
s'anomena 5p; mentre que el que es genera de I'extrem 3’ rep el nom de
3p*30331 Del duplex de miRNAs, tot i que amb muiltiples excepcions, només una
cadena actua com a miRNA, mentre que l'altra és degradada per Ago2, I'enzim

catalitic del complex RISC (RNA-induced silencing complex)*3°-334 (Figura 15).

7.2. MECANISME D'ACCIO

El complex RISC amb el miRNA incorporat és l'entitat que, ja sigui per
degradacié de I'mRNA diana o per inhibicié de la traduccié d'aquest, regula
I'expressid proteica. L'especificitat del complex miRNA-RISC per determinats
MRNAs ve determinada per la complementarietat entre un fragment de 2 a 8
nucleotids de la seqliéncia de l'extrem 5 del miRNA (anomenada seed
sequence), amb la seqiiencia 3’ UTR (untrans/ated region), 5' UTR —tot i que en
menor freqiiencia— o regions codificants de I'mRNA [seqlencies anomenades
MRE (miRNA response element]*30331333_ Sj la complementarietat és completa,
I'mRNA és degradat per I'activitat endonucleasa de la proteina Ago2; mentre
que si no ho és —que és el més frequient?¥>—, s'impedeix la traduccié de I'mRNA,
ja sigui per repressié de la traduccio, per desadenilaci6 de I'mRNA o per
eliminacié de I'encapsulament de I'extrem 5 de I'mRNA33%331 (Figura 15).
Malgrat s'ha descrit que la unié del complex miRNA-RISC a regions promotores
d'un gen podria induir-ne la transcripcié3®, es requereixen més evidéncies per

comprendre aquest model d'interaccio.
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Figura 15. Biogénesi i mecanisme d’acci6 dels miRNAs. La via candnica de la biogénesi dels
miRNAs s'inicia amb la generacié del pri-miRNA a partir de la transcripcié de regions introniques,
exoniques o intergéniques. El complex proteic format per Drosha i DGCR8 hidrolitza el pri-miRNA
generant el pre-miRNA, que és exportat a citoplasma. Els mirtrons, codificats Unicament per regions
introniques, i els m’G-pre-miRNAs sén exportats també a citoplasma. Els pre-miRNAs citosolics sén
processats pel complex RISC, que conté la proteina Ago2, per donar lloc als miRNAs madurs (3p i
5p). El complex miRNA madur — RISC s'uneix al mRNA diana per complementarietat i, per diferents

estratégies, inhibeixen la traduccié de I'mRNA o promouen la degradacié del mateix.

La presencia de multiples MRE en un mateix mRNA, juntament amb la baixa
necessitat de complementarietat necessaria entre el miRNA i 'mRNA, i els pocs
nucleotids del miRNA implicats en aquest aparellament, fa que un mateix
miRNA tingui capacitat d'interaccionar amb diversos mRNAs, alhora que un
mateix mMRNA pugui ser inhibit per varis miRNAs*'. Per aquest motiu, I'is de

bases de dades és imprescindible per relacionar els miRNAs i els mRNAs.
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7.2.1. BASES DE DADES MIRNA-MRNA

L'augment creixent en l'estudi dels miRNAs ha posat de manifest la
necessitat de disposar de bases de dades que recopilin el coneixement
disponible en quant a la interacci® miRNA-mRNA. Actualment, existeixen
multiples bases de dades, essent “miRbase” la de referéncia i la més
actualitzada. D'entre aquelles que contenen dades sobre els mRNAs diana, n'hi
ha que inclouen informacié6 d'interaccions mMiRNA-mRNA validades
experimentalment (TarBase i miRTarBase), aquelles que contenen les
interaccions mMiRNA-mRNA predites computacionalment (microT-CDS, microT,
mirmap, miRanda), en la que s'utilitzen diferents algoritmes predictors, i bases
de dades mixtes (miRecords i miRWalk). Cal mencionar que la validacié
experimental no sempre garanteix una certesa absoluta de la interaccio, ja que
aquelles interaccions identificades amb tecniques d'alt rendiment i que no han
estat validades amb una altra tecnica més sensible i especifica, podrien no ser

reals.

7.3. MIRNA EXOSOMAL

La recerca en l'estudi del miRNAs exosomals ha augmentat
considerablement en els Ultims anys30’. Existeixen treballs en els que es
demostra que el patr6 de miRNAs continguts als exosomes no és una
representacidé proporcional i fidedigna del contingut de la celllula d'origen,
suggerint que els miRNAs poden ser incorporats als exosomes de manera
selectiva. Actualment, s'han identificat —tot i que se'n desconeixen els detalls—
2 mecanismes de seleccid i incorporacié dels miRNAs als exosomes: per
proteines d'unié a RNA i per proteines de membrana3?¥’. Dins del primer grup,
s'ha descrit la unié, a través d'una seqliéncia especifica del miRNA, de
ribonucleoproteines nuclears heterogénies (hnRNP, Heterogeneous Nuclear
Ribonucleoproteins) —hnRNPA2B1, hnRNPA1 i hnRNP-Q-338-340 |a implicacio
d’Ago2 (que també protegeix els miRNAs de la degradacié per RNAses**") a
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través de la via de senyalitzacid MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinases)®*?,
les proteines YBX-1 (Y-Box Binding Protein 73334 MEX3C (RNA-binding E3
ubiquitin-protein ligase MEX3(C) —possiblement a través de la interaccié amb
Ago2-3% | MVP (Major vault protein)**®. Al grup de proteines de membrana
implicades en la incorporacio selectiva de miRNAs als exosomes —aixi com en
la biogénesi exosomal- hi ha la caveolina-1, implicada en el trafic intracel-lular
dels complexos hnRNPA2B1-miRNAs als exosomes?¥, la proteina nSMase2
(Neural Sphingomyelinase 2 Neura)?’"3 i la proteina Vps4A (Vacuolar Protein

Sorting-Associated Protein 4)343%0,

7.4. MIRNA D'EXOSOMES URINARIS EN MALALTIA RENAL

Els exosomes urinaris permeten disposar d’informacié dels esdeveniments
moleculars i cel-lulars de la nefrona, aixi com dels processos fisiopatologics
associats a malalties renals, d'una manera no invasiva®. Diversos estudis
realitzats posicionen els miRNAs exosomals com a molécules de gran utilitat en
el diagnostic en fase inicial de determinades malalties renals®'3>3, Tot i que
també s’han identificat miRNAs lliures presents a I'orina com a biomarcadors
de malaltia renal®>*3%7, els exosomes confereixen un sistema de proteccio de les

molécules contingudes enfront enzims de degradaci6 presents a I'orina3%,

En humans, s'han identificat miRNAs en exosomes urinaris implicats en
processos tant crucials en la malaltia renal com sén la fibrosi renal®™, la
insuficiencia  renal?®3% | la insuficiencia renal cronica avancada
(eGFR < 30 mL/min/1,73m?)3*%, També s'ha associat la desregulacié de
determinats miRNAs d'exosomes urinaris amb malalties amb afectacid renal
com la nefropatia diabética®®362 |a nefritis 1Gpica3'0363364 |a nefropatia per
Immunoglobulines A3%, la glomeruloesclerosi focal i segmentaria®®, i la
poliquistosi renal autosomica dominant (PQRAD)%*’. Un dels avantatges
d'identificar miRNAs com a biomarcadors de patologies és que aquests poden

ser utilitzats no només com a diana terapeutica, sind també com a
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tractament®®®. En l'actualitat existeix un assaig clinic en el que s'utilitzen
molécules anti-miRNA (concretament anti-miR-21, al que s'ha atribuit
implicacié en processos fibrotics3®®), pel tractament de la sindrome d'Alport,

una malaltia glomerular renal®?,

Aixi doncs, davant I'abséncia d'indicacio clinica de biopsia renal que permeti
analitzar els processos biologics desregulats en una malaltia —com és el cas de
la HFHNC-, aixi com per identificar nous biomarcadors i dianes terapéutiques,
I'analisi del contingut dels exosomes urinaris, com a reflex del que succeeix a

les cellules renals, és una aproximacio utilitzada i acceptada.
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JUSTIFICACIO | HIPOTESI

La HFHNC és una malaltia minoritaria i severa amb progressié inexorable a
la CKD i FR, perd amb una amplia variabilitat fenotipica entre els pacients, inclis
entre aquells amb la mateixa mutacié causant de la malaltia, aixi com entre els
membres d'una mateixa familia. S’han suggerit multiples factors que poden
explicar la variabilitat fenotipica en malalties renals hereditaries: el tipus de
mutacions, |'heterogeneitat genética, la presencia de gens modificadors, la
regulacio epigenética, la inactivacio a I'atzar del cromosoma X, el mosaicisme i
els factors ambientals®*. No obstant, en el cas de la HFHNC, I'homogeneitat
genotipica dels pacients amb HFHNC amb la mutaci6é p.G20D en homozigosi a
CLDN19 i, alhora, I'heterogeneitat en les manifestacions cliniques evidencia
—juntament amb el patrd d’heréncia que presenta— que, Unicament la preséncia
de gens modificadors, la regulacié epigeneética i la preséncia de factors
ambientals podrien explicar la variabilitat fenotipica dels pacients. Per aquest
motiu, davant l'abséncia d'estudis que engloben aquests conceptes en el
context de la HFHNC, aquest treball s'ha focalitzat en els dos primers factors en
una cohort de pacients afectes d'HFHNC: la presencia de gens modificadors del
fenotip i I'estudi de la regulacié epigenética mitjangant I'analisi del contingut

en miRNAs dels exosomes urinaris.

Aixi doncs, la hipotesi d'aquesta tesi doctoral és:

“Variants geniques no causants d'HFHNC i I'expressié diferencial de
miRNAs als uEVs determinen la variabilitat fenotipica dels pacients amb

HFHNC".
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L'objectiu general d'aquesta tesi doctoral és identificar factors genétics i
epigenetics implicats en la progressid de la HFHNC, aixi com conéixer la

fisiopatologia renal de la malaltia.

Per tal d'assolir aquesta fita, s'han desenvolupat els segiients objectius

especifics:

1. Descriure les caracteristiques genétiques, cliniques i demografiques de

la cohort d'estudi.

2. lIdentificar variants genétiques que correlacionin amb la progressio

diferencial de la malaltia renal.

3. Determinar I|'expressié diferencial dels miRNAs continguts als
exosomes urinaris per coneixer la fisiopatologia de la HFHNC i

identificar potencials biomarcadors de pronostic clinic.
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1. PACIENTS

Per la realitzacidé d'aquest estudi observacional s'han recol-lectat les dades
cliniques i bioquimiques, aixi com mostres de sang i d’'orina de pacients afectes
d'HFHNC i individus controls (germans/es san/es de pacients amb HFHNC
inclosos en la cohort). Tots els pacients, o els seus tutors, van signar el
consentiment informat abans de la participacio a I'estudi. Els pacients més grans
de 12 anys també van aportar el seu consentiment. Aquest estudi va ser aprovat
pel Comite d'Etiva del Vall d'Hebron Institut de Recerca (PR(AMI)280/2015)

(veure certificat d'aprovacid a I'annex 1).

Els pacients son atesos als corresponents centres hospitalaris regionals, on
se'ls fa el seguiment medic i reben I'adequat tractament conservador. La
inclusié d'aquests individus va ser possible gracies a la difusié del projecte a
través de la Societat Espanyola de Nefrologia (SEN), I'Associacié Espanyola de
Nefrologia Pediatrica (AENP) i l'associaci6 de pacients afectes
d’hipomagnesemies, Hipofam. Els criteris d'inclusidé van ser el diagnostic
d'HFHNC i disposar del consentiment (i assentament en el cas dels pacients
d'entre 12 i 18 anys) informat (Annex 2). Les dades cliniques i bioquimiques
facilitades pels nefrolegs responsables o recol-lectades de la base de dades

RenalTube?"’

van ser analitzades retrospectivament. La informacié medica
recopilada incloia la data de diagnostic d'HFHNC, si havia patit algun ITU que
requeris ingrés hospitalari, si patia algun tipus d'afectacié ocular, el seguiment
anual de la funcio renal i, en cas que hagués desenvolupat FR, a quina edat. A
meés, es van sol-licitar els valors analitics tant del moment del diagnostic com de
I'dltim seguiment medic, coincident amb el moment de la inclusié de l'individu

en I'estudi (Annex 3).

Les caracteristiques cliniques i genetiques d'algun dels pacients inclosos en

la cohort d'estudi havien estat reportades préviament'96208,
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1.1. DADES CLINIQUES

Les variables cliniques disponibles dels individus inclosos en la cohort
d’'estudi van ser analitzades retrospectivament. Les dades corresponents a
variables continues es van expressar com la mitjana i la desviacio estandard (SD,
standard deviation) sempre que tinguessin una distribuci6 normal -
determinada amb el test Shapiro-Wilk-, mentre que, del contrari, es va mostrar
la mediana i el rang interquartilic (IQR, /nterquartile range). Les analisis
comparatives de variables quantitatives van ser realitzades, en funcié del
nombre de grups a comparar, amb el test T-Student o ANOVA aplicant les
correccions per comparacions multiples de Bonferroni. El temps de
supervivencia renal lliure de CKD estadiatge 3 —segons les guies K/DOQI
2002°7- es va estimar des de la data de naixement fins CKD I'estadiatge 3
utilitzant el metode de Kaplan-Meier, considerant com a punt final la primera
mesura del eGFR < 60 mL/min/1,73m?. En cas dels pacients que no havien
assolit CKD estadiatge 3, les dades corresponents a I'Gltim seguiment médic
disponible van ser censurades. Les corbes de supervivéncia entre diferents
subgrups van ser comparades utilitzant el test Log-Rank. Per avaluar la relacié
entre la progressio renal i la preséncia d’anomalies oculars es va aplicar la
correlacid de Pearson. El llindar de CKD estadiatge 3 va ser determinat perque,
una vegada s'assoleix aquest greu de malaltia renal, la progressid d'aquesta és

més severa, i perqué coincidia amb el criteri emprat en un treball previ'®.

L'avaluacié del creixement dels pacients es va realitzar mitjancant el calcul
de Z-score utilitzant, com a referéncia, les taules de creixement de la poblacié
pediatrica espanyola®’?> [Z = (alcada pacient - algada mitjana poblacié de

I'edat) / SD de l'alcada de la poblacié de I'edat].

Cal mencionar que, en relacidé a les dades referents a I'dltim seguiment
clinic, en aquest treball només es van considerar els pacients que no havien
progressat a FR, definit com el moment en que els pacients han iniciat

tractament renal substitutiu, ja sigui dialisi o trasplantament renal.
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Es va considerar significanca estadistica p-valors < 0,05. Les analisis
estadistiques i les grafiques van ser realitzades amb |'SPSS versidé 20.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) i el GraphPad Prism 6 (GraphPad, San Diego, CA, USA),

respectivament.

1.1.1. ESTIMACIO DE LA PERDUA ANUAL DE FUNCIO RENAL

Amb la finalitat d'identificar factors associats amb la progressié de la CKD
cap a la FR, es van classificar els pacients en funcio de I'evolucié de la malaltia
renal al llarg del temps. Per aix0, de cada pacient, i per a tots els punts de
seguiments disponibles, es va calcular I'eGFR (estimated GFR) utilitzant la
formula de Schwartz modificada®”® en edats pediatriques, i la formula Chronic
Kidney Disease-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI)** en adults. Els valors
d'eGFR calculats es van tracar envers I'edat del pacient a cada moment del
seguiment clinic i, el pendent de les rectes de regressi6 generades per cada
pacient, va ser considerat la pérdua d'eGFR anual. Els pacients es van classificar
els pacients en 3 grups: els pacients amb progressié renal rapida, amb un
pendent de la recta de regressié > -10, el grup amb progressié renal moderada,
amb un pendent de la recta de regressio d'entre -10 i 0; i el grup de pacients
amb progressio renal lenta, que incloia aquells pacients amb un pendent de la

recta de regressio positiva (> 0).
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2. SEQUENCIACIO MASSIVA D'EXOMES

2.1. PROCESSAMENT DE MOSTRES DE SANG

L'obtencié de les mostres de sang dels individus de la cohort d’estudi es va
realitzar segons el procediment estandard. La sang es va recollir en tubs BD
Vacutainer® amb EDTA K2. Les mostres de sang total es van mantenir un maxim

de 36 h a 4 °C fins procedir amb I'aillament del DNA genomic.

2.2. MANIPULACIO DEL DNA GENOMIC

2.2.1. EXTRACCIO

L'extraccié6 de DNA de sang periféerica dels individus inclosos en la cohort
d'estudi es va realitzar amb el Gentra Puregene Blood kit® (#158467, Qiagen),
seguint les instruccions del producte. Concretament, es va afegir 3 mL de
solucié de lisi dels globuls vermells per cada millilitre de sang. Després
d'’homogeneitzar, incubar 10 min i centrifugar-ho, al precipitat s'hi va afegir
1 mL de solucié de lisi celllular que conté detergents anionics i estabilitzadors
del DNA que inhibeixen l'activitat de les DNAses. Una vegada homogeneitzat
quimicament i mecanicament, es van afegir 333 pL de solucid de precipitacio
de proteines i, després de mesclar-ho, es va centrifugar. El sobrenedant es va
mesclar amb 1 mL d'isopropanol 100 %, moment en el que el DNA genomic
(gDNA) es feia visible, i es va precipitar i netejar amb etanol 70 % (preparat amb
aigua milliQ lliure de DNAses). Finalment, després d'eliminar tot I'etanol, es va
dissoldre el gDNA en 100 pL d'aigua milliQ lliure de DNAses i es va incubar 1 h
a 65 °C per completar-ne la hidratacio. Totes les centrifugacions es van realitzar
a temperatura ambient. En funcié del volum de sang inicial, es van escalar els

volums de cada reactiu.
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De cada individu es van realitzar dues extraccions de gDNA independents
a partir de la mateixa mostra de sang, obtenint dues aliquotes de gDNA de

cadascu. Les mostres de gDNA es van emmagatzemar a -80 °C fins el seu Us.

2.2.2. QUANTIFICACIO

La concentracié i puresa del gDNA obtingut es va mesurar, a partir d'1 uL
de gDNA, per espectrofotometria amb el MNanoDrop ND-7000
Spectrophotometer (Thermo Scientific). La puresa del DNA es va determinar
amb els ratis d’absorbancia 260 nm/280 nm i 260 nm/230 nm, considerant com

a valids valors superiors a 2 i d'entre 1,8 i 2,2, respectivament.
2.3. SEQUENCIACIO DE L'EXOMA

La sequienciacié i I'analisi de I'exoma es va realitzar al Centre de Regulacio
Genomica - Centre Nacional d'Analisi Genomica (CRG-CNAG, Barcelona,

Espanya).

2.3.1. PREPARACIO DE LES MOSTRES

Les mostres de gDNA per enviar al CRG-CNAG es varen preparar a
100 ng/pL en aigua milliQ lliure de DNAses, obtenint una quantitat total de 4 pg
de gDNA. Totes les mostres van ser identificades amb el sistema de codificacio
pel centre CRG-CNAG, el qual va ser associat al codi assignat previament a cada

individu amb la corresponent informacié personal i clinica.

Al centre seqlienciador, les mostres van ser sotmeses a un exhaustiu control
de qualitat. Primerament, el DNA es va quantificar de nou amb el métode
fluorimétric Qubit BR (#Q32850, ThermoFisher Scientific), sistema altament
selectiu per la quantificacié especifica de DNA de cadena doble (dsDNA,
doubled stranded DNA). A més a més, es va realitzar una electroforesi en gel

d'agarosa de 50 ng de DNA per determinar-ne la integritat del mateix i,
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finalment, de cada mostra es va amplificar, mitjancant PCR (polymerase chain
reaction), un fragment dels gens GAPDH i AMELX i/o AMELY. Aquests 2 Ultims
gens es situen als cromosomes X i Y, respectivament, i difereixen en el nombre
de nucleotids que els conformen. En base a aquestes diferéncies, la visualitzacio
dels productes d'amplificacié en un gel d'agarosa, a més de comprovar que la
mostra no contenia inhibidors de la polimerasa, va permetre verificar el sexe
dels individus i aixi, indirectament, corroborar les dades d'identificacié de les

mostres, introduides manualment al sistema informatic.

Les mostres que van passar el control de qualitat van ser processades, les
que no el varen superar, van ser reemplacades per noves mostres obtingudes

de l'altra extraccié de gDNA.

2.3.2. REACCIO DE SEQUENCIACIO

Per realitzar l'enriquiment complet de I'exoma es va utilitzar el kit
SureSelect™ Human All Exon V5 (#5190-6210, Agilent Technologies), que
permet analitzar un total de 335.765 exons pertinents a 21.058 gens. Més
detalladament, tal com s'esquematitza a la figura 16, 4 uyg de gDNA es van
sonicar amb l'aparell LE220 Focused-ultrasonicator (Covaris), obtenint
fragments d’entre 100 i 300 pb, que van ser purificats amb el kit AMPure XP
beads (#A63882, Beckman Coulter Genomics). Posteriorment, es van reparar els
extrems del DNA fragmentat, es van adenilar i finalment es van lligar als
adaptadors de seqlienciacié. Utilitzant el kit Herculase Il fusion DNA polymerase
(#600679, Agilent Technologies), les mostres es van amplificar amb 6 cicles de
PCR i el producte, mitjancant I'Agilent 2700 Bioanalyzer DNA 7500 chip (Agilent
Technologies), es va quantificar i sotmetre a un control de qualitat per confirmar
que la longitud dels fragments que conformaven la llibreria era d'entre 200 i
350 pb. Una vegada passat el control de qualitat, les mostres es van hibridar
durant 24 h a 65 °C (#2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems). Després de

rentar el producte hibridat, i utilitzant el kit SureSelectXT /ndexes, cada mostra
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es va amplificar amb 12 cicles de PCR amb la finalitat d'afegir les etiquetes index

Uniques i poder seqiienciar multiples mostres simultaniament.

Finalment, la seqlienciacié de cada poo/ de llibreries es va dur a terme
utilitzant el sistema 7ruSeq SBS Kit v3 en l'instrument HiSeq2500 (lllumina) a
partir dels dos extrems de cada fragment de DNA (paired-end), amb longituds
de lectura de 101 pb i amb una profunditat de cobertura de 90x. L'analisi de les
imatges, I'assignacié de les bases i I'avaluacié de la qualitat es van processar
utilitzant el programa Real Time Analysis, RTA 1.13.48, (lllumina, Inc), seguit per
la generacié dels arxius FASTQ de seqiieéncies mitjancant el programa CASAVA

(Mumina).

4 ug gDNA

Reparacié extrems

[ Control qualw'tat] [Fragmentacic’)] [ Purificacio ] Adenilacio extrems
Lligacio adaptadors

Quantificacio LE220 Focused- AMPure XP beads
Determinacio integritat w/trasonicator /
PCR

-

[Amph’ﬂcacié] [Contro\ qua\ita‘[] [Captura / Hibr\'dacic’)] [NGS]

Herculase Il fusion  Quantificacio SureSelect Human HiSeq2500
DNA polymerase Longitud fragments All Exon V5

Arxiu FASTQ,

Figura 16. Métode utilitzat per seqiienciar els exomes. NGS, Next generation sequencing.

2.4. ANALISI BIOINFORMATICA

L'analisi bioinformatic i la prioritzacié de variants geniques es va realitzar al
CRG-CNAG seguint el pjpeline detallat a la figura 17. Les lectures obtingudes
per seqlienciacio, disponibles en format FASTQ, es van alinear amb la seqliéncia
de referencia del genoma huma GRCh37 (hg19) amb seqliéncies decoy (Broad
Institute)®”> mitjancant el software BWA 0.7.12.375 Els alineaments es van
processar amb el Picard toolsv1.110%7% per afegir grups de lectures, seleccionar

lectures aparellades (i que mapessin de manera Unica sobre el genoma), i
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eliminar duplicats de PCR. El paquet de software Genome Analysis Tool Kit
(GATK 3.6)*’7 es va utilitzar per realinear les lectures al voltant dels /ndels i
recalibrar el valor de qualitat de les bases. La crida de variants es va realitzar
mitjancant el programa HaplotypeCaller de GATK. A les variants obtingudes es
van afegir anotacions funcionals mitjancant el programa snp£ff, amb la base de
dades GRCh37.75%7837° que prediu l'impacte funcional de cadascuna de les
variants geniques. Mitjancant I'eina SnpSift3®, i a partir de la informacié
recopilada de la base de dades dbNSFP v2.8, es van afegir anotacions de
freqliencia poblacional, scores de conservacié i predictors de quant deletéries
eren les variants. Finament, es van afegir també anotacions d’altres fonts com

gnomAD, ExAc®' i ClinVar3?,

Arxiu FASTQ
BWA, GATK HaplotypeCaller npEff, SnpSift, ExAc,

Figura 17. Pipeline utilitzat per I'analisi bioinformatic de la seqiienciacié dels exomes.

2.5. ANALISI BIOESTADISTICA

Per identificar variants géniques associades al fenotip renal —progressié
renal rapida, moderada i lenta— dels pacients amb HFHNC inclosos en la cohort
d'estudi, es va realitzar I'analisi bioestadistica de les dades obtingudes de la
sequenciacio dels exomes dels pacients. Tenint en compte que per cada variant
génica hi ha 3 genotips possibles [homozigot per I'al-lel de referéncia (R/R),
heterozigot (R/A) i homozigot per I'al-lel alternatiu (A/A)], per a cadascuna de
les variants identificades en la sequienciacio es va aplicar el diagrama detallat a
la figura 18 per tal d'identificar les variants geéniques potencialment
modificadores del fenotip. Inicialment, es va determinar si existia una distribucié

diferencial de la freqliencia de pacients amb els 3 possibles genotips entre els
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3 grups de pacients d'estudi (progressid renal rapida, moderada i lenta)
mitjancant taules de freqliéncies 3x3 i aplicant-hi el test exacte de Fisher (Figura
18A). D’entre les variants seleccionades (p-valor < 0,05), es van identificar
aquelles per les quals els grups de progressié renal rapida i lenta es
diferenciaven de la resta de pacients amb taules de contingéncia 3x2 i aplicant-
hi el test exacte de Fisher (Figura 18B). Seguidament, per les variants resultants
d'aquest segon criteri (p-valor < 0,05), es va determinar, seguint la mateixa
metodologia, si existien diferéncies en la distribucié dels 3 possibles genotips
entre els grups de pacients amb progressio renal rapida en comparacié amb els
de progressio renal lenta (Figura 18C). D'aquesta manera es van identificar les
variants associades de manera diferencial entre els dos grups de progressio
renal més extrems. Amb les variants seleccionades (p-valor < 0,05), per tal de
conéixer l'associacié de cada genotip de cada variant amb cada grup de
pacients estudiat, es van calcular les odd’s ratio (OR) i els corresponents intervals
de confianga (Figura 19). En aquest cas, I'OR determina el “risc” de pertanyer a
cada grup de pacients en funci6 del genotip, per tant, permet determinar si un
genotip determinat d'una variant té un efecte “protector” o “nociu” envers el
fenotip renal. Aquests calculs es van realitzar mitjancant taules de contingéncia
2x2. En aquest cas, per limitacions técniques, l'estudi es va centrar en els
genotips homozigots per cada variant, és a dir, es va determinar I'associacié
entre presentar I'al-lel de referéncia o I'al-lel alternatiu en homozigosi i pertanyer
al grup de progressié renal rapida o lenta (Figura 18D). Donat que en moltes
variants la freqlieéncia de pacients amb un determinat genotip era de 0 en algun
dels grups de pacients i impedia el calcul de I'OR, es va aplicar la correccié de
Haldane3® i Anscombe3®, que consisteix en sumar el valor de 0,5 a cada casella
de la taula de contingéncia. D'aquesta manera es va poder calcular I'OR de tots
els genotips de cada variant genica per a cada grup de pacients. Finalment, es
van seleccionar les variants per les que I'OR va resultar significatiu, és a dir, que

I'interval de confianca no incloia el valor 1.
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A. Variants en les que algun genotip es distribueix diferencialment entre grups:

EST EXACTE FISHER

. Progressio renal
Genotip —
Rapida | Moderada | Lenta
RR
RA
AA

L p<0,05

B. Variants per les que la frequencia d'algun genotip és diferent al grup de progressio
renal rapida i lenta en comparacié amb la resta:

TEST EXACTE FISHER EST EXACTE FISHER ‘

. Progressi6 renal . Progressio renal
Genotip — Genotip —
Rapida | Moderada + Lenta Lenta | Moderada + Rapida
RR RR
RA RA
AA AA

L 0<0,05

C. Variants en les que la freqiiéncia de cada genotip es distribueix diferent entre el
grup de progressio renal rapida i lenta:

TEST EXACTE FISHER

. Progressio renal
Genotip —
Rapida Lenta
RR
RA
AA

l p<0,05

D. Genotip de cada variant que, en homozigosi, s'associa al grup de progressié rapida o
lenta: ODDS RATIO (Correccié de Haldane-Anscombe)

ODDS RATIO (Correccié de Haldane-Anscombe)

. Progressio renal . Progressio renal
Genotip . Genotip —
Rapida Lenta Rapida Lenta
RR AA
RA + AA RA + RR
OR > 1 = Genotip RR nociu IOR > 1 = Genotip AA nociu
OR < 1 > Genotip RR protector | [OR < 1 > Genotip AA protector

Figura 18. Diagrama utilitzat per identificar variants geniques associades a la progressié
renal rapida i lenta. R: Al-lel de referéncia; A: al-lel alternatiu.
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GRUP 1 | GRUP 2
CONDICIO 1 a b OR
CONDICIO 2 c d
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Figura 19. Formules utilitzades per calcular I'odds ratio (OR) i el corresponent interval de
confianca (IC). Per aplicar la correccié de Haldane-Anscombe es va sumar 0,5 al valor de cada
casella de la taula de contingéncia (a, b, ¢, i d).

3. AILLAMENT D'UEVs

L'orina amb les que es va treballar durant tot |'estudi va ser recol-lectada en
recipients esterils i conservades a, aproximadament, 4 °C un maxim de 36 h, fins

el moment en que arribaven al laboratori i eren processades immediatament.

Degut a la politria que pateixen els pacients amb HFHNC, es van haver
d'utilitzar grans volums de mostra de partida. Per aquest motiu, es va descartar
I's de cap producte comercial per I'aillament dels exosomes urinaris i es va
optar per la centrifugacié diferencial que, a més de ser la técnica de referéncia,

permet utilitzar volums de mostra il-limitats.

3.1. ESTABLIMENT DEL METODE

L'establiment i I'optimitzacié del métode d'aillament d'uEVs es va realitzar
a partir de mostres d'orina de 7 individus sans (4 dones i 3 homes), mitjancant

la tecnica de centrifugacié diferencial (Figura 20A).

Es van recol-lectar 500 mL d'orina i es va afegir 1 yL/mL d'orina de coctel
inhibidor de proteases (PIC, protease inhibitor cocktail) (#58820 Sigma-Aldrich).
Després d’homogeneitzar-ho, la mostra es va centrifugar 10 min a 2.500 x g per
eliminar-ne les restes cel-lulars. Posteriorment, es van precipitar els fragments
cel-lulars, les cél-lules apoptotiques i les microvesicules mitjangant una

centrifugacié de 15 min a 17.000 x g. El sobrenedant resultant (SNO) es va
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mantenir en gel, mentre que el precipitat (PO) es va sotmetre al tractament amb
una soluci6 de DTT (#A2948, AppliChem) a 200 mg/mL per tal d'alliberar-ne els
exosomes retinguts a les xarxes proteiques de THP. Aquest tractament es va
testar en dues condicions diferents: 95 °C durant 2 min, i 37 °C durant 10 min
amb agitacié cada 2 min. Ambdds precipitats tractats amb DTT es varen
centrifugar durant 20 min a 17.000 x g i els sobrenedants resultants (SNa i SNb)
van ser ultracentrifugats (Sorvall WX90; rotor AH629) a 100.000 x g durant 2 h,

obtenint els precipitats P2 i P3, respectivament.

Els 500 mL de SNO es va dividir en 5 aliquotes de 100 mL que varen ser
processades seguint diferents procediments: ultracentrifugacié a 100.000 x g
durant 2 h del SNO, el que va donar lloc al precipitat 1 (P1); ultracentrifugacio a
100.000 x g durant 2 h del SNO combinat amb el SNb, el que va generar el
precipitat 4 (P4); filtratge del SNO a través d'un filtre de PVDF (polyvinylidene
difluoride) amb porus de 0,22 um (#SLGS033SS, Millipore) i posterior
ultracentrifugacio a 100.000 x g durant 2 h, el que va produir el precipitat 5 (P5);
doble ultracentrifugacio del SNO -la segona amb PBS 1x (137 mM NaCl, 2,7 mM
KCl, 10 mM Na;HPOy, i 1,8 mM KH2PO.)—- a 100.000 x g durant 2 h, generant el
precipitat 6 (P6) i; ultracentrifugaci6é a 200.000 x g durant 1 h del SNO, que va
donar lloc al precipitat 7 (P7). Totes les centrifugacions es van realitzar a 4 °C i
els precipitats obtinguts es varen dissoldre en 150 pL de PBS 1x fred i pre-filtrat
per un porus de 0,22 um. Les suspensions d'uEVs van ser emmagatzemades

a -80 °C fins el posterior Us.

3.2. PROCESSAMENT MOSTRES DE PACIENTS

Tal i com es va determinar a la fase d'optimitzacié del métode d'aillament
d'uEVs, les mostres d'orina del individus amb ronyons natius funcionals de la
cohort d'estudi es van processar de la mateixa manera que es va obtenir el P4,
incloent alguna modificacié (Figura 20B). Més detalladament, 300 mL d‘orina

de cada individu van ser homogeneitzats amb PIC (1 uL/mL d'orina),
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centrifugats a 2.500 x g durant 10 min i, el sobrenedant resultant, es va
centrifugar 15 min a 17.000 x g. El sobrenedant es va reservar a 4 °C mentre que
el precipitat resultant va ser tractat amb DTT (200 mg/mL), incubat 10 min a
37 °Ci centrifugat durant 20 min a 17.000 x g. Aquest sobrenedant es va mesclar
amb l'obtingut de la centrifugacioé previa i ultracentrifugat a 100.000 x g durant
2 h. Per tal d'eliminar I'RNA extravesicular present a la mostra, es va incubar el
precipitat resultant amb 16 pg d'/RNAsa A/mL de suspensio exosomal (#158924,
Qiagen). Després de 15 min d’incubacié a temperatura ambient, les mostres van
ser finalment ultracentrifugades a 200.000 x g durant 1 h. Els uEVs precipitats
es va dissoldre en 200 uL de PBS 1x fred i pre-filtrat per un porus de 0,22 ym.

Les suspensions d'uEVs van ser emmagatzemades a -80 °C fins el seu Us.
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Figura 20. Procediments per l'aillament d'uEVs. (A) Representacié esquematica dels
protocols emprats per l'aillament d'uEVs. (B) Protocol utilitzat per aillar els uEVs de la cohort
d'estudi. PIC: Coctel inhibidor de proteases; DTT: ditiotreitol; SN: Sobrenedant; P: Precipitat.
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4. CARACTERITZACIO DELS UEVs

La caracteritzacio dels uEVs es va realitzar seguint les recomanacions de la

ISEV publicades I'any 201432, que incloien I'Gs de 3 técniques complementaries.

4.1. NANOPARTICLE TRACKING ANALYSIS

La quantificacié i la distribucié de la mida dels uEVs aillats es va analitzar
mitjancant la técnica Manoparticle Tracking Analysis (NTA) a I'Institut de Ciencia
de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC), Universitat Autonoma de Barcelona,
Espanya. Les mesures es van realitzar amb I'aparell Nanosight NS300 (Malvern
Instruments) que utilitza la dispersié de la llum i el moviment Brownia de les
particules en suspensio per obtenir la mida —dins del rang comprés entre 10 i
2.000 nm- i la concentracié d'aquestes mitjancant llum laser. Aquests
parametres es van enregistrar al programa NTA v3.1 (NanoSight Ltd., UK) en
format de video amb una camera d'alta sensibilitat SCMOS i els ajusts de track
lenght i blur en automatic, que va determinar la mida de les particules

mitjangant la férmula d'Stokes-Einstein37>.

Per realitzar I'analisi, es van diluir 5 pL de les mostres d'uEVs en PBS 1x fins
obtenir concentracions d'entre 107 i 10° nanoparticules/mL. La mesura de cada
mostra es va realitzar a temperatura ambient, per triplicat i amb 25 fotogrames
per segon. Amb les dades obtingudes es van calcular les mitjanes i les

desviacions estandard de cada mostra.

4.2. MICROSCOPIA  ELECTRONICA DE TRANSMISSIO
CRIOGENICA
La visualitzacid dels uEVs aillats es va realitzar mitjancat microscopia

electronica de transmissié criogénica (cryo-TEM, Cryogenic Transmission

Electron Microscopy), al Servei de Microscopia de la Universitat Autonoma de
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Barcelona, Espanya. L'aparell utilitzat va ser el microscopi electronic de
transmissié JEOL JEM-2077 juntament amb la cambra de criopreparacio Leica

EM CPC (Leica Biosystems).

Aliquotes de 4 pL de suspensié exosomal es van dipositar a les reixetes
QUANTIFOIL ® Holey Carbon 400 (Electron Microscopy Science). La preparacio
es va introduir a la cambra de criopreparacié Leica EM CPC i es va submergir
en eta liquid, a -179 °C, per tal de vitrificar la mostra i, immediatament, en
nitrogen liquid per mantenir-la a baixes temperatures. Les preparacions, ja a
temperatures proximes als -196 °C, es varen transferir al microscopi per la seva

visualitzacié a un voltatge d'acceleracié de 200 kV constants.

4.3. WESTERN-BLOT

El western-blot és una tecnica ampliament utilitzada per detectar
especificament determinades proteines presents en una barreja complexa
d'aquestes. Es tracta d'una técnica semi-quantitativa en la que les proteines
desnaturalitzades es separen pel seu pes molecular i es transfereixen a una

membrana per la seva visualitzacié amb |'s d'anticossos especifics.

4.3.1. EXTRACCIO PROTEINES

Per tal de disposar del contingut proteic dels uEVs aillats, es va realitzar la
lisi d'aquests amb el tampé de lisi RIPA (Radioimmunoprecipitation assay
buffer) a concentracid 2x [300 mM NaCl (#PA146994, Panreac), 2 mM EDTA
(#ED2SS, Sigma-Aldrich) pH 8,0, 100 mM Tris-HCI pH 7,5 (#A2264, Panreac),
2 % NP-40 (#74385, Sigma-Aldrich), 1 % desoxicolat de sodi (#106504, Merck),
0,2 % SDS (#A2572, Panreac), i complementat amb PIC (1:100), NasVo4 (#56508,
Sigma-Aldrich) (1:100) i NaF (#57920, Sigma-Aldrich) (1:500)].

Per lisar 30 pL d'uEVs es va afegir RIPA 2x a la suspensio exosomal (1:1 v/v)

i es va incubar la mescla a 4 °C en rotacié constant durant 1 h. Una vegada
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finalitzat aquest periode, les mostres es van sotmetre a ultrasons, realitzant 5
cicles de 5 segons cadascun a una amplitud maxima de 100 per disgregar les
membranes lipidiques. Finalment, es van centrifugar les mostes 15 min a

13.000 x ga 4 °C, i el sobrenedant es va emmagatzemar a -20 °C fins el seu Us.

4.3.2. IMMUNODETECCIO

Per la deteccid de les proteines associades (i no associades) al exosomes,
es van utilitzar gels de poliacrilamida al 10 % i 15 % amb un gruix d'1,5 mm,

preparats segons es detalla a la Taula 2.

Taula 2. Components dels gels de poliacrilamida al 10 % i 15 %.

P —— Gel Gel Separating
Stacking 10 % 15 %
30% acrilamida/0,8% bis-acrilamida (#A1672, Panreac) 0,39 mL 2,5mL 3,75 mL
4X 0,5 M Tris-HCl/ 0,4 % SDS pH 6.8 0,75 mL - -
4X 1,5 M Tris-HCl/ 0,4 % SDS pH 8.8 - 1,87 mL 1,87 mL
Aigua MilliQ 1,83mL  3,12mL 1,87 mL
10 % persulfat amonic (#A1142, Panreac) 30 uL 50 pL 50 pL
TEMED (#T9281, Sigma-Aldrich) 6 uL 5uL 5puL

Als 60 pL de lisat d'uEVs es va afegir el corresponent volum de tampo de

carrega Laemmli 4x (#1610747, Bio-Rad) per obtenir una concentracié final 1x.

Les mostres, i 5 uL de marcador de pes molecular (#161-0363, Biorad), es
van carregar als gels collocats al sistema d'electroforesi vertical Mini-
PROTEAN® (#1652960, Bio-Rad) immersos en tampd d'electroforesi [25 mM
Tris, 0,2 M glicina (#A1067, Panreac) i 0,1 % SDS] i es van sotmetre a un voltatge
constant de 100 V. Posteriorment, les proteines es van transferir a membranes
de PVDF i porus de 0,22 um (#ISEQ00010, Millipore) activades amb metanol
100 % (#A3493, Panreac) i immerses en tampd de transferencia [50 mM Tris,
40 mM glicina, 0,04 % (v/v) SDS i 20 % (v/v) metanol]. La transferencia es va

realitzar a 100 V constants durant 1 h. Finalment, les membranes es van incubar
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amb 25 mL de solucié bloqueig [5 % llet desnatada i deshidratada dissolta en
PBS-Tween [PBS-T, PBS 1x, 0,1 % Tween® 20 (#A4974, Panreac)] 1 h en agitacio
i a temperatura ambient i, per ultim, es van incubar amb els anticossos primaris

especifics (Taula 3) a 4 °C en rotacié constant durant la nit.

Taula 3. Anticossos primaris utilitzats per western-blot.

Anticos Espécie Epitop Diluent Dilucié Referéncia
Alix Conill  450-550 1:500  Ab76608; Abcam
TSG101 Ratoli  167-374 1:500  Ab83; Abcam

Solucié bloquei
CD81  Ratoli  90-210 OO DIOURIT 41000  sc-166028; Santa Cruz

GRP78 Conill C-term 1:1000 Ab21685; Abcam

Després de la incubacié amb els anticossos primaris i de fer 3 rentats de 5
min en agitacié constant amb PBS-Tween, les membranes es van incubar amb
els corresponents anticossos secundaris conjugats amb HRP (horseradish
peroxidase) (Taula 4) durant 1 h en rotaci6é a temperatura ambient. Finalment,
després de realitzar de nou 3 rentats, es van incubar amb el substrat de I'enzim
HRP Immobilon Forte (#WBLUF0100, Merck™) durant 5 min i, amb l'instrument
Odyssey® Fc Imaging System (LI-COR Biosciences), es van exposar 5 min pel

canal quimioluminiscent i 30 segons pel canal visible de 600 nm.

Taula 4. Anticossos secundaris utilitzats per western-blot.

Anticos Diluent Dilucio Referéncia

Ig Conill ., . 1:5000 P0448; Dako
, Solucié bloqueig

Ig Ratoli 1:5000 P0260; Dako
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5. MANIPULACIO RNA D'UEVs

5.1. EXTRACCIO

Per tal de determinar el meétode més eficag per realitzar les extraccions de
I'RNA contingut als uEVs, es van testar 5 productes comercials diferents a partir
de 100 pL d'uEVs aillats de mostra d'orina d'un pacient afecte d'HFHNC:
miRNeasy Mini kit (#217004, Qiagen), miRCURY™ RNA [solation Kit - Cell &
Plant kit (#300110, Exiqon), Aljprep DNA/RNA/mIRNA Universal kit (Allprep)
(#80224, Qiagen), TRIzo/ LS (#10296010, Life Technologies) i TR/zo/(#15596026,
Life Technologies). La diferéncia entre els dos Ultims és que el 7TR/zo/ LS esta
indicat per mostres liquides, ja que es troba doblement concentrat respecte el

TRIzo/ indicat per mostres solides.

En tots els casos es van seguir les instruccions del fabricant i, amb els
productes 7R/zoli TRIzo/ LS es van utilitzar 10 ug de glicogen (#10901393001,
Roche) per visualitzar I'RNA precipitat. Tots els RNAs es van eluir en 30 uL
d'aigua lliure d’'RNAses.

L'extraccié de I'RNA contingut als uEVs de la cohort d'estudi es va realitzar
a partir de 100 pL de suspensié d'uEVs utilitzant el miRCURY™ RNA [solation
Kit - Cell & Plant kit seguint les instruccions del producte. Per tal de
monitoritzar |'eficiéncia del procediment, es va afegir un oligonucleotid d’'RNA
exogen (spike-in), ath-miR159a i, una vegada finalitzada I'extraccié de I'RNA, es

van afegir 3 spike-ins més a diferents concentracions finals (Taula 5).

Taula 5. Spike-ins afegits als uEVs" i a I'RNA exosomal®.

Especie  Seqiiéncia Concentracio
ath-miR159a A. thaliana 5-UUUGGAUUGAAGGGAGCUCUA-3' 10 pM
cel-miR-238-3p @ 5-UUUGUACUCCGAUGCCAUUCAGA-3 1 pM
cel-miR-55-3p @  C.elegans 5'-UACCCGUAUAAGUUUCUGCUGAG-3' 5pM
cel-miR-39-3p @ 5'-UCACCGGGUGUAAAUCAGCUUG-3' 10 pM
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5.2. QUANTIFICACIO

Per quantificar I'RNA extret de les mostres d'uEVs es va utilitzar I'instrument
BioAnalyzer 2700 (#G2939BA, Agilent Technologies), i els xips emprats van ser
el RNA 6000 Pico Kit (#5067- 1513, Agilent Technologies), amb una sensibilitat
de 50 pg d'RNA total, i I'Small RNA Kit (#5067- 1548, Agilent Technologies) que,
amb la mateixa sensibilitat, analitza Unicament els RNAs d'entre 6 i 150
nucleotids. Ambdds xips contenen un conjunt de capil-lars interconnectats que
permeten la separacié electroforética de I'RNA en funcié de la longitud,

obtenint, no només la quantitat total d'RNA, siné també la mida d'aquest.

En ambdds casos, es va col-locar 1 uL de mostra d'RNA al xip corresponent

i els resultats es van obtenir mitjancant el programa 2700 Expert Software.
5.3. RETROTRANSCRIPCIO | PCR QUANTITATIVA

La RT-gPCR (guantitative reverse transcription-PCR) és una técnica que
consta de dues reaccions consecutives: la retrotranscripcié, mitjancant la qual,
a partir de molécules d'RNA de cadena simple, es generen els corresponents
DNA complementaris (cDNA), i la gPCR amb la que s'amplifica i quantifica, de
manera relativa, i mitjancant fluorescéncia, el producte de I'amplificacié del
cDNA d'una seqiiéncia especifica. Es el meétode utilitzat per quantificar
I'expressid génica de manera dirigida i, alhora, el métode de referencia per

validar els resultats obtinguts de I'analisi per microarrays.

5.3.1. ESTABLIMENT DEL METODE

Amb la finalitat de determinar si el perfil d'expressié de miRNAs d'uEVs era
depenent del metode d'extraccid d'RNA emprat, es va analitzar I'expressio de 5
miRNAs en cadascun dels RNAs d’'uEVs obtinguts amb els diferents métodes
d'extraccié testats. Els miRNAs escollits, en base a la seva preséncia en
exosomes urinaris®'?, van ser el miR-200c-3p (#204482, Exiqon), miR-103a-3p
(#204063, Exiqon), miR-let7b-5p (#204750, Exiqon), miR-99a-5p (#204521,
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Exigon) i el miR-10b-5p (#205637, Exiqon), juntament amb el control exogen
Unisp6. Per dur a terme aquesta determinacid, es va utilitzar el producte
comercial miRCURY LNA Universal RT microRNA PCR (#203351, Exiqon), que
utilitza la tecnologia LNA™ (Locked nucleic acids). Els LNA son nucleotids
modificats en els que I'estructura de la ribosa esta bloquejada en la conformacié
ideal per que es produeixin les interaccions de Watson-Crick. La preséncia
d'aquests LNAs a un oligonucleotid comporta un augment de la temperatura
d'hibridacio (2-8 °C/LNA), el que li confereix una alta estabilitat térmica i un
augment de la sensibilitat i especificitat3®. Aquest producte utilitza el métode
de tincidé SYBR Green, que és un colorant fluorescent que, en produir-se la unio
especifica a molécules de dsDNA, emet fluorescencia. D'aquesta manera, a
mesura que augmenta el nimero de molécules de dsDNA (producte de la
reacci6 de PCR) augmenta la fluorescéncia emesa. Amb aquest sistema, la
precisio de la quantificacié del gen d'interes depéen exclusivament de

I'especificitat dels primers utilitzats per I'amplificacio.

Seguint les instruccions del fabricant, es van sotmetre 4 ng d'RNA (segons
la quantificacié del Bioanalyzer-Picochip) a la reaccié de retrotranscripcid i els
cDNAs resultants es va emmagatzemar a -20 °C. La reaccié de qPCR es va dur
a terme a partir de 4 pL d'una dilucié 1:40 del cDNA obtingut préviament i

segons les indicacions del producte.

5.4. MICROARRAYS

Els microarrays de miRNA exosomal es van realitzar a la Unitat d'Alta
Tecnologia (UAT) del VHIR utilitzant el GeneChip miRNA 4.0 Array (Affymetrix).
Es tracta d'un array multiespécie, que engloba el 100 % de les seqiiencies
descrites a la base de dades miRBase v.203%, i que conté 6.599 sondes humanes.
D'aquestes, 2.758 corresponen a miRNAs madurs, 2.025 a pre-miRNAs i 1.996
snoRNAs i scaRNAs (Small Cajal body-specific RNAS).
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El procés de realitzacié dels arrays de miRNAs comprén diversos passos
esquematitzats a la figura 21. Inicialment, es van afegir 2 uL de RNA Spike
Control Oligosi 5 uL de Poly A Tailing Master Mix (3x Reaction Buffer, 7,5mM
MnCly, 1 uL d’A7P Mix 1:500 en Tris TmM i 1 uL de PAP Enzyme) als 8 uL d'RNA
d'uEVs, i es van incubar 15 min a 37 °C. Als 15 pL d’RNA poliadenilat es van
afegir 4 uL de 5X FlashTag Biotin HSR Ligation Mix i 2 uL de 74 DNA Ligase.
Després d'incubar-ho 30 min a 25 °C es va aturar la reaccié afegint 2,5 plL de
HSR Stop Solution. Dels 23,5 pL resultants, 2 pL es van destinar a realitzar
I'ELOSA Quality Control Assay —que és una tecnica colorimétrica mitjangant la
qual es verifica una correcta reacci6 de lligacié- i, amb els 21,5 pL restants, es
va procedir amb el procés d'hibridacié: es van afegir 110,5 uL d' Hybridization
Cocktail (1x Hybridization Mix, 4 % Formamide, 9,7 % DMSO, 1x Hybridization
Controls, 50 pM Contro/ Oligo B2i 3,7 uL d'aigua nuclease-free) i es va incubar
5mina99 °Ci5 min a4b5 °C. D'aquests 132 pL de reaccid, 130 ylL es van injectar
al microarrayi es hibridar durant 40 h a 48 °C i a 60 rpm al Affymetrix gene Chip
Hybridation oven 640 (Affymetrix). Una vegada finalitzada la hibridacio, es va
col-locar el microarray a la GeneChip® Fluidics Station 450 (Affymetrix) i, de
manera automatitzada, es van dur a terme els multiples rentats i el procés de
tincié. Finalment, els microarrays van ser escanejats amb el GeneChip Scanner
3000 7G (Affymetrix) utilitzant el GeneChjp Command Console Software

(Affymetrix), el que va proporcionar els arxius ".cel”.

8 UL exRNA

[ Poliadenilacio ] [ Biotinilitzacié] Control de
qualitat

FlashTag Biotin i
LOSA QC

HSR Ligation /

[ Rentats i tincio ] [ Escaneig ] Arxiu CEL

m

ip® Fluidics GeneChip Scanner

Station 450 300076

Figura 21. Procediment utilitzat per realitzar els microarrays de miRNA dels uEVs.
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5.4.1. ANALISI BIOINFORMATICA

L'analisi bioinformatic dels microarrays es va realitzar a la Unitat

d’Estadistica i Bioinformatica (UEB) del VHIR utilitzant el programari R v.3.5.2.3%7.

Els valors d'expressié obtinguts dels arxius .cel van ser sotmesos a un
control de qualitat amb el Package arrayQualityMetrics®, que inclou: i)
diagrama de caixa (boxplo?) de la intensitat del microarray de cada mostra; ii)
analisi dels components principals (PCA, principal components analysis), que
proporciona la distribucié de les mostres i; iii) hAeatmap per determinar-ne la
distancia entre cadascuna de les mostres en funcié de I'agrupacié jerarquica
(hierarquical clustering) de les mateixes. Per tal de disposar de dades
comparables entre si i eliminar-ne biaixos técnics, les dades es van processar
utilitzant el metode RMA (Robust Multi-array Average Algorithm)3°, que consta
de 3 nivells de processament: correccié de fons, normalitzacio i filtratge. Les
dades normalitzades van ser sotmeses de nou al control de qualitat previament
mencionat. Donat que el GeneChijp miRNA 4.0 array conté sondes de diversos
organismes, es van seleccionar Unicament les humanes per les posteriors

analisis.

5.4.2. ANALISI BIOESTADISTICA

L'analisi bioestadistica de les dades per la seleccid6 dels miRNAs
diferencialment expressats es va dur a terme seguint un model d'analisi lineal
amb les modificacions empiriques de Bayes per I'estimacié de les variancies3,
una tecnica similar a I'analisi ANOVA, pero especifica per dades de microarray.
Per tal de reduir la probabilitat de cometre error de tipus | (fals positiu)
conseqlient a la realitzacié de comparacions mdltiples, es van calcular els p-
valors ajustats seguint el metode de Benjamini-Hochberg®'. Els parametres
obtinguts van ser el LogFC (fold change en escala log) entre les condicions
comparades i I'estadistic B (B), que indica el logaritme de la probabilitat que el

miRNA estigui diferencialment expressat respecte que no ho estigui. Tot i la
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preséncia de sondes per la deteccié de diferents tipus d'RNA al microarray, les

analisis posteriors es van realitzar Unicament amb els miRNAs madurs.

Les comparacions realitzades i els conjunts de criteris bioestadistics utilitzats

per analitzar els microarrays de miRNAs dels uEVs es detallen a la Taula 6.

Taula 6. Comparacions i criteris bioestadistics utilitzats per I'analisi de les dades dels
microarrays de miRNAs d'uEVs.

Comparacié Conjunt de criteris

Pacients vs. controls LogFC > |1]
Pacients CLODN79p.G20D vs. controls Adj.p-val < 0,05
Pacients sexe masculi vs. femeni B>0

Pacients progressio renal moderada vs. lenta LogFC > |1]
Pacients CLDN79 p.G20D progressi6 renal moderada vs. lenta p-val < 0,01

L'analisi de la dispersié de les dades obtingudes al microarray dels spike-
ins exogens presents a les mostres es va realitzar calculant els coeficients de

variacio (CV) [CV = (desviaci6 estandard/mitjana)*100].

5.4.3. VALIDACIO PER RT-QPCR

Com s’ha mencionat previament, els resultats obtinguts de tecniques d'alt
rendiment, com el microarray, precisen de validacié amb una tecnica dirigida.
Per aix0, a les mostres d'/RNA dels uEVs de la cohort d'estudi es van analitzar

determinats miRNAs per RT-qPCR.

La retrotranscripcié de I'RNA d'uEVs de la cohort d'estudi es va dur a terme
amb el producte 7agMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (#A28007,
Applied Biosystems), que inclou diverses reaccions fins obtenir el cDNA de
I'RNA: poliadenilacié, lligacié d’'uns adaptadors, retrotranscripcid i amplificacid

del cDNA. Seguint les instruccions del producte, es van utilitzar 3,7 yL d'RNA
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d'uEVs de cada individu i, els productes de la reaccio, es van emmagatzemar a

-20 °C fins el seu Us.

Les qPCRs per la validacié tecnica dels resultats obtinguts per microarrays
de miRNA es van realitzar utilitzant el suport 7agMan Array Cards (#A34723,
Applied Biosystems), també coneguts com 7agMan Low Density Array Cards
(TLDA) o TagMan Microfluidic Cards. Aquest sistema, en comparacié a la
realitzacio de diverses qPCRs individuals, permet |'execucié simultania de
multiples qPCRs, reduint d'aquesta manera la manipulacié (i, per tant, la

probabilitat d'error) i el volum de mostra necessari.

A les TLDAs es van incloure un total de 26 miRNAs (Taula 7), dels quals, 4
corresponien als spike-ins exogens afegits, i 10 havien estat considerats
diferencialment expressats en les comparacions realitzades de les analisis dels
resultats dels microarrays dels miRNAs dels uEVs. Els 12 miRNAs restants

inclosos a les TLDAs eren aliens a I'estudi.

Taula 7. miRNAs d’estudi inclosos a la TLDA.

miRNAEs inclosos a la TLDA

hsa-miR-16-5p hsa-miR-30b-5p hsa-miR-489-3p hsa-miR-3620-5p
hsa-miR-16-2-3p  hsa-miR-32-5p hsa-miR-500a-3p  ath-miR159a
hsa-miR-20b-5p hsa-miR-99a-5p hsa-miR-500a-5p  cel-miR-39-3p
hsa-miR-26a-5p hsa-miR-100-5p hsa-miR-502-3p cel-miR-55-3p
hsa-miR-27b-3p hsa-miR-152-3p hsa-miR-532-5p cel-miR-238-3p

hsa-miR-29a-3p

hsa-miR-200c-3p

hsa-miR-548a-3p

hsa-miR-30a-5p

hsa-miR-204-5p

hsa-miR-619-5p

5.4.3.1. ANALISI BIOESTADISTICA

Els resultats obtinguts de les qPCRs de les TLDAs es van analitzar amb el
software Cloud de Thermofisher utilitzant el metode Cgrr (relative threshold
cycle) que, a diferéncia del métode tradicional Cr (threshold cycle) en el que el
Cr és estatic, analitza a cada reaccio la corba d'amplificacio i en determina el Cgr

(parametre homoleg al Cy). L'Us d'aquest metode esta indicat quan s'utilitzen

116



MATERIALS | METODES

sistemes amb volums de reaccié molt baixos, com és el cas de les TLDAs. Degut
a I'absencia de cap miRNA endogen amb expressié constant que pogués ser
utilitzat com a control endogen, els valors de Cgrr de cada reaccié es van
normalitzar mitjancant el metode de normalitzacié global3%?. Aquest sistema
consisteix en calcular la mitjana dels Crr de tots els miRNAs per cada mostra
(Crt norm) i considerar-ho com un reflex del contingut total d’/RNA. Aplicant
aquest factor i els subseguents calculs (Figura 22) es va obtenir el valor RQ
(Relative Quantification) per cada individu de cada grup, en comparar-ho amb
el grup de referencia de cada comparacié. Les dades obtingudes es van
analitzar aplicant-hi el test estadistic no paramétric Mann-Whitney, ja que no
es complien els requisits per aplicar-hi un test parametric (normalitat,
homoscedasticitat i nimero d'individus > 30). Es van considerar valors

significatius aquells que presentaven un p-valor < 0,05.

ACrt = CrT mirNA — CRT norm

AACgr = ACrr grup estudi ~ ACrr grup referéncia

RQ = 2-AACTRT

Figura 22. Férmules utilitzades per analitzar les qPCR de les TLDAs.
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6. ANALISI BIOLOGICA MIRNAs

6.1. PREDICCIO DIANES DELS MIRNAS

Una vegada establerts els criteris estadistics per determinar els miRNAs
diferencialment expressats en les diverses comparacions realitzades, i donat
que les bases de dades que vinculen directament els miRNAs amb processos
biologics son limitades i amb escassa informacio disponible, es van cercar els

MRNAs —i, indirectament, les proteines i gens— diana dels miRNAs.

Per realitzar aquesta tasca, es van utilitzar dues bases de dades que
contenen dades validades, és a dir, aquells mRNAs que s’ha demostrat
empiricament que estan regulats per determinats miRNAs: TarBase v.8.03% i

miRTarBase v.7.03%,

6.2. BIOLOGIA DE SISTEMES

Per tal d'identificar els processos biologics representats pels mRNAs diana
dels miRNAs es va utilitzar un model matematic basat en biologia de sistemes.
Aquesta tasca la va desenvolupar Anaxomics Biotech S.L. (Barcelona, Espanya)
mitjancant la tecnologia Therapeutic Performance Mapping System, TPMS,
(Anaxomics Biotech, Barcelona, Espanya)3%>397, Aquesta tecnologia consisteix
en la integracid del coneixement biologic, farmacologic i médic en un model
matematic, generant una xarxa proteica artificial (ANN, artificial neural
networks,), que simula la fisiologia humana /n silico. La metodologia aplicada
en aquest treball va consistir en la caracteritzaci6 molecular de la HFHNC, la
generacié del model matematic, el maneig de les dades i, finalment, I'analisi

d'aquestes. A continuacio es detallen cadascun dels processos realitzats.

Caracteritzacié molecular de la HFHNC — Per determinar els processos
fisiopatologics relacionats amb la HFHNC es va realitzar una exhaustiva cerca

bibliografica, sequit de la identificacio de les proteines implicades directament
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en cadascun d'aquests processos. Aquesta revisio es va desenvolupar utilitzant
diverses estratégies: compilacid manual de la literatura disponible, cerca de
conjunts definits de proteines al Gene Ontology (GO) Consortium
database®*®3%, i cerca de vies de senyalitzacié definides a la Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes (KEGG)*®, A més, en alguns dels processos biologics es
va realitzar un nou cribratge, incloent Unicament aquelles proteines de
s'expressaven a teixit renal segons les bases de dades Unijprot*®' i The Human

Protein Atlas (THPA)4%2,

Generacié del model matematic — El model matematic, que comprenia tot
el proteoma, es va generar a partir de les dades disponibles d'interactomica,
senyalitzacid cel-lular, metabolomica i regulaci6 de I'expressid genica,
obtingudes de bases de dades publiques i privades: KEGG*®, BioGRID*%3,
IntAct*%4, REACTOME#%, TRRUST% | HPRD*, aixi com de la revisié manual de
la literatura cientifica. Aquestes dades es van complementar amb informacio
funcional de les proteines (participacié en processos patologics o si sén dianes
terapéutiques o biomarcadors), reforcant aixi les connexions entre les proteines
del model. Aleshores, es va procedir a “entrenar” el model amb una col-leccié
de dades publiques que contenen informacié sobre respostes moleculars
conegudes en resposta a un estimul també conegut. Amb aquesta estrategia, i
mitjancant I's d'intel-ligeéncia artificial, el model va ser capa¢ de quantificar la
relacié de cada proteina amb els diversos processos biologics estudiats, és a

dir, estimar quin impacte té cada proteina en cadascun dels processos biologics.

o Maneig de les dades — Donat que la informacié obtinguda de les bases
de dades van ser els gens regulats pels miRNAs diferencialment expressats, i
que Anaxomics treballa amb proteines i els corresponents identificadors
d'Uniprot es va confeccionar el llistat de proteines seguint els criteris

desglossats a la Figura 23.
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[ miRNA diferencialment expressats ]

.

[ mRNAs diana tnics ]

ORFs / Gens de fusié / No Uniprot ID
Gens amb idéntic Uniprot ID

v
Uniprot ID
Proteines sense interaccions proteiques
~ Proteines amb > 200 interaccions proteiques

[ Uniprot ID avaluats al model ANN ]

Figura 23. Algoritme per seleccionar les proteines regulades pels miRNAs i incorporar-
les a la xarxa proteica artificial (ANN).

o Analisi de les dades — Una vegada es va disposar del model matematic
dissenyat i entrenat, i les dades objectes d'estudi complien les requisits
necessaris, es va procedir a l'analisi d'aquestes. Més concretament, es va
realitzar una prediccié, mitjancant ANN, de la potencial associaci6 entre cada
proteina i cadascun dels processos biologics definits, assignant un valor
numeric a la relacié de cada proteina amb la malaltia i amb cadascun dels
processos biologics estudiats. L'estratégia emprada va permetre assignar als

valors d’ANN un p-valor estimat (Taula 8).

Taula 8. Estratificacié de les puntuacions ANN.

Puntuacié ANN (%)  Relacié amb procés biologic p-valor estimat

> 78 Alta < 0,05
70-78 Mitja-Alta 0,05-0,1
38-70 Mitja 0,1-0,25
<37 Baixa/nul-la > 0,25

Els resultats obtinguts es van representar utilitzant com a subjecte d'analisi
tant els miRNAs com les corresponents proteines diana. En la primera
aproximacio, per tal de prioritzar els miRNAs diferencialment expressats a cada

comparacié en funcié del grau d'implicaci6 amb els processos biologics
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estudiats, es van integrar els resultats obtenint una Unica puntuacié. Per aixo,
es va comptabilitzar el nimero de proteines diana de cada miRNA implicades
en cadascun dels processos biologics amb una puntuacio ANN > 70 % (amb un
p-valor estimat < 0,1). Per donar major importancia a les proteines amb una
relacié alta amb cadascun dels processos biologics (p-valor estimat < 0,05)
respecte aquelles que tenien una relacié mitja/alta (p-valor 0,1-0,05) es va
aplicar la seglient aproximacié: Puntuacié global miRNA = 2*(n° proteines-
relacié alta) + 1*(n° proteines relacid-mitja/alta). Per realitzar I'analisi de les
dades amb les proteines corresponents als mRNAs diana dels miRNAs, per a
cada comparacio es va representar el nombre de mRNAs amb una puntuacio
ANN > 78 (p-valor estimat < 0,05), mostrant d’aquesta manera, els processos
biologics més rellevants implicats en cadascuna de les comparacions

realitzades.
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1. DESCRIPCIO DE LA COHORT D’ESTUDI

Els resultats mostrats en aquest apartat es troben actualment en revisié a la

revista Journal of Nephrology per tal de ser publicats (Annex 4).

1.1. DADES DEMOGRAFIQUES

La cohort d'estudi va incloure un total de 30 pacients (14 homes i 16 dones)

—incloent 8 parelles de germans— que pertanyien a 22 families aparentment no

relacionades i 6 individus controls, provinents de 12 centres hospitalaris

diferents de I'estat espanyol (Taula 9). Del total de les families incloses a la

cohort, 21 eren caucasiques i una tenia ancestres llatins. El 56 % dels pacients

(n = 17) tenien algun altre cas d'HFHNC a la familia —principalment germans—,

mentre que els 13 pacients restants, representaven el cas index, sense

antecedents familiars de la malaltia.

Taula 9. Centre hospitalari d’origen dels individus de la cohort d’estudi.

Centre hospitalari Pacients/Controls (n)

Hospital Universitari Vall d'Hebron 5/3
Hospital General Universitario Santa Lucia 1/0
Complexo Hospitalario Universitario A Corufia 1/1
Hospital Infantil Universitario Nifio Jesus 1/2
Hospital Infantil Miguel Servet 5/0
Hospital Universitario Cruces 6/0
Hospital Universitari Son Espases 2/0
Hospital Universitario Reina Sofia 1/0
Hospital Infantil La Paz 2/0
Hospital Virgen del Camino 2/0
Hospital de Terrassa 2/0
Hospital Universitario Virgen del Rocio 2/0
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1.1. DADES GENETIQUES

Tots els pacients inclosos en la cohort de descobriment estaven previament
diagnosticats genéticament d'HFHNC mitjancant sequienciacié directa pel
metode de Sanger de les regions exoniques i les introniques flanquejants dels
gens CLDN76i/o CLDN179. En el cas de 2 pacients (germanes), amb |'estrategia
de diagnostic emprada, només es va poder identificar una Unica mutacié en un

dels allels del gen CLDN79.

En total, 3 pacients —pertinents a 2 families diferents— estaven diagnosticats
amb variants patogéniques al gen CLDN76, mentre que els 27 pacients restants
presentaven mutacions a CLON79. D'aquests 27 pacients, el 74 % (n = 20) eren
homozigots per la mutacié hispanica c.59G>A; p.G20D, mentre que els altres
eren heterozigots per aquesta mutaci®6 o presentaven altres variants

patogeniques en homozigosi en aquest mateix gen (Figura 24).

[ PACIENTS (n = 30) H CONTROLS (n = 6) ]

S:16 4:24
22 families

[ CLDN16 (n = 3) } [ CLDN19 (n =27) ]

C:1 d:2 2:15 4:12
2 families ZOfaTnilies
[ 1

L ¢.59G>A; p.G20D homozigots J L Altres mutacions J

(n=20) (h=7)
Q:11 4:9 C:4 d:3
16 families 4 families

Figura 24. Caracteristiques genétiques dels pacients inclosos a la cohort d’estudi.
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1.2. DADES CLINIQUES

Al moment del diagnostic clinic, I'edat mediana dels pacients era de 1,71
(0,67-6,04) anys (8 pacients tenien menys d'1 any de vida) i la creatinina sérica
dels pacients dels que es disposava de dades (h = 20) va ser de
0,63+0,38 mg/dL, amb un eGFR de 69,52+16,94 mL/min/1,73m?2. Els signes i
simptomes que van conduir al diagnostic clinic van ser la poliuria (30,4 %), les
anomalies oculars (21,7 %), els vomits (17,4 %), i els ITUs (17,4 %). En el 13 %
dels casos, el diagnostic va ser conseqlient a un cribratge familiar degut a la
presencia d'antecedents familiars de la malaltia (Figura 25). Tot i que 5 pacients
van ser diagnosticats per un creixement deficient, tenint en compte les dades
disponibles del conjunt de la cohort d'estudi al moment del diagnostic, I'al¢ada

i el pes es trobaven dins de la normalitat amb un Z-score de -0,02 (-1,00-0,69).

Cap pacient va néixer de manera prematura.

Nefrocalcinosi] 69,6 % (n=16)
Polidria - 30,4 % (n=7)
Defectes oculars 21,7 % (n=5)
Creixementdeficient 21,7 % (n=5)
ITUs — 17,4 % (n=4)
Vomits 17,4 % (n=4)
CKD - 17,4 % (n=4)
Cribatge familiar ] 13 % (n=3)
Polidipsia -] 13 % (n=3)
Nefrolitiasi— 8,7 % (n=2)
Enurési—| 4,3 % (n=1)
Dolorabdominal=} 4,3 % (n=1)
0 20 40 60 80 100 (% pacients)

Figura 25. Signes i simptomes que van conduir al diagnostic d’"HFHNC.

Al diagnostic clinic, el parametre analitic més destacable va ser la preséncia
d'hipomagnesémia aillada moderada en el 69 % dels pacients, sense alteracions
en el potassi i calci sérics, ni en el balang acid-base. A més, en alguns casos, es
va observar una elevacié de la PTH serica tot i presentar valors normals d’'eGFR

o CKD lleu. Caracteristicament, les analisis d'orina mostraren una severa

127



RESULTATS

hipercalcitria i hipermagnesuria, evidenciant la pérdua urinaria d'ambdos
cations. A la Taula 10 es mostren els parametres bioquimics al moment del

diagnostic dels pacients dels que es va disposar de dades.

Taula 10. Parametres bioquimics al moment del diagnostic d’"HFHNC.

\| Valors Valors de referéncia '742%®
Creatinina, mg/dL 20 0,63+0,38 Segons edat*%®
eGFR?, mL/min/1,73m? 19 69,52+16,94 >80
PTH®, pg/mL 12 113,25+49,44 12-88
pH vends 11 7,37+0,06 7,35-7,45
Bicarbonat seric, mmol/L 11 23,4+2,56 22-32
Potassi séric, mmol/L 13 4,62+0,45 3,3-5
Sodi séric, mmol/L 13 140,04+3,06 136-145
Clorur séric, mmol/L 12 105,08+4,38 95-110
Calci total séric, mg/dL 13 10,18+0,60 8,8-10,6
Fosfat séric, mg/dL 13 5,07+0,67 Segons edat*®®
Magne_si seric, mg(dL . 13 1,47+0,17 16-26
(% pacients amb hipomagneséemia) (69%) T
Acid Uric séric, mg/dL 12 6,37+2,10 2,6-6
Ucac®, mg/mg 14 0,71+0,41 09-2,2
Umg/c® , mg/mg 11 0,31+0,18 0,1-2,2
FEmg®, % 10 11,34+3,84 <4

2eGFR, estimated glomerular filtrate rate, °PTH, hormona paratiroide; “Ucacr, rati calci/creatinina
urinari; YUwmg/cr, rati magnesi/creatinina urinari; ®FEng, excreci6 fraccionada de magnesi.

A I'4ltim seguiment médic disponible (moment de la inclusié dels individus
a l'estudi), 10 pacients havien progressat a FR —tots ells amb trasplantament
renal-, amb una edat mediana de 7,5 (1,6-26,2) anys i van ser exclosos de les
analisis que fan referéncia a I'Gltim seguiment. Els 20 pacients restants, amb els
ronyons natius funcionals, és a dir, que no havien desenvolupat FR, tenien I'edat
de 12,63+5,40 anys i el temps de seguiment des del diagnostic era de 8,34+4,30
anys. D’entre aquests, el 78,6 % (n = 11) dels que es disposava de dades
persistien amb hipomagnesemia d'origen renal (Mg?* seric 1,38+0,27 mg/dL),
amb un valor de mitjana del rati Umg/cr de 0,21+0,10 mg/mg i una augmentada
FEmg de 21,10+£14,35 %, tot i el baix Mg?* seric. A més, la majoria també

presentaven una perdua urinaria de calci elevada, amb una mitjana del rati Uca/cr
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de 0,29+0,13 mg/mg (n = 10, 71 %). En definitiva, el fenotip clinic de la malaltia
al debut clinic es va caracteritzar per hipomagnesémia lleu amb hipercalcidria i
hipermagnesduria severes, essent els nivells de I'Gltima molt elevats pels nivells
sérics de Mg?*. Cal destacar I'abséncia d’anomalies de la calcemia i d'altres

electrolits.

Cap dels pacients havia patit episodis de tetania, rampes musculars,
debilitat ni raquitisme. L'Unic esdeveniment destacable va ser un pacient que
havia patit convulsions recurrents (febrils i no febrils). Altres manifestacions
observades en 9 pacients van ser ITUs que van requerir d'ingrés hospitalari, dels

quals, 3 pacients (1 dona i 2 homes) han patit episodis recurrents del mateix.

1.3. PROGRESSIO DE LA FUNCIO RENAL

La progressio de la funcio renal dels pacients inclosos en la cohort es va
realitzar utilitzant el moment en que els pacients havien assolit CKD
estadiatge 3 (< 60 mL/min/1,73m?). L'analisi de la supervivéncia renal lliure de
CKD estadiatge 3 va mostrar que als 5, 10 i 20 anys, el 40 %, 50 % i el 80 % dels
pacients, respectivament, havien desenvolupat CKD estadiatge 3, tal com es

descriu a la Figura 26.

100
80
60
40

20

Pacients lliures de CKD 3 (%)

0 T T T T 1

0 5 10 15 20 25
Edat (anys)
Pacients en risc (n) 28 18 11 5 3 1

Figura 26. Supervivéencia renal lliure de CKD estadiatge 3.
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En relacio al sexe, es va observar que els pacients de sexe femeni tendien a
desenvolupar CDK estadiatge 3 abans que els de sexe masculi (p = 0,6)
(Figura 27). Especificament, a I'edat de 2 anys, la supervivéncia renal lliure de
CKD estadiatge 3 era del 92 % en homes i del 64 % en dones, mentre que als
10 anys d'edat, el 57 % dels homes i el 35 % de les dones no havien progressat

a CKD estadiatge 3.

(%)

Pacients lliures de CKD 3

0 5 10 15 20 25

Patients en risc (n) Edat (anys)
Homes 14 11 8 3 2 1
Dones 16 8 4 3 2 1

Figura 27. Comparacié de la supervivéncia renal lliure de CKD estadiatge 3 entre pacients
homes i dones.

Per altra banda, considerant Unicament els pacients amb mutacions al gen
CLDN179 no es van observar diferéncies en I'evolucié a CDK estadiatge 3 en
funcié del genotip. Aixi doncs, en els pacients homozigots per la mutacio
p.G20D a CLDN79 en comparaci6 amb aquells que presentaven altres
mutacions al mateix gen, la CKD va progressar de manera similar (p = 0,7)
(Figura 28). El baix nombre de pacients amb mutacions a CLDN76 inclosos en
la cohort va impossibilitar la realitzacié d'aquests tipus d'analisi aixi com la

comparacié entre els pacients amb mutacions en ambdds gens.
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—l— Homozigotsp.G20D; CLDN19

-
o
o

|

R

Altres mutacions a CLDN19

Pacients lliures de CKD 3 (%)

0 5 10 15 20 25
Edat (anys)
Patients en risc (n)
p.G20D 20 12 7 3 2 1
Altres 7 5 3 2 1 1

Figura 28. Comparacié de la supervivéncia renal lliure de CKD estadiatge 3entre pacients
homozigots p.G20D i altres mutacions a CLDN79.

Davant |'abséncia de cap correlacié genotip-fenotip i amb la finalitat
d'identificar algun parametre analitic que correlacionessin amb la severitat del
fenotip renal, es van classificar els pacients en funcié de la progressié de la
funcié renal (rapida, moderada i lenta) (Taula 11). El grup de progressio renal
rapida, amb una perdua anual d'eGFR de 39,6+27,18 mL/min/1,73m?, estava
integrament format per pacients amb mutacions al gen CLDN79 (n = 6; 4
dones), tots heterozigots, excepte 2 pacients que eren homozigots per la
mutaci6 p.G20D. En canvi, al grup de pacients amb progressié renal moderada
(n = 17), la majoria eren homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79 (n = 12)
i, un dels pacients presentava mutacions al gen CLDN76. Per Ultim, el grup de
pacients amb progressidé renal lenta (n = 7) estava format per 4 pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDON79, 1 pacient amb altres variants

patogeniques al mateix gen i 2 pacients amb mutacions a CLDN76.

Taula 11. Classificacié dels pacients segons la progressié de la malaltia renal.

Progressio Pendent . .

.. Funcio renal Pacients (n)
renal regressio
Rapida <-10 Disminucié >10 mL/min/1,73m?/any 6
Moderada -10a0 Disminucié <10 mL/min/1,73m?/any 17
Lenta >0 Estable 7
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La comparacié dels parametres bioquimics entre els pacients inclosos en els
diferents grups de progressio renal va permetre identificar que els nivells sérics
de PTH al moment del diagnostic eren significativament més elevats en el grup
de progressié renal rapida en comparacié amb el de progressié renal lenta
155,25+23,98 vs. 67,1+£34,75 pg/mL, respectivament (p = 0,02), tot i presentar
similars eGFR entre ambdds grups (Taula 12). Malgrat que la pérdua urinaria de
Ca?* i Mg?* al diagnostic van ser també superiors al grup de progressié renal

rapida, aquestes diferéncies no van ser significatives.

Taula 12. Parametres bioquimics dels pacients amb HFHNC al diagnostic en funcié de la
progressio de la malaltia renal. Comparaci6é entre els pacients amb progressioé renal rapida
(disminucié d’eGFR > 10 mL/min/1,73m?/any), moderada (pérdua d'eGFR <10 mL/min/1,73m?/any)
i lenta (funcié renal estable).

Rapida Moderada Lenta p
Edat, anys 0,3 (0,1-0,8) 1,7 (0,7-4,1) 5,1(1,8-6,2) 0,07
Creatinina serica, mg/dL 0,5+0,1 0,8+0,5 0,6+0,1 0,3
eGFR?, mL/min/1,73m? 68,2+31,9 67,5+14,3 74,6+6,2
(Mediana (IQR)) (60 (43,5-101,2)) (65 (54,6-82,4)) (74,8 (68,7-80,5) 0,8
[% pacients eGFR < 90] [83] [94] [100]
PTHP, pg/mL 155,4+23,9 117,4+44,3 67,1+34,8 0,02*
pH vends 7,38+0,07 7,35+0,05 7,37+0,1 08
Bicarbonat séric, mmol/L 22,7£1,9 22,1+£2,6 26,0+1,2 0,1
Potassi seéric, mmol/L 4,8+0,5 4,6+0,5 4,4+0,3 03
Sodi séric, mmol/L 141,7+3,8 140,0+2,5 138,0+1,5 0,2
Clorur séric, mmol/L 107,0+6,4 104,3+2,1 103,0+1,0 04
Calci total seric, mg/dL 10,2+0,6 10,3+0,8 10,2+0,6 09
Fosfat séric, mg/dL 56+0,7 4,7+0,5 4,8+0,5 0,06
Magnesi séric, mg/dL 1,5+0,2 1,4+0,1 1,5+0,1 0,3
Acid Uric séric, mg/dL 57422 71+28 6,5+0,8 0,6
Uca/a, mg/mg 0,89+0,61 0,62+0,29 0,58+0,19 0,5
Umg/c® , mg/mg 0,42+0,19 0,19+0,02 0,22+0,13 0,2
FEmg®, % 12,2+4,7 12,0+3,3 84+37 0,5

Valors expressats com mitjana:DE, excepte |'edat, expressada com mediana (IQR).
* Diferéncies significatives entre el grup amb progressio renal rapida i lenta.
2eGFR, estimated glomerular filtrate rate, PPTH, hormona paratiroide; “Ucacr, calci/creatinina urinari;

dUwmg/cr, magnesi/creatinina urinari; °FEvg, excrecié fraccionada de magnesi.

Al grup de progressié renal rapida, 5 dels 6 pacients (83,3 %) havien

desenvolupat FR abans dels 4 anys d'edat, essent una mostra molt severa
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d'expressi¢ de la malaltia. Al grup amb progressié renal moderada, amb una
disminucié d'eGFR anual de 3,36 +1,82 mL/min/1,73m2, 5 dels 12 pacients
(41,6 %) també havien desenvolupat FR a |'edat mitjana de 23,1+9,9 anys. Tal
com s'esperava, per la propia definicié del grup, cap dels pacients inclosos a la
categoria progressid renal lenta havien arribat a FR durant el temps de

seguiment estudiat i mantenien la funcio renal estable.

1.4. MANIFESTACIONS OCULARS

L'estudi de I'afectacid ocular en els pacients inclosos en la cohort d’estudi
va revelar que, tal com s'esperava, la majoria de pacients amb mutacions al gen
CLDN79 manifestaven alteracions oculars. Del total de pacients dels que es
disposava de dades oftalmologiques, 15 (60 %) eren afectes de miopia magna,
coloboma macular i/o nistagmes, anomalies ocular prototipiques de la HFHNC.
Dels 10 pacients restants amb mutacions a CLON79 el 20 % (n = 5)
manifestaven altres alteracions oftalmologiques com miopia lleu o
astigmatisme, i els 5 restants no van presentar cap tipus d'afectacié ocular, aixi
com els 3 pacients amb mutacions al gen CLDN76. No es va observar cap
correlacio entre |'afectacié ocular prototipica i la progressié de la malaltia renal

(p = 041).

1.5. VARIABILITAT FENOTIPICA INTRAFAMILIAR

En algunes families, la comparacié entre germans afectes de la mateixa
malaltia van revelar importants diferencies fenotipiques tant en I'evolucio de la
malaltia renal com en les manifestacions oculars. En aquest treball, donat que
només hi havia una parella de germans amb mutacions al gen CLDNT6, i
ambdds presentaren cliniques molt similars, es va dirigir el focus en els germans
amb mutacions al gen CLDN79. Tal com es mostra a la taula 13, la variabilitat

intrafamiliar en la cohort d'estudi va ser rellevant en alguns casos. Per exemple,
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a la familia F1 i F7, els germans més joves (P2 i P14 respectivament) van
desenvolupar FR a edats molt primerenques de la vida i presentaren una
afectacié ocular lleu. En canvi, els corresponents germans més grans (P1i P13),
en el moment de I'estudi, als 18 i 11 anys respectivament, mantenien la funcié
renal nativa, tot i que manifestaven I'afectacié oftalmologica prototipica de la
HFHNC (miopia magna, coloboma macular i/o nistagme) des del moment del
diagnostic clinic. Per altra banda, els pacients pertanyents a les families F2, F3 i
F4 mantenien els ronyons natius funcionals, tot i que, curiosament, els germans
grans, en el moment de l'estudi, presentaven eGFRs més elevats que els
corresponents germans petits. En contraposicio, les germanes de la familia F5
(P9 i P10) presentaven un similar i sever fenotip renal i abséncia d'afectacié
ocular; mentre que en les pacients de la familia F6 el fenotip renal va ser també

similar entre elles, perd més lleu, arribant a desenvolupar FR a I'edat adulta.

Taula 13. Caracteristiques cliniques de germans pacients d’'HFHNC amb mutacions a
CLDN19 al diagnostic i a I'Gltim seguiment.

Familia1 Familia2 Familia3 Familia4 Familia5 Familia 6 Familia 7

Pacient P1 P2 P3 P4 | P5 P6|P7 P8| P9 P10|P11 P12 |P13 P14
Sexe H D D H H H D D D D D D H H
EQat L 92 03 |36 16|86 52|51 19|09 03|<1 2 |39 08
diagnostic?

PU PU
Motius PU AO PD CKD PD
diagnostic  |AO CFlCeE PUL - ool = nNe|™ ne [N fmu

CcD NC
eGFR b b
N 60 46 [855 90 | 67 55|78 63|56 64 |N/D N/D|09 05
diagnostic

Edat actual® |185 9,1 [185 1,7 [151 11,797 73 (129 93 |459 363|113 104
eGFR actual |47 N/A |615 27 | 87 54 | 79 41 |[N/A N/A|N/A N/A|224 N/A
Edat FR® N/A 1,5 |N/A N/A|N/A N/A|N/A N/A| 15 181299 254 |N/A 3,6

MM
Anomalies MM M M
ocular cm as | M NMIMM MM{- - i I C’LVI As (MA M

H: Home; D: Dona; M: Miopia; AS: Astigmatisme; MM: Miopia magna; CM: Coloboma macular; N:
Nistagme; CKD: Chronic Kidney Disease, CF: Cribratge familiar; CD: Creixement deficient; NC:
Nefrocalcinosi; PU: politria; PD: Polidipsia; AO: Anomalies oculars; ITU: Infeccié del tracte urinari;
eGFR: Estimated glomerular filtration rate; FR: Fallida renal

N/A: No aplica; N/D: No determinat.

2Edat expressada en anys, °Creatinina sérica expressada en mg/dL.
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2. GENS MODIFICADORS DEL FENOTIP

La seqlienciacio dels exomes dels individus inclosos en la cohort d'estudi va
permetre, en primera instancia, corroborar el diagnostic genétic préviament
definit de cadascun dels pacients. No obstant, en les dues pacients de les que
Unicament s’'havia identificat, mitjancant la seqiienciaci6 per Sanger, mutacions
en un dels allels a CLDN79 no es va poder identificar cap altra variant
patogenica en aquest mateix gen, pel que no va ser possible completar el

diagnostic genétic.

Per altra banda, i com objectiu d'aquesta tesi, I'analisi de les dades
obtingudes de la sequienciacié dels exomes dels pacients amb HFHNC va
revelar la preséncia de diverses variants genetiques en homozigosi associades,
de manera significativa, amb els fenotips de progressié renal rapida i lenta,
establerts previament. A la taula 14 es detalla cadascuna d'aquestes variants, en
tots casos SNVs, i els corresponents OR calculats amb els intervals de confianga
del 95 %. Tenint en compte el total de pacients (n = 30), es van identificar 29
variants per les que la preséncia en homozigosi de I'al-lel de referencia (R)
s'associava amb un dels dos fenotips renals, essent 10 les associades a la
progressio rapida [OR (R/R) > 1],i 19 a la progressié renal lenta [OR (R/R) < 1].
De manera contraria, I'hnomozigosi de l'allel alternatiu (A) de 6 SNVs es va
associar amb la progressid renal rapida [OR (A/A) > 1], mentre que 15 amb la
progressio renal lenta [OR (A/A) < 1]. Dels 43 SNVs associats a algun dels
fenotips en el global de pacients, cal destacar-ne 7, pels que I'al-lel de referéncia
i I'al-lel alternatiu en homozigosi s'associaren amb la progressio renal rapida i
lenta, respectivament; és a dir, que genotips oposats es van associar amb
fenotips oposats, podent tractar-se doncs, de variants geniques “protectores”

d'una malaltia renal més severa.
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Taula 14. Odds ratio dels genotips homozigots de les SNVs potencialment modificadores
del fenotip envers la progressio renal rapida en la HFHNC.

OR (IC 95%)
Tots els pacients
R/R -
Progressi6

Freqiiéncia
AA
A/A - Progressié6  poblacié

rapida sana’

Pacients p.G20D
R/R -
Progressié

SNV (Al-lel referéncia /
alternatiu)

A/A - Progressio
rapida rapida rapida

rs56128713 (G/A) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,000
rs2285215 (C/T) - 0,04 (0,001-0,89) - - 0372
rs2072041 (T/C) - 0,04 (0,001-0,89) - - 0371
rs146207613 (ATCTTTT/A) | 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,079
rs16825625 (A/G) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,008
rs11207827 (T/C) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,066
rs16830136 (G/A) - 0,02 (0,001-0,52) - - 0,367
rs4664475 (T/C) - 0,02 (0,001-0,52) - - 0,354
rs60806638 (G/C) - 0,02 (0,001-0,52) - - 0329
rs3806672 (C/G) - 55 (1,86-1622) - - 0,176
rs2290303 (G/A) - 55 (1,86-1622) - - 0,185
rs322113 (T/C) - 0,02 (0,001-0,54) - - 0,827
rs2301745 (C/T) 55 (1,86-1622,7) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,307
rs78007324 (T/C) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,021
rs2125739 (T/C) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,052
rs1214748 (G/A) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,085
rs1214749 (G/A) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,086
rs2233437 (G/A) - 55 (1,86-1622) - - 0,187
rs325001 (C/T) - 55 (1,86-1622) - - 0,287
rs167772 (C/T) - 55 (1,86-1622) - - 0,286
rs12207056 (C/T) 55 (1,86-1622) - - - 0,117
rs1050171 (G/A) - 0,005 (0,0001-0,3) - 0,01 (0,0002-0,77)] 0,288
rs3133974 (G/T) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,083
rs77765166 (T/C) 0,02 (0,001-0,52) - - - 0,000
1528364958 (G/A) 0,01 (0,0001-0,3) - - - 0,058
rs57510763 (C/T) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,227
rs67800134 (A/G) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0218
rs138319019 (T/TCTTG) | 0,02 (0,001-0,54) - - - 0214
rs7963279 (C/T) 0,02 (0,001-0,52) - - - 0,082
rs886528 (A/G) 0,02 (0,001-0,52) - - - 0,174
rs7199993 (A/G) - 55 (1,86-1622) - - 0,388
rs11860456 (A/C) 195 (3,37-11285) - - - 0,077
152242273 (C/T) 0,02 (0,001-0,54) - - - 0,015
rs11259996 (G/C) - - 81 (1,3-5046) - 0,273
rs11880140 (A/G) - - 81 (1,3-5046) - 0,347
rs3869579 (G/A) 55 (1,86-1622,7) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,289
rs4079367 (C/T) 55 (1,86-1622,7) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,285
rs56081734 (A/C) 55 (1,86-1622,7) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,290
rs71336844 (TC/T) 0,04 (0,001-0,96) - - - 0,049
rs3752207 (A/C) - 0,02 (0,001-0,54) - - 0,450
15251684 (T/C) 27 (1,04-698,8) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,385
rs251683 (G/T) 27 (1,04-698,8) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,379
rs2821 (C/A) 55 (1,86-1622,7) 0,02 (0,001-0,54) - - 0,119
rs6088857 (G/C) 56,33 (1,92-1655) - - - 0,112
rs2255858 (T/C) 0,02 (0,001-0,52) - - - 0,139

'Calculat a partir de les dades disponibles a gnomAD*' [n° d'individus homozigots AA/(n° d'al-lels
totals/2)]. SNV: single nucleotide variant. OR: Odds Ratio; IC 95%: interval de confianca del 95 %;
R/R: Al-lel de referéncia en homozigosi. A/A: Al-lel alternatiu en homozigosi.
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De totes les variants geniques (en homozigosi) associades als fenotips
renals més extrems identificades en el total de pacients, I'SNV rs1050171 també
va resultar significatiu en I'analisi de les dades del subgrup de pacients amb la
mutacioé p.G20D en homozigosi al gen CLON79. En aquest conjunt de pacients,
genéticament homogenis pel que fa etiopatogenia de la HFHNC, es van
identificar, a més, 2 SNVs (rs11259996 i rs11880140) pels que l'allel de

referéncia en homozigosi es va associar amb una progressio renal rapida.

Tots els SNVs pels que es va identificar una associacio entre I'al-lel alternatiu
en homozigosi i algun dels dos grups de pacients afectes d'HFHNC (progressio
renal rapida i lenta), presentaven una prevalenca mitja/alta en la poblacio
general sense cap patologia mendeliana pediatrica, indicant que aquest
genotip com a tal no era patogenic. En les variants en les que la prevalenca
poblacional de l'al-lel alternatiu en homozigosi era de 0 (rs56128713 i
rs77765166) —o propera a aquest valor—, suggerint ser una possible causa de
patologia, resulta important mencionar que cap dels pacients inclosos en la

cohort presentava aquest genotip.

Pel que fa la localitzacié genica de les variants i I'efecte de cadascuna d'elles
(Taula 15), la majoria dels SNVs es trobaven en regions introniques (n = 24), tot
i que 3 d'elles es localitzaven properes a les regions d'splicing, pel que, els
algoritmes predictors de I'efecte de les variants, van suggerir un possible efecte
en aquest procés. La segona consequiéncia més prevalent dels SNVs va ser
I'efecte sinonim (n = 13), havent-hi una d'elles en les que es va estimar una
possible alteraci6 de de l'estructura que podria comportar canvis en les
interaccions propies de la proteina. Finalment, I'efecte d'algunes de les variants
géniques van comportar un canvi d'aminoacid (variants missense, n = 5), i

alteracions de la sequiencia upstream o downstream d'algun gen (n = 3).
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Taula 15. Descripcio i efecte funcional de les SNVs seleccionats.

SNV Gen Nomenclatura variant Efecte variant
rs56128713 PDE4DIP NM_022359:c.233+655C>T Variant intronica
rs2285215 TNN NM_022093:c.2789C>T, p.(Pro930Leu) Variant missense
rs2072041 NM_022093:c.2914+41T7>C Variant intronica
rs146207613 /PO9  NM_018085:c.226-36_226-31delTTTCTT Variant intronica
rs16825625 GJA9 NM_030772:c.1164T>C, p.(Arg388Arg) Variant sinonima
rs11207827 PAT) NM_176877:c.369T>C, p.(lle123lle) Variant sinonima
rs16830136 NM_004543:c.22800+32C>T Variant intronica
rs4664475 NEB  NM_004543:c.21585A>G, p.(Thr7195Thr) Variant sinonima
rs60806638 NM_004543:c.21522+78C>G Variant intronica
rs3806672 7113 NM_001025930:c.859+13C>G Variant intronica
rs2290303 NM_001025930:c.1761G>A, p.(GIn587GIn) Variant sinonima
rs322113 COL6A5 NM_153264:c.6969T>C, p.(lle2323lle) Variant sinonima
rs2301745 SORCS2 NM_020777:c.2869+28C>T Variant intronica
rs78007324 FER NM_005246:¢c.2204-8T>C Variant splicing/ intronica
rs2125739 ABCC70 NM_001198934:c.2843T>C, p.(Ile948Thr) Variant missense/ splicing
rs1214748 DLK? NM_206539:c.738C>T, p.(Thr246Thr) Variant sinonima
rs1214749 NM_206539:c.696C>T, p.(His232His) Variant sinonima
rs2233437 NFKBIE NM_004556:¢c.780+26C>T Variant intronica
rs325001 AARS? NM_020745:c.2146-24G>T Variant intronica
rs167772 NM_020745:c.243+6G>A Variant splicing/ intronica
rs12207056 MCM3 NM_002388:c.1677-64G>C Variant intronica
rs1050171 EGFR  NM_005228:c.2361G>A, p.(GIn787GIn) Variant sinonima /

interaccio estructural
rs3133974 RBM72B NM_203390:c.1941C>A, p.(Pro647Pro) Variant sinonima
rs77765166 PRSS3  NM_007343:c.243T>C, p.(lle81lle) Variant sinonima
rs28364958 CDK20 NM_001039803:c.564-44C>T Variant intronica
rs57510763 NM_152643:c.612C>T, p.(Phe204Phe) Variant sinonima
rs67800134 KNDC7 NM_152643:c.625+21A>G Variant intronica
rs138319019 NM_152643:¢.625+32_625+33insTTGC Variant intronica
rs7963279 SLCOTCT NM_017435:c.441C>T, p.(Ser147Ser) Variant sinonima
rs886528 CREBBP NM_004380:c.3251-2583T>C Variant intronica
rs7199993 ZC3H7A NM_014153:c.1719+4T>C Variant splicing/ intronica
rs11860456 CES5A NM_001143685:c.1611T>G, p.(Asp537Glu) Variant missense
rs2242273 MTCL7T NM_015210:c.*8C>T Variant downstream
rs11259996 NM_015318:¢c.1668-46G>C Variant intronica
rs11880140 ARHGEF18 NM_015318:c.*2986A>G Variant downstream
rs3869579 NM_000764:c.931C>T, p.(Arg311Cys) Variant missense
rs4079367 CYP2A7 NM_000764:c.118-13259C>T Variant intronica
rs56081734 NM_000764:c.457T>G, p.(Ser153Ala) Variant missense
rs71336844 PSG5 NM_002781:c.430+35delG Variant intronica
rs3752207 HIF3A  NM_152795:c.878-58A>C Variant intronica
rs251684 PLAZGAC NM_003706:c.510A>G, p.(Pro170Pro) Variant sinonima
rs251683 NM_003706:c.448-12C>T Variant intronica
rs2821 CHGB NM_001819:c.*84C>A Variant 3' UTR
rs6088857 COX4/2 NM_032609:c.1-57G>C Variant intronica
rs2255858 SETD4 NM_017438:c.1064+121A>G Variant intronica

SNV: Single nucleotide variant.
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Del total de les 45 variants geniques identificades —localitzades en 33 gens
diferents—, van resultar especialment rellevants les situades als gens £GFR i
PATJ, per la implicacié d'aquests en la regulacié de la reabsorcié de Mg?* al

tubul distal de la nefrona i en la formacio6 de les TJ, respectivament.

3. PATRO D’EXPRESSIO DE MIRNAS D'UEVs

3.1. ESTABLIMENT DEL METODE D’'AILLAMENT D’UEVs |
D'EXTRACCIO D'RNA

Els resultats obtinguts van donar lloc a una publicacié (Annex 5)

Per tal de dur a terme l'aillament dels uEVs dels individus de la cohort
d'estudi d'una manera eficient i robusta, préviament es va optimitzar el métode
de centrifugacié diferencial. Per dur a terme aquesta tasca, es va sotmetre el
mateix volum d’orina d'individus sans a diversos procediments i variants del
mateix metode de centrifugacié diferencial (Figura 20) i, els uEVs obtinguts, es
van caracteritzar amb 3 técniques complementaries, per tal de determinar quin

era el métode més adient.

El primer objectiu va ser determinar a quina temperatura i durant quin
temps d'incubacié s'alliberaven més uEVs atrapats a les xarxes de THP. Les
imatges obtingudes per cryo-TEM (Figura 29A) mostraren una major puresa en
el P3 en comparacié amb el P2, suggerint que el tractament amb DTT durant
10 min a 37 °C permetia una major despolimeritzacié de les xarxes de THP que
el tractament a 95 °C durant 2 min. No obstant, amb la técnica NTA la
quantificacié dels uEVs va ser major en el P2 que en el P3 (Figura 29B). L'analisi
realitzat per western-blot va mostrar abséncia de deteccié d'ambdds
marcadors associats a exosomes emprats (TSG101 i Alix) (Figura 29E), degut a
la baixa quantitat d'uEVs que s'esperava de I'alliberacié d'aquests de les xarxes
de THP. En conjunt, aquests resultats van suggerir una sobrequantificacié dels

UEVs al P2 relacionada, possiblement, a les impureses observades per cryo-TEM.
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Posteriorment, es va analitzar si la recuperacioé dels exosomes atrapats en
les xarxes de THP augmentava la quantitat final d'uEVs aillats. Per aixo, es va
mesclar el SNb amb el SNO i es van precipitar els UEVs, obtenint el precipitat P4.
Els resultats obtinguts per cryo-TEM i NTA van mostrar que el P4 contenia una
major quantitat d'uEVs en comparacié amb el P1 (uEVs aillats sense I'adici6 del
SNb) (Figura 29A i C). L'analisi qualitatiu i semiquantitatiu realitzat per
western-blot va permetre validar les dades previes ja que la intensitat en la
deteccié de TSG101 i Alix va ser major al P4 que al P1 (Figura 29E). Els perfils de
la mida dels uEVs obtinguts els diferents procediments (P1, P4-P7), amb |'analisi
per NTA, van revelar que la moda de la mida es trobava dins del rang del esperat
en tots els casos, i que el precipitat P5 (SNO filtrat), contenia una major quantitat
de d'uEVs, seguit del P4, el P6 (doble centrifugacié del SNO) i el P7 (centrifugacio
de I'SNO a més velocitat) (Figura 29C i D). Aquests resultats concordaven amb
la visualitzacio dels UEVs per cryo-TEM, excepte en el cas del P5, en el que es va
observar la preséncia d'impureses, possiblement conseqiient al procés de
filtratge, disminuint aixi la puresa de la mostra en comparacié amb els altres
(Figura 29A). La immunodeteccié de les proteines associades a exosomes
TSG101 i Alix van corroborar els resultats de la quantificacioé obtinguda per NTA,
tot i que el pes molecular de la banda d'Alix observada al P5 era lleugerament
superior al de les altres mostres. L'abséncia de detecci6 de marcadors
exosomals als sobrenedants SN1, SN3, SN5 i SN7 va posar de manifest |'eficacia

en la precipitacio dels uEVs en tots els procediments (Figura 29E).

En conjunt, les dades obtingudes van permetre determinar que el protocol
que incloia la ultracentrifugacié a 100.000 x g durant 2 h del SNO mesclat amb
el SNb era el més adient per la validacié del métode amb mostra d'orina d’'un
pacient amb HFHNC, a partir de 300 mL d'orina. La quantitat d'uEVs precipitats
es va avaluar de manera semi-quantitativa mitjangant la immunodeteccié de
TSG101 i Alix, i els resultats mostraren una intensitat de deteccid similar a
I'obtinguda en els resultats previs (Figura 29F). Aixi doncs, es va determinar que
el volum de mostra de partida era el correcte i que el protocol emprat

proporcionava els resultats necessaris pels subseglents analisis.
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Figura 29. Caracteritzacié dels uEVs aillats amb diferents procediments. (A) Imatges
representatives dels uEVs obtinguts amb els diferents procediments, mitjancant cryo-TEM. La barra
d'escala correspon al 100 nm, excepte al P7 que és de 200 nm. (B) Resultats per NTA dels utVs
recuperats de les xarxes de THP amb el tractament amb DTT. El P2 conté més uEVs que el P3, que
podrien correspondre amb les impureses observades. (C) Quantificacié i patr6 de la mida, per NTA,
dels uEVs obtinguts dels diferents protocols testats. En tots els casos la moda de la mida és dins
del rang esperat. Tot i que el major pic s'observa al P5, podria tractar-se de les impureses
observades per cryo-TEM. (D) Quantificacions absolutes dels uEVs. El P5, seguit del P4 i el P6
contenien més UEVs. Les dades expressades consisteixen en els triplicats de mesura per NTA. (E)
Immunodeteccié d'Alix i TSG101 per western-blot de 20uL d'uEVs obtinguts de 100 mL d'orina
control. (F) Western-blotde 20 uL d'uEVs aillats a partir de 300 mL d’orina d'un pacient amb HFHNC,
seguint el protocol P4. S'observa una forta intensitat de deteccié d'Alix i TSG101, indicant la
presencia d'exosomes al precipitat i I'absencia d'aquests al sobrenedant.
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De manera analoga al metode per I'aillament dels uEVs, es va determinar
també quin sistema d'extraccié de I'RNA contingut als uEVs proporcionava un
millor rendiment. Per realitzar I'estudi comparatiu, es van sotmetre 100 uL
d'uEVs aillats de 300 mL d'orina d'un pacient amb HFHNC, a cadascun dels 5
metodes d'extraccio d'RNA: miRNeasy, miRCURY, Allprep, TRIzol LS i TRIzol. Els
resultats, segons les quantificacions obtingudes amb [|'Agilent 2700
Bioanalyzer-Picochip, mostraren una major eficacia del sistema miRCURY,
seguit del TRIzol LS (Figura 30A). En concordanga amb la longitud dels RNAs
caracteristicament continguts als exosomes, |'electroferograma obtingut de
I'RNA extret amb el sistema m/iRCURY (Figura 30B), presenta un enriquiment en

RNAs de mida curta i una baixa quantitat d’'RNAs ribosomals (18s i 28s).

Finalment, per tal d'avaluar si el metode d'extracciéo d'RNA era determinant
a I'nora de definir el perfil d’expressid d'aquests miRNAs, es van analitzar
I'expressié de 5 miRNAs. Donat que, en tots casos, els perfils d'expressid de tots
els miRNAs va ser similar (Figura 30C), es va determinar que el métode
d'extraccié no tenia cap efecte en el perfil de miRNAs. La uniformitat dels nivells
del control exogen Unisp6 en cadascun dels procediments van ser d'utilitat per

validar I'absencia de biaix técnic en els assajos.

Per tant, es va considerar que el procediment P4 d'obtencié d'uEVs i
I'extraccid de I'RNA contingut amb el producte miRCURY eren els procediments
que proporcionaven un millor rendiment i, per tant, la metodologia a aplicar a

les mostres de la cohort d'estudi.
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Figura 30. Caracteritzacié dels RNAs d'uEVs extrets mitjancant diferents métodes. (A)
Quantificacié absoluta de I'RNA, mitjangant el sistema Bioanalyzer-Picochip, obtingut dels 5
metodes d'extraccié testats. Amb el miRCURY i el TRIzol LS es van obtenir majors quantitats d'RNA.
(B) Electroferograma representatiu dels RNAs obtinguts amb els diferents metodes. La preséncia
majoritaria d'RNAs curts i la baixa proporcié d’RNAs ribosomals (18s i 28s) mostren el perfil
caracteristic de I'RNA exosomal. (C) Perfil d'expressid, per RT-qPCR, dels miRNAs continguts als
UEVs amb els 5 métodes d’extraccid d'RNA testats. El patré d'expressié de tots els miRNAs és

consistent, independentment del métode d'extraccié de I'RNA.

3.2. CARACTERITZACIO DELS UEVs DE LA COHORT D’ESTUDI

Després de realitzar l'aillament d'uEVs de tots els individus de la cohort
d'estudi seguint la metodologia préviament establerta i optimitzada, es va
procedir a avaluar-ne la puresa, la quantitat i la naturalesa d'aquests. A la
Figura 31A es mostren unes imatges representatives de la visualitzacié dels
UEVs mitjangant cryo-TEM, a diferents escales per tal de disposar d'una visié
global i detallada de les preparacions. Com es pot apreciar, no es varen observar
impureses i, aparentment, les mostres corresponents al grup control contenien
una major quantitat d'uEVs que en les dels pacients. Aquesta apreciacié va
concordar amb la quantificacié absoluta d'uEVs obtinguda per NTA (Figura 31B

i C) on, tot i que sense significanca estadistica, la concentracié d'uEVs/mL
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d'orina dels pacients era més baixa que en els controls. Cal destacar la gran
variabilitat interpersonal en els individus controls respecte els pacients en
relacié a la quantitat d'uEVs present a I'orina. A més, aquesta técnica també va
permetre comprovar que, tal com s'esperava, la moda de la mida dels uEVs
aillats era inferior als 200 nm. De manera complementaria, es va confirmar la
preséncia d’exosomes als UEVs a través de la deteccid, per western-blot de 3
marcadors proteics associats a aquests (Alix, TSG101 i CD81), aixi com a un
marcador proteic caracteristic de reticle endoplasmatic (Grp78), per tal de
comprovar |'abséncia d'estructures intracel-lulars a les suspensions d'uEVs. Els
resultats obtinguts (Figura 31D) mostraren la preséncia i I'abséncia dels
marcadors exosomals en les mostres d'uEVs i en els sobrenedants (SN),
respectivament. Cal mencionar que, degut a I'abséncia de marcadors especifics
d’exosomes, es recomana la deteccié de diverses proteines, ja que la proporcid
de cada marcador és variable. Es per aquest motiu que als UEVs del pacient 1
no es va observar cap banda corresponent a TSG101, tot i que si que es varen
detectar Alix i CD81. La linia cel-lular HepG2 es va utilitzar com a control positiu
per la deteccié de Grp78 ja que, com s'esperava, aquest marcador no es va
observar a cap de les preparacions d'uEVs, confirmant Il'abséncia de
contaminacié de les mostres amb vesicules intracel-lulars. A més, donat que al
western-blot hi ha el mateix volum de mostra d'uEVs (i SN) de cadascun dels
individus, pot ser considerada una tecnica semiquantitativa, i corroborar, una
vegada més, una major quantitat d'uEVs a les mostres dels individus controls

respecte els pacients.
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Figura 31. Caracteritzacié6 dels uEVs aillats de la cohort d’estudi. (A) Imatges
representatives de I'analisi, mitjancant cryo-TEM, dels uEVs aillats. (B) Quantificacié absoluta d'uEVs
aillats. En concordanca amb les imatges obtingudes per cryo-TEM, els individus controls contenen
una major quantitat d'uEVs/mL d'orina. Tot i aixi, no es van trobar diferéncies significatives. (C) Perfil
de la mida dels uEVs aillats per NTA. La major part dels uEVs es troben en el rang de mida esperat
(50-200 nm). (D) Immunodeteccié dels marcadors associats a exosomes (Alix, TSG101 i CD81), tots
tres presents als UEVs de tots els individus (excepte TSG101 al primer carril) i absents als
sobrenedants (SN), i de Grp78, marcador caracteristic de reticle endoplasmatic i absent en els
exosomes. La linia cel-lular HepG2 es va utilitzar com a control positiu de Grp78.
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3.3. CARACTERITZACIO DE L'RNA D'UEVs DE LA COHORT
D’ESTUDI

Una vegada aillats tots els exosomes de la cohort, es va procedir a realitzar
I'extraccié de I'RNA contingut amb el kit m/RCURY, tal com s’havia establert
préviament. Abans, pero, als 100 yL d'uEVs de partida, s'hi va afegir |'spike-in
exogen ath-miR159a a concentracio final 10 pM per tal de poder monitoritzar

I'eficiencia de 'extraccid de I'RNA.

La quantificacié i caracteritzacié de I'RNA extret dels uEVs es va realitzar,
inicialment, amb el Bioanalyzer-Picochip. Els resultats obtinguts van ser
quantificacions d'RNA molt dispars i amb els perfils de mida de I'RNA
considerablement divergents entre ells (Figura 32). Per aquest motiu, es van
analitzar totes les mostres amb el Bioanalyzer-Small RNA kit Els resultats
mostraren, de nou, patrons de mida diferents (Figura 32), fent coincidir que les
mostres amb un perfil inusual al Bioanalyzer-Picochip, també resultaren amb
un patro atipic amb el Bioanalyzer-Small RNA. Caracteristicament, les mostres
en les que la quantitat d'/RNA obtinguda pel Bioanalyzer-Picochip eren de
I'ordre de magnitud esperat (< 5.000 pg/uL), corresponien al “perfil 1" dels
patrons del Bioanalyzer, mentre que les mostres amb un alt contingut en RNA
(fins a 33.000 pg/uL) corresponien als patrons de mida de I'RNA exemplificat

com “perfil 2" a la figura 32.

Els resultats obtinguts mostraren una clara abséencia de fiabilitat, robustesa
i uniformitat en la quantificacié de I'RNA entre les mostres. Per aquest motiu i,
donat que els volums d'orina processada, de resuspensio dels ukVs, d'ukVs a
partir dels quals es va fer I'extraccié d’'/RNA i de suspensié de I'RNA van ser els
mateixos per a tots els individus inclosos en la cohort, es va utilitzar el mateix

volum d'RNA (8 pL) per la realitzacio dels microarrays.
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Figura 32. Caracteritzacio dels RNAs d'uEVs extrets de la cohort d’estudi. 7ijpus de perfils
de mida dels RNAs extrets dels uEVs identificats en les mostres dels individus de la cohort d'estud.
El perfil T mostra els patrons esperats, amb RNAs de mida curta, mentre que al perfil 2 s'observa la
presencia d’RNAs llargs amb ambdos sistemes emprats.

3.4. VALIDACIO TECNICA DELS M/ICROARRAYS

Per tal de coneixer la validesa tecnica dels procediments realitzats fins
aquest punt, i amb les dades resultants dels microarrays ja normalitzades amb
el metode RMA, es van analitzar els nivells d'intensitat detectats als microarrays
de cadascun dels spike-ins exdogens afegits als UEVs i a I'RNA abans de la
realitzacioé dels microarrays (Figura 33). Els resultats obtinguts mostraren una
baixa deteccié del ath-miR159a —afegit als 100 yL d'uEVs a concentracio final
de 10 pM—, aixi com un CV molt elevat (42,9 %), el que reflexa que I'eficiencia
del procés d'extraccié de I'RNA va ser inferior al 100 % i variable entre mostres.
En referencia als 3 spike-ins restants, afegits a les mostres d'RNA a diferents
concentracions [cel-miR-238-3p (1 pM), cel-miR-55-3p (5 pM) i cel-miR-39-3p
(10 pM)], les intensitats de deteccié observades van ser creixents, de la mateixa
manera que la concentracié dels mateixos. Pel que fa a la dispersi6 de les dades,

els CVs van disminuir a mesura que la intensitat relativa de deteccio
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augmentava (15,8 %, 13,9 % i 6,4 %, respectivament), suggerint una major

precisié en la deteccid de miRNAs que hi sén presents a altes concentracions.
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Figura 33. Intensitat relativa de deteccio dels spike-ins exogens al microarray. L'ath-
miR159a es va afegir a 100 pL d'uEVs a concentracio final 10 pM; els cel-miR-238-3p, cel-miR-55-
3p i cel-miR-39-3p van ser addicionats a 'RNA a 1, 5i 10 pM, respectivament.

Donat que les dades obtingudes dels microarray requereixen de la validacio
mitjancant una altra técnica, alguns dels resultats obtinguts es van comprovar
per RT-gPCR. Els resultats confirmaren la desregulacié d'alguns miRNAs en les
comparacions pacients vs. controls i pacients homozigots per la mutacié
p.G20D a CLDN1719vs. controls. Tot i que en alguns miRNAs (miR-99a-5p i miR-
619-5p) no es va assolir la significanca estadistica, si que es va observar un
tendéncia a la infraexpressio i la sobreexpressio, respectivament, obtinguda als

microarrays (Figura 34).
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Figura 34. Validacié dels resultats dels microarrays de miRNA d'uEVs de la cohort
d’estudi mitjancant RT-qPCR. Quantificacio relativa (RQ) de miRNAs en les mostres d’'RNA d'uEVs
de la cohort d'estudi. En general, el patr6 d'expressié dels miRNAs concorda amb els obtinguts per

microarrays. Les dades van ser normalitzades respecte el grup control (C) o el de progressié renal

lenta “lent”. Les barres d'error representen la desviacié estandard de la mitjana. Analisi realitzat amb

el test Mann-Whitney. La taula superior mostra els logFC de cadascun dels miRNAs validats segons

els resultats obtinguts als microarrays*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, NS: no

significatiu.
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3.5. MODELITZACIO /N S/LICODE LA HFHNC

Segons |'estratégia detallada a I'apartat de Materials i Métodes, es va realitzar
una modelitzacié /n silico de la HFHNC. Amb la informacié disponible a la
literatura, es van identificar 9 processos biologics estretament relacionats amb
la malaltia objecte d'estudi. El resultat d'identificar les proteines relacionades
amb cadascun d'aquests processos biologics va proporcionar un total de 449
proteines efectores Uniques (Taula 16), a partir de les quals es va generar el

model matematic de la HFHNC.

Taula 16. Processos biologics emprats per la caracteritzacio de la HFHNC.

Processos biologics Proteines Estratégia emprada
(n)
Estres de reticle endoplasmatic (RE) 151 Literatura; GO; Expressio renal
Unions Hermeétiques (TJ) 103 GO; KEGG; Expressio renal
Frlsttal-lltzaao i proteines de la matriu 47 Literatura
ossia (BMPs)
Nefrocalcinosi 19 Literatura
Nefritis tubul-intersticial 6 Literatura
Fibrosi renal 41 Literatura
Acidosi tubular distal 16 KEGG; Expressio renal
Metabolisme de la vitamina D 14 GO
Transportadors de Mg?* i Ca?* 66 Literatura

3.6. EXPRESSIO DIFERENCIAL DE MIRNAS D'UEVs

3.6.1. EFECTE DE LA MALALTIA

Amb la finalitat d'identificar la signatura de miRNAs d'uEVs propia de la
HFHNC, es va comparar l'expressid d'aquests obtinguda de l'analisi dels
microarrays entre els pacients amb els ronyons natius funcionals (n = 20) i els
individus control (n = 6) inclosos en la cohort. Per tal de visualitzar globalment
I'expressié diferencial de miRNAs, es va generar un heatmap aplicant-hi els

criteris estadistics p-valor < 0,05 i logFC > |1| (Figura 35). Al heatmap, tot i que
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les mostres dels pacients no s'agrupen conjuntament, si que s'hi van apreciar
franges en les que el patré d'expressid entre pacients i controls era diferent,

indicatiu de la presencia de diferencies entre ambdds grups comparats.

HFHNC _ CTL HFHNC
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||
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Figura 35. Heatmap de la comparacié pacients (HFHNC) vs. individus controls (CTL). La
barra lateral indica el gradient de I'expressié relativa de cada miRNA (files) a cada individu

(columnes). Els criteris bioestadistics aplicats van ser p-valor < 0,05 i logfC > |1].

A I'hora d’analitzar la significanca biologica dels miRNAs diferencialment
expressats entre pacients i controls, es van restringir els criteris bioestadistics a
un p-valor ajustat < 0,05, logfFC > |1] i B > 0, obtenint un total de 24 miRNAs

diferencialment expressats (Taula 17).

151



RESULTATS

Taula 17. miRNAs diferencialment expressats en pacients vs. controls. Criteris
bioestadistics aplicats: p-valor ajustat < 0,05, logFC > |1]i B > 0.

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats

miRNA logFC ELTHATE] miRNA logFC ELTHATE]
miR-4454 -2,79 3,94E-03 miR-8071 4,13 3,05E-02
miR-99a-5p -2,30 3,94E-03 miR-297 4,12 1,53E-02
miR-489-3p -1,86 8,53E-05 miR-6877-3p 3,69 2,00E-02
miR-29a-3p -1,85 9,78E-05 miR-6875-3p 3,35 1,82E-02
miR-27b-3p -1,71 2,00E-02 miR-4502 3,21 3,09E-02
miR-30b-5p -1,70 4,64E-02 miR-4440 3,15 3,71E-02
miR-100-5p -1,70 1,82E-02 miR-4701-3p 2,92 4,64E-02
miR-204-5p -1,56 6,16E-06 miR-595 2,91 3,71E-02
miR-30e-5p -1,36 1,69E-02 miR-6754-3p 2,54 4,98E-02
miR-152-3p -1,32 1,82E-02 miR-619-5p 2,54 1,82E-02
miR-664a-5p -1,14 1,69E-02 miR-4793-3p 2,53 4,64E-02
miR-500a-5p -1,02 3,05E-02 miR-1972 2,29 3,64E-02

Les analisis de significanca biologica dels miRNAs desregulats en els
pacients afectes d’'HFHNC es va realitzar a partir dels mRNAs (i, per defecte, les
proteines) diana d'aquests. El nombre d'interaccions miRNA-mRNA de cada

miRNA es troba detallat a I'annex 6.

Amb el total de proteines regulades pels miRNAs diferencialment
expressats entre pacients i controls (n = 7.059) i, després d'aplicar I'algoritme
il-lustrat a la figura 23, 6.490 proteines van ser objecte d'estudi. Les proteines
relacionades amb cadascun dels processos biologics amb un p-valor estimat
< 0,05 (annex 7), va permetre identificar quins d'aquests es trobaven més
alterats en els pacients amb HFHNC (Figura 36). Concretament, cal destacar el
gran nombre de proteines implicades en el transport de Mg?* i Ca®* (28 %) i en
la fibrosi renal (22 %), dos processos biologics crucials en la fisiopatologia de la
HFHNC. En menys mesura, tot i que no menyspreable, també s’han associat un
15 % de les proteines amb I'acidosi tubular distal, que és una manifestacié
clinica comu en els pacients amb HFHNC. En contraposicio, la contribucio de
les proteines diana dels miRNAs en la nefrocalcinosi —procés fisiopatologic

present en el 100 % dels pacients— va resultar ser molt baixa (1 %).
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Figura 36. Contribucié dels mRNAs diana del miRNAs d'uEVs diferencialment expressats
entre pacients i controls en els processos biologics caracteristics de la HFHNC. RE: Reticle
endoplasmatic, BMPs: bone morphogenetic proteins.

A través de l'estudi de la implicacié de cada proteina en dels processos
bioldgics estudiats, es van analitzar els miRNAs com a entitat. Aquesta
aproximacioé va permetre identificar els miRNAs diferencialment expressats,
aquells que estaven més relacionats amb els processos biologics estudiats i,
consequientment, amb la fisiopatologia de la HFHNC. En aquest cas, es van
utilitzar el nombre de proteines amb un p-valor estimat < 0,1 aplicant-hi la
metodologia mencionada préviament. D'entre els miRNAs infraexpressats, en
destaquen el miR-27b-3p, amb una alta relacié (aproximadament 80 proteines)
amb el transport de Mg?* i Ca’* i amb l'acidosi, i més de 60 proteines
relacionades amb la fibrosi renal i les TJ. El miR-30b-5p i el miR-29a-3p
principalment es van relacionar amb els mateixos processos que el miR-27b-
3p, tot i que amb un nombre menor de proteines relacionades amb cada procés
biologic. Pel que fa els miRNAs sobreexpressats en pacients amb HFHNC, el
miR-4793-3p va destacar per l'alta implicacié en el transport de Mg?* i Ca®*,
seguit de l'acidosi tubular distal i les TJ. El miR-619-5p es va relacionar en major

mesura amb el transport de Mg?* i Ca?* i, de manera similar, amb I'acidosi i la
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fibrosi renal. Aquest Ultim procés va ser identificat com el més rellevant pel

miR-595 (Figura 37).

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats

Estrés RE Estrés RE

Transportadors - Transportadors

2 2 etz m
Mg** i Ca** Mg* i Ca**

Metabolisme Cristal-litzacié Metabolisme Cristal-litzacié
Vit. D iBMPs Vit. D i BMPs
Acidosi Nefrocalcinosi Acidosi Nefrocalcinosi
distal distal
Fibrosi renal Nefritis Fibrosi renal Nefritis
Tabul-intersticial Tabul-intersticial
hsa-miR-4454 hsa-miR-99a-5p hsa-miR-489-3p hsa-miR-1972 hsa-miR-4793-3p hsa-miR-619-5p
—— hsa-miR-29a-3p hsa-miR-27b-3p ——hsa-miR-30b-5p hsa-miR-6754-3p hsa-miR-595 hsa-miR-4701-3p
——hsa-miR-100-5p ——hsa-miR-204-5p hsa-miR-30e-5p ——hsa-miR-4440 ——hsa-miR-4502 —— hsa-miR-6875-3p
hsa-miR-152-3p hsa-miR-664a-5p hsa-miR-500a-5p hsa-miR-6877-3p ——hsa-miR-297 hsa-miR-8071

Figura 37. Diagrama radial de la contribucié dels miRNAs d'uEVs diferencialment
expressats entre pacients d’'HFHNC vs. controls en els processos biologics caracteristics de la
HFHNC. RE: Reticle endoplasmatic, TJ: tight junctions, BMPs: bone morphogenetic proteins.

Tot i que els processos biologics més representats pels miRNAs infra- i
sobreexpressats eren els mateixos, cal destacar la diferencia en I'escala
d'ambdos grafics, el que suggereix que el balang final podria ser I'efecte de la

infraexpressio dels miRNAs implicats en aquests processos.

3.6.2. EFECTE DEL GENOTIP

Una vegada analitzats els miRNAs d’'uEVs diferencialment expressats entre
pacients afectes d’'HFHNC i controls, i donades les caracteristiques de la cohort,
en la que hi ha una gran proporcié de pacients homozigots per la mutacidé
p.G20D al gen CLDN179, es va procedir a comparar aquest subgrup de pacients
(n = 12) amb el mateix grup control (n = 6). Seguint el mateix procediment que

en el cas anterior, es va realitzar el heatmap d’'aquesta comparacié utilitzant els
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mateixos criteris bioestadistics (p-valor < 0,05, logFC > [1] i B > 0) (Figura 38) i,
de nou, els pacients es van jerarquitzar en 2 grups. Malgrat aixo, es va poder
observar una franja de miRNAs (regid inferior fel heatmap) amb un patrd
clarament diferenciat entre els pacients homozigots per la mutacié p.G20D al

gen CLDNT79 i els controls.
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Figura 38. Heatmap de la comparacié pacients homozigots per la mutacié p.G20D a
CLDN19 (GD) vs. individus controls (CTL). La barra lateral indica el gradient de I'expressio relativa
de cada miRNA (files) a cada individu (columna). Els criteris bioestadistics aplicats van ser p-valor <
0,05 i logFC > |1].

Per tal d'analitzar la significanca biologica dels miRNAs d'uEVs
diferencialment expressats en aquesta nova comparacio, es van aplicar criteris
bioestadistics més restrictius (p-valor ajustat < 0,05, logFC > |1] i B > 0), obtenint

aixi un total de 43 miRNAs diferencialment expressats i detallats a la Taula 18.
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Taula 18. miRNAs d'uEVs diferencialment expressats entre pacients amb HFHNC
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN179i controls. Criteris bioestadistics aplicats: p-valor
ajustat < 0,05, logFC > |1]i B > 0.

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats
miRNA logFC adj.P.val miRNA logFC adj.P.Val
miR-4454 -2,82 2,55E-03 miR-297 4,64 1,42E-03
miR-99a-5p -2,18 6,94E-03 miR-8071 4,61 4,19E-03
miR-489-3p -1,97 1,54E-04 miR-6877-3p 4,03 7,35E-03
miR-29a-3p -1.71 2,07E-04 miR-6875-3p 3,76 6,94E-03
miR-27b-3p -1,67 2,00E-02 miR-4502 3,65 4,21E-03
miR-100-5p -1,53 2,73E-02 miR-4440 3,54 1,31E-02
miR-204-5p -1,46 1,21E-04 miR-6753-3p 3,31 1,70E-02
miR-30e-5p -1,27 2,40E-02 miR-3907 3,28 1,31E-02
miR-152-3p -1,27 2,72E-02 miR-595 3,25 1,12E-02

miR-664a-5p  -1,13 2,15E-02 miR-4701-3p 3,09 2,54E-02
miR-6754-3p 2,98 8,99E-03
miR-4793-3p 2,96 6,94E-03
miR-619-5p 2,89 3,44E-03
miR-3064-5p 2,83 2,10E-02
miR-1910-5p 2,79 1,92E-02
miR-4685-3p 2,63 6,94E-03
miR-1972 2,54 1,97E-02
miR-7114-5p 2,44 3,28E-02
miR-4436b-5p 2,39 2,40E-02
miR-6799-5p 2,36 1,25E-02
miR-6741-5p 2,34 2,27E-02

miR-185-3p 2,34 1,18E-02
miR-1183 2,30 3,30E-02
miR-3149 2,29 2,40E-02

miR-7844-5p 2,24 1,74E-02
miR-6849-5p 2,24 2,15E-02
miR-1306-3p 2,14 3,28E-02
miR-670-5p 1,94 2,40E-02
miR-6772-3p 1,62 2,40E-02
miR-4708-5p 1,34 2,73E-02

miR-1273f 1,32 3,28E-02
miR-6893-3p 1,30 2,40E-02
miR-1299 1,20 3,28E-02

De la mateixa manera que en la comparacié anterior (pacients vs. controls),
per analitzar els processos biologics en els que aquests miRNAs estaven
implicats, es van utilitzar els mRNAs diana, obtenint un total de 7.7017 mRNAs.

El nombre de proteines regulades per cada miRNA es detalla a I'annex 6.
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A aquest total d’'mRNAs diana dels miRNAs diferencialment expressats s'hi
va aplicar l'algoritme detallat a la figura 23, resultant-ne un total de 7.023
proteines, posteriorment avaluades amb la tecnologia ANN. La proporcié de
proteines regulades pels miRNAs diferencialment expressats entre els pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79i els individus controls en cada
procés biologic estudiat (p-valor estimat < 0,05) van coincidir amb els obtinguts
en la comparacié pacients vs. controls (Figura 39). Tot i tractar-se d'un
subconjunt d'individus inclosos en la comparacio prévia, el nombre de miRNAs
diferencialment expressats va ser substancialment superior el que, a priori, es
podria associar amb un augment del nombre de proteines diana. No obstant,
donat que un mateix mMRNA pot estar regulat per multiples miRNAs, la
diferéncia del nombre de proteines estudiades en ambdues comparacions va
ser d'unes 700, i no van comportar canvis substancials en el perfil de processos
biologics representats. Aixi doncs, els processos biologics amb una major
proporcié de proteines altament implicades van ser els “transportadors de Mg?2*
i Ca®*" i la "fibrosi renal”. Les proteines implicades en cadascun dels processos

biologics amb un p-valor < 0,05 es detallen a I'annex 7.

Y

BMPs 5%
efrocalcinosi 2%

ibul-
ial 5%

Figura 39. Contribucié dels mRNAs diana del miRNAs d’uEVs diferencialment expressats
entre pacients homozigots p.G20D a CLDNT79 i controls en els processos biologics
caracteristics de la HFHNC. RE: Reticle endoplasmatic, BMPs: bone morphogenetic proteins.
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El nombre de proteines diana de cada miRNA relacionades amb els
processos biologics estudiats amb un p-valor estimat < 0,1 es va utilitzar per
avaluar els miRNAs com a entitat. Tal com es mostra a la figura 40, el miR-
27b-3p, seguit del miR-29a-3p, van ser els miRNAs sobreexpressats al grup de
pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79 que presentaren una
major contribucio en els processos biologics relacionats amb la HFHNC, essent
el transport de Mg?* i Ca®*, l'acidosi tubular distal, la fibrosi renal i les TJ, els
més destacats. En relacié als miRNAs infraexpressats en el grup d'estudi, el
miR-185-3p va destacar per la seva implicacié en el transport de Mg?* i Ca?*,
mentre que el MiR-6799-5p per la relacid amb els processos involucrats en
I'acidosi tubular distal. No obstant, cal mencionar de nou la diferéncia en
I'escala dels grafics representats a la figura 40, el que va suggerir que la
implicacié dels miRNAs infraexpressats en cadascun dels processos biologics

estudiats era superior al dels miRNAs sobreexpressats.

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats
Estrés RE Estrés RE

Transportadors 7 Transportadors
Mg* i Ca* Mg* i Ca*

Cristallitzacié  Metabolisme
& i BMPs Vit.D

T

Metabolisme Cristal-litzacio

Vit.D i BMPs
Nefrocalcinosi Nefrocalcinosi
Fibrosi renal ) Nefritis Fibrosi renal Nefritis
Tubul-intersticial Tubul-intersticial
hsa-miR-4454 hsa-miR-99a-5p hsa-miR-1299 hsa-miR-6893-3p hsa-miR-1273f
hsa-miR-489-3p hsa-miR-29a-3p hsa-miR-4708-5p hsa-miR-6772-3p hsa-miR-670-5p
——hsa-miR-27b-3p hsa-miR-100-5p hsa-miR-1306-3p hsa-miR-6849-5p ——hsa-miR-7844-5p
hsa-miR-204-5p hsa-miR-30e-5p hsa-miR-3149 ——hsa-miR-1183 —— hsa-miR-185-3p
hsa-miR-152-3p hsa-miR-664a-5p hsa-miR-6741-5p hsa-miR-6799-5p hsa-miR-4436b-5p
hsa-miR-7114-5p hsa-miR-1972 hsa-miR-4685-3p
hsa-miR-1910-5p hsa-miR-3064-5p hsa-miR-619-5p
hsa-miR-4793-3p hsa-miR-6754-3p hsa-miR-4701-3p
hsa-miR-595 hsa-miR-3907 hsa-miR-6753-3p
hsa-miR-4440 hsa-miR-4502 hsa-miR-6875-3p
——hsa-miR-6877-3p hsa-miR-8071 ——hsa-miR-297

Figura 40. Diagrama radial de la contribucié dels miRNAs d'uEVs diferencialment
expressats entre pacients homozigots per la mutacié p.G20D al gen CLDN79 vs. controls en
els processos biologics caracteristics de la HFHNC. RE: Reticle endoplasmatic, TJ: tight junctions,

BMPs: bone morphogenetic proteins.
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3.6.3. EFECTE DEL SEXE

Les diferéncies en l'evolucié de la malaltia renal entre pacients homes i
dones observades en la cohort d'estudi, en la que dels 10 pacients que havien
desenvolupat FR, 8 eren dones, van conduir a realitzar la comparacié del perfil
d'expressié de miRNAs dels uEVs entre els pacients d’ambdés sexes. El heatmap
resultant d'aquesta comparacié, aplicant-hi els criteris bioestadistics p-valor <
0,05 i logfFC > |1]| (Figura 41) va mostrar una abséncia de distribucié dels
pacients d'ambdds sexes, el que, a 'aplicar-hi uns criteris bioestadistics més
restrictius (p-valor ajustat < 0,05, logFC > |1 i B > 0) es va traduir en la
identificacié d'un Unic miRNA infraexpressat en els pacients de sexe masculi: el

miR-1915-5p, amb un logFC de -2,76 i un p-valor ajustat de 0,0077.

H D HD H DHD
- -3
=
- -
= 2
- =
v - P - '+3
= _ _=
Puses -
_ =

Figura 41. Heatmap de la comparacié pacients home (H) vs. dona (D). La barra lateral
indica el gradient de I'expressié relativa de cada miRNA (files) a cada pacient (columna). Els criteris
bioestadistics aplicats van ser p-valor < 0,05 i logFC > [1].

Com en els casos anteriors, els mMRNAs diana del miR-1915-5p es van
obtenir de les bases de dades TarBase v.8.0 i miRTarBase v.7.0 (Annex 6). Dels

184 mRNAs diana, un total de 172 proteines van ser sotmeses a l'analisi realitzat
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per Anaxomics. En aquest cas, Unicament 4 proteines es van relacionar de
manera significativa (p-valor estimat < 0,05) amb alguns dels processos

biologics estudiats (Taula 19, Annex 7).

Taula 19. Proteines codificades per mRNAs diana del miR-1915-5p altament relacionades
amb els processos biologics estudiats. P-valor estimat < 0,05.

Proteina Procés biologic

SIAH1 .
——— Estres RE

UBXN4

STK11 Fibrosi renal

EIF4G1 Acidosi tubular distal

3.6.4. EFECTE DEL FENOTIP RENAL

L'accentuada divergencia en la severitat de I'afectacio renal dels pacients
amb HFHNC va permetre classificar-los en funcié de la disminucié anual de
I'eGFR: progressio renal rapida, moderada i lenta (Taula 11) i comparar-ne el

perfil d’expressid de miRNAs d'uEVs.

La representacid en heatmaps de les dades obtingudes dels microarrays
(Figura 42) va permetre observar que, tot i que el global de tots els pacients no
es distribuien en funcié del grup al que pertanyien, en I'analisi de les dades del
subgrup de pacient homozigots per la mutacié p.G20D a CLDON79 si que es van
estratificar segons el grup al que pertanyien. No obstant, cal destacar que
aquesta agrupacié va col-locar el grup “progressio renal lenta” entre els pacients
amb progressié renal rapida i el grup amb progressié renal moderada. Aquest
fet és rellevant, tot i que no es pot extreure cap conclusio degut a la presencia
d'un Unic individu en un dels grups, ja que els 5 pacients restants d'aquest grup
havien desenvolupat FR i eren portadors d'un trasplantament renal, pel que van

ser exclosos de |'analisi de I'expressio dels miRNAs d'uEVs.
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Figura 42. Heatmaps de les comparacions (A) pacients amb progressio renal rapida (R),
moderada (M) i lenta (L) en els pacients inclosos en la cohort i (B) el subgrup de pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN19. La barra central indica el gradient de I'expressiod
relativa de cada miRNA (files) a cada mostra (columnes). Els criteris bioestadistics aplicats van ser
p-valor < 0,05 i logFC > |0,5|.

A les Taules 20 i 21 es detallen els miRNAs d'uEVs diferencialment
expressats (p-valor < 0,05 i logFC > |1]) entre pacients amb progressié renal
moderada i lenta i la mateixa comparaci6 amb el subgrup de pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79. El total d'mRNAs diana d'aquests
miRNAs (1.100 en la comparacié que incloia tots els pacients; i 4.972 en la que
feia referéncia als pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79) van
ser extrets de les bases de dades TarBase v.8.0 i miRTarBase v.7.0 i el detall del

nombre de mRNAs diana de cada miRNA es resumeix a I'annex 6.

Taula 20. miRNAs d'uEVs diferencialment expressats entre el total de pacients amb
progressioé renal moderada vs. lenta. Criteris bioestadistics aplicats: p-valor < 0,05, logfC > |1].

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats

miRNA logFC P.Value miRNA logFC P.Value
miR-204-3p -1,61 3,53E-03 miR-5189-3p 1,92 6,26E-04
miR-500a-3p  -1,54 2,23E-03
miR-502-3p -1,36 9,96E-04
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Taula 21. miRNAs d'uEVs diferencialment expressats entre pacients homozigots per la
mutacié p.G20D a CLDN79 amb progressié renal moderada vs. lenta. Criteris bioestadistics
aplicats: p-valor < 0,05, logFC > |1].

miRNAs infraexpressats miRNAs sobreexpressats

miRNA logFC P.Value miRNA logfC  P.Value
miR-502-3p -1,48 2,89E-03 miR-5189-3p 2,21 6,82E-04
miR-501-3p -1,34 4,06E-03 miR-6511b-5p 1,36 7,35E-03

miR-20a-5p -1,28 1,61E-03 miR-619-5p 1,10 5,78E-03
miR-106a-5p  -1,27 9,75E-03
miR-17-5p -1,13 3,52E-03

Els mRNAs diana dels miRNAs diferencialment expressats es van sotmetre
a l'algoritme mencionat a la figura 23 i se'n van obtenir un total de 1.032
proteines diana dels miRNAs en la comparaci6 pacients amb progressié renal
moderada vs. lenta i 4.586 en la mateixa comparacié del subgrup de pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLON79. Aquest total de proteines es van
analitzar mitjancant ANN per conéixer la contribucié de cadascuna d'aquestes

en els processos biologics estudiats.

La inclusi6 de tots els pacients a I'analisi va permetre identificar, de nou,
que els processos biologics més representats per les proteines diana dels
miRNAs amb un p-valor estimat < 0,05 eren el transport de Mg?* i Ca?* (22 %),
la fibrosi renal (22 %) i I'acidosi tubular distal (16 %) (Annex 7). En aquest cas, la
implicacio de les proteines en I'estrés de RE va ser més rellevant que en les
comparacions realitzades préviament (20 %) (Figura 43A). Cal destacar
I'abséncia de proteines significativament relacionades amb el metabolisme de
la vitamina D, tot i que aix0 no exclou una implicaci6 menys intensa i robusta.
Per altra banda, I'analisi de la contribucié6 de cada miRNA diferencialment
expressat en cadascun dels processos biologics (Figura 43B) va mostrar una
important implicacié del miR-502-3p en els processos biologics estudiats,

seguit del miR-500a-3p, tot i que en menys mesura.
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Estrés RE
20

Transportadors

Mg?* i Ca?* m

Metabolisme Cristal-litzacid

Vit. D /| iBMPs
Acidosi . Nefrocalcinosi
Cristal-litzacio i distal
BMPs 5%
efrocalcinosi 2% Fibrosi renal Nefritis
abul- Tabul-intersticial

——hsa-miR-204-3p —— hsa-miR-500a-3p
——hsa-miR-502-3p hsa-miR-5189-3p

Figura 43. Contribucié als processos biologics caracteristics de la HFHNC dels (A) mRNAs
diana dels miRNAs d’'uEVs diferencialment expressats entre pacients amb progressié renal
moderada vs. lenta, i (B) dels miRNAs. RE: Reticle endoplasmatic, TJ: tight junctions, BMPs: bone
morphogenetic proteins.

Pel que fa a la comparacié dels pacients amb progressié renal moderada i
lenta del subgrup d'individus homozigots per la mutacié p.G20D a CLDON79,
I'estudi de la relacié entre els processos biologics i els gens regulats pels
miRNAs diferencialment expressats (p-valor estimat < 0,05) va mostrar un perfil
similar a la comparaci6 realitzada amb tots els pacients (Figura 44A). No
obstant, es va poder observar un augment de contribuci6 en el transport de
Mg?* i Ca?*, aixi com en la fibrosi renal i les TJ, alhora que una reduccié en els
processos relacionats amb I'acidosi tubular distal i, el més destacat, en I'estrés
de RE. El conjunt de proteines significativament relacionades amb cada procés
biologic es detalla a I'annex 7. En relacio a la contribucié dels miRNA a cadascun
dels processos biologics (Figura 44B), es va poder detectar una alta implicacié
del miR-20a-5p, seguit del miR-17-5p i el miR-106a-5p en el transport de Mg?*
i Ca®* i la fibrosi renal. Resulta important mencionar, en aquest cas, que el miR-
502-3p, destacat en la comparacié entre pacients amb progressié renal
moderada vs. lenta, en aquest cas, tot i estar també diferencialment expressat,
la contribucié d'aquest en els processos biologics, en comparacié amb altres

miRNAs diferencialment expressats, va resultar ser molt menor.
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A B
Estrés RE
120
Transportadors
Mg? i Ca?* m
0
Metabolisme Cristal-litzacid
Vit. D iBMPs
Acidosi Nefrocalcinosi
distal
Fibrosi renal , Nefritis
Tubul-intersticial
——hsa-miR-502-3p ~——hsa-miR-501-3p —— hsa-miR-20a-5p
——hsa-miR-106a-5p ——hsa-miR-17-5p —— hsa-miR-619-5p

——hsa-miR-6511b-5p ——hsa-miR-5189-3p

Figura 44. Contribucié als processos biologics caracteristics de la HFHNC dels (A) mRNAs
diana dels miRNAs d'uEVs diferencialment expressats entre pacients homozigots per la
mutacié p.G20D a CLDN79 amb progressié renal moderada vs. lenta, i (B) dels miRNAs. RE:
Reticle endoplasmatic, TJ: tight junctions, BMPs: bone morphogenetic proteins.
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La HFHNC és una malaltia minoritaria causada per mutacions als gens
CLDN16™ o CLDN79*, que codifiquen per la claudina-16 i la claudina-19,
respectivament. Les claudines sén proteines que formen les TJ i, concretament,
el complex format per les claudines-16/19 regula el transport ionic paracel-lular,
especialment de Ca®* i Mg?*, a la TAL'. Els pacients afectes d'HFHNC
presenten una destacable hipercalciuria i hipermagnesuria, acompanyada en la
majoria de casos amb hipomagnesémia, i desenvolupen CKD que progressa a
FR, requerint terapia renal substitutiva’3. Addicionalment, alguns pacients amb
mutacions al gen CLDN79 (també expressat a l'epiteli de la retina'?),

desenvolupen afectacions oculars severes'.

A dia d'avui, existeixen nombrosos estudis que reporten les caracteristiques
cliniques i genétiques de pacients amb HFHNC, aixi com multiples casos
individuals i familiars'2148.183-185190,194208  No obstant, la majoria d'aquests
inclouen pacients amb mutacions al gen CLDN76, mentre que el nombre de
publicacions que comprenen cohorts de pacients amb mutacions a CLON79 és
molt inferior. Cal destacar la presencia de la mutacié p.G20D a CLON79, que és
altament prevalent a la regié mediterrania i, en aproximadament el 80 % dels
casos es troba en homozigosi®®. Tot i I'alta homogeneitat genética present
entre els pacients afectes d’'HFHNC, s’‘observa un ampli rang fenotipic de
severitat clinica74194198229230 inclis entre individus d'una mateixa familia94206.208,
Aquest fet posa de manifest I'existencia i la implicacié de mecanismes
epigenétics, modificadors genetics o ambientals, encara desconeguts, que

podrien estar modulant la progressié de la malaltia.

Davant I'absencia d'estudis d'HFHNC més enlla de la genética causant de la
malaltia i la descripcid clinica dels pacients, aquest treball s'ha focalitzat en
identificar factors genétics i epigenétiques que podrien estar implicats en la
progressio de la HFHNC. Per dur a terme aquest objectiu, en una cohort de 30
pacients amb HFHNC i 6 individus controls, s’han cercat variants geniques
potencialment modificadores del fenotip i s’ha analitzat el patrd d'expressio

dels miRNAs continguts als uEVs.
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1. CARACTERISTIQUES DE LA COHORT D’ESTUDI

El pilar fonamental d'aquesta tesi ha estat la collecci6 de mostres
biologiques i de dades cliniques i genétiques d'un total de 30 pacients afectes

d'HFHNC i 6 individus controls (germans sans de pacients).

La procedencia geografica dels pacients inclosos en la cohort, ha comportat
una alta prevalenca de pacients amb mutacions al gen CLDON79(90 %, n = 27).
D’aquests, el 74 % (n = 20) presentaren la mutacié p.G20D en homozigosi,
essent dades similars a les reportades préviament, en les que es van identificar
un 80% dels pacients homozigots per la mutacié p.G20D?%, La lleugera major
prevalenca de la malaltia en individus de sexe femeni reportada préviament,
amb un rang d'entre el 56 i el 61 %184185194208 ¢'ha reflectit també en aquesta

cohort, amb un 53 % de dones afectes d'HFHNC.

En relacié a les dades cliniques disponibles dels pacients de la cohort
d'estudi, la majoria van ser diagnosticats durant la infancia. L'edat del diagnostic
clinic-1,71 (0,67-6,04) anys— va ser similar a la reportada en un estudi [0,8 (0,27-
3,45) anys]'#?, pero substancialment anterior a la d'un altre treball publicat [7
(3-14) i 10 (1-21) anys pels pacients amb mutacions a CLON76 i CLDN13,

respectivament]®,

Consistent amb la literatura'82183.185190.194.239 '|es manifestacions cliniques al
moment del diagnostic de la cohort d'estudi, van incloure la polidria, un
creixement deficient, ITU i nefrolitiasi. En alguns pacients, les anomalies oculars
prototipiques de la HFHNC, la detecci6 de la nefrocalcinosi medul-lar bilateral,
o la presencia d'antecedents familiars (13 % dels casos) van ser també motius
que van incentivar la sospita clinica i van conduir al diagnostic. Al moment del
diagnostic, va resultar destacable la preséencia, en general, d’hipomagnesemia
associada a la perdua urinaria de Mg?* i Ca*, tot i que en el 30 % de pacients,
el Mg?* séric es trobava dins del rang fisiologic, concepte descrit préviament i
que podria estar relacionat amb la disfuncié renal ja present al moment del

diagnostic o amb el menor eGFR present de manera fisiologica en els infants'’3,
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També es van detectar valors elevats de PTH serica —en relacié I'eGFR—, tal com
s'havia reportat préviament'™®234 En conjunt, aquests resultats posen en
evidencia que la deteccié d'una hipomagnesémia lleu, inclis l'abséncia
d'aquesta, no descarten la HFHNC, aixi com que la deteccié d'hipercalcitria i
hipermagnesuria severa poden ser motius de sospita clinica d'aquesta entitat.
Addicionalment, la presencia de nefrocalcinosi medul-lar bilateral i/o

d'anomalies oculars també sén elements claus per la presumpcié d’'HFHNC.

En el moment de la realitzacié d'aquest treball, 10 pacients havien
desenvolupat FR a una edat mediana de 7,5 (1,6-26,2) anys. Aquest ampli rang
d'edat concorda amb les dades publicades préviament d‘altres cohorts de
pacients amb HFHN(C82184185194.208239 j gjstenta la gran variabilitat en quant a

la pérdua de funcio renal al llarg del temps entre pacients.

A diferencia d'una publicacié en la que es determina que els pacients amb
mutacions al gen CLDN79 tenen un risc més elevat de progressar a CKD
estadiatge 3, aixi com una pitjor supervivéncia renal que els pacients amb
mutacions al gen CLDN76'®, en aquest treball no s’ha pogut realitzar aquest
analisi degut al baix nombre de pacients amb mutacions a CLDN76. Per altra
banda, l'alta prevalenca de la mutacié p.G20D en homozigosi a la cohort
d'estudi, també ha impossibilitat analitzar si I'efecte de les diferents mutacions
a CLDNT79 tenia alguna implicacié en el pronostic de la malaltia, tal com s’havia
descrit amb la CLDN76, en la que la presencia d'almenys un al-lel amb funcié
residual retarda I'edat de FR'4. Tot i aixi, en la mateixa linia de recerca, s'ha
estudiat si els pacients homozigots per la mutacié p.G20D tenien diferent
pronostic, en quant a la malaltia renal, que aquells que presentaven aquesta
mateixa mutacidé en heterozigosi o altres variants patogéniques al mateix gen,
observant-se abséncia de correlacié. Es important emfatitzar que, més enlla
d'aquests treballs mencionats, no s'ha reportat cap estudi de factors de risc i/o

predictors de progressié de la malaltia renal en pacients amb HFHNC.

En aquest treball, I'evidéncia de I'existéncia de factors que modulen la

progressio de la malaltia es posa en especial manifest en I'estudi de germans
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afectes d'HFHNC amb diferent fenotip clinic, ja que en els pacients inclosos a la
cohort no s'ha detectat cap retras en el diagnostic ni diferéncia en I'assisténcia
medica que poguessin explicar aquestes diferencies. S'han reportat diversos
treballs en els que es mostra |'heterogeneitat fenotipica entre germans amb la
mateix genotip causant de malaltia'74194198207.208229230 No obstant, la cohort
d'aquest treball és una de les que conté un major nombre de parelles de
germans amb mutacions al gen CLDN79 descrita fins el moment: un total de 8.
En dues families (families 5 i 6) els fenotips renals van ser similars entre germans;
no obstant, es van poder evidenciar diferencies en les families 1i 7, en les que
el germa més petit va patir una progressié a FR molt preco¢, mentre que els
corresponents germans grans, encara mantenien els seus ronyons funcionals i
estables durant el temps de seguiment. Aquestes dades evidencien que la
perduda de funcidé renal més accelerada per part d'un dels germans, en
comparacié amb l'altre, no estava relacionada amb un retras en el diagnostic
de la malaltia. Curiosament, en aquestes dues families, el pacient amb una pitjor
progressid de la malaltia renal va manifestar alteracions oculars lleus, en

comparacié amb els respectius germans grans.

Per primera vegada, en aquest treball s’ha estudiat I'existencia de factors no
genetics predictors de la progressi6 de la malaltia renal en pacients amb
HFHNC. Més concretament, es va analitzar la progressié a CKD estadiatge 3
(temps fins desenvolupar eGFR < 60 mL/min/1,73m?) en funcié del sexe. Tot i
que sense significanca estadistica, possiblement degut al baix nombre de
pacients estudiats, es va observar una tendéncia que les pacients de sexe femeni
desenvolupaven CKD estadiatge 3 abans que els pacients de sexe masculi.
Concretament, a la primerenca edat de 2 anys, el percentatge de dones que no
havien desenvolupat CKD estadiatge 3 era molt inferior al dels homes (64 % i
92 %, respectivament). A més, resulta destacable que, amb un temps de
seguiment clinic de 8,34+4,30 anys, i en base a la classificacio dels pacients
realitzada en aquest treball en funcié de la progressié de la malaltia renal, el

nombre de dones presents al subgrup de pacients amb progressié renal rapida
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(amb una disminucié de I'eGFR de 39,6+27,18 mL/min/1,73m?/any) va duplicar

el d’homes, malgrat tenir una edat similar al diagnostic i d‘inici de tractament.

Pel que fa al sistema de classificacio dels pacients aplicat en aquest treball,
en funcié de la perdua anual d'eGFR, préviament s’havia descrit que pacients
amb mutacions al gen CLDN76 presentaven una perdua anual de funcié renal
d'entre 7,3+2,3 i 3,0£1,9 mL/min/1,73m?, essent més agreujada la disminucio
de I'eGFR en aquells portadors mutacions amb pérdua de funcié en ambdés
allels™4 En un altre treball en el que es mostra el cas d'un Unic pacient amb
variants patogeniques a CLDNT76, es referencia una pérdua de funcié renal al
llarg del temps de 2,5 mL/min/1,73m?/any, trobant-se augmentada fins a valors
de 4,3 mL/min/1,73m?/any en el periode previ al desenvolupament de FR*'°, En
relacio als pacients amb mutacions a CLDON79, no hi ha cap treball que descrigui
aquest parametre. No obstant, resulta evident que alguns dels valors de pérdua
anual d'eGFR determinats en aquest treball (per exemple, el grup de progressio

renal rapida) es trobaven per sobre dels valors descrits a la literatura.

Per altra banda, s’ha identificat també una correlacié negativa entre els
nivells sérics de PTH al moment del diagnostic i la progressié de la CKD,
detectant uns nivells superiors de PTH en el grup de progressié renal rapida, en
comparacié amb els del grup de progressio renal lenta (p = 0,02), inclus amb
valors d’eGFR similars entre ambdos grups. L'elevacio dels nivells de PTH sérics
en relacié amb la funcié renal, inclis amb valors d'eGFR normals, s'havia
reportat previament en pacients amb HFHNC'"182 Es creu que l'elevacio
d'aquest parametre podria estar associada a l'acidosi tubular distal o ser
consequencia d'una hipocalcemia severa'82'". De fet, en dos estudis previs es
van observar —sense cap analisi estadistica— uns elevats nivells de PTH
precisament en aquells pacients amb un pitjor evolucié de la malaltia renal®185,
De manera complementaria, resulta plausible especular que alteracions en el
metabolisme d‘altres minerals també podrien explicar les diferencies
fenotipiques entre pacients. Per aix0, en aquest treball s'han estudiat les dades

bioquimics disponibles, dels quals, parametres com la creatinina i el fosfat
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serics, amb uns valors de referéncia dependents de I'edat, requereixen una
especial atencid. Els valors de creatinina serica al moment del diagnostic dels
pacients inclosos al grup de progressié renal rapida son substancialment
elevats en relacié a I'edat d'aquests*®®, el que evidencia un grau de CKD des del
moment del diagnostic i des dels inicis de la vida. Per altra banda, els nivells de
fosfat seric, lleugerament superiors al grup de progressié renal rapida, podrien
ser deguts a l'augment fisiologic d'aquest parametre en pacients menors

d'1 any d'edat*®, el que a priori, no tindria cap rellevancia clinica.

L'expressio del gen CLDN79 a I'epiteli pigmentat de la retina fa que els
pacients amb mutacions en aquest gen tinguin afectacié ocular, tot i que amb
penetrancia incompleta, ja que no tots ells en presenten’42207.208210211  fp
aquest sentit, el 60 % dels pacients amb mutacions al gen CLDN79inclosos en
la cohort d'estudi van manifestar les alteracions oculars prototipiques (displasia
macular, la miopia magna i el nistagme’?). Aquesta proporcié de pacients amb
afectacié ocular es lleugerament inferior a la reportada préviament'42185208 Ca|
mencionar, pero, que les diferéncies observades en quant a I'afectacié ocular i
renal entre els germans inclosos en aquesta cohort, suggereix que els
mecanismes fisiopatologics a cada organ son diferents ja que no es va poder
establir cap correlacié entre la preséncia d’anomalies oculars prototipiques de

la HFHNC i I'evolucio de la malaltia renal.
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2. GENS MODIFICADORS DEL FENOTIP

L'amplia variabilitat fenotipica entre els pacients afectes d'HFHNC, inclus
entre aquells que comparteixen la causa genética de la malaltia i entre germans,
posa de manifest la preséncia d'altres factors que influeixen en la progressié de
la disfunci6 renal. En aquest cas, I'estudi s'ha focalitzat en la identificacié de

gens moduladors del fenotip.

El primer aspecte a esmentar és I'estrategia emprada i I'analisi bioestadistica
aplicada. L'Us de tecnologies high-throughput, com la seqlienciacié massiva de
I'exoma, a diferéncia de I'analisi individual de determinats gens, permet I'analisi
de la totalitat de les regions codificants del genoma; no obstant, I'analisi de les
dades generades és considerablement més complexa*''. En aquest treball, per
limitacions tecniques, I'estudi s'ha focalitzat en I'analisi d'associacié de variants
géniques en homozigosi amb els fenotips renals més extrems (progressié renal
rapida i lenta). No obstant, resulta evident que la presencia, en heterozigosi,
d'una variant genica també podria ser la responsable de la variabilitat
fenotipica®'2. Es més, és possible que els factors genétics que condueixen al
desenvolupament d'una malaltia renal més o menys severa no sigui Unicament
la variacié en un gen, sin6 la combinacié d'SNVs a diversos gens, com s'ha

descrit en altres patologies com la fibrosi quistica®'3.

Cal tenir en compte, pero, que l'extens grau de variabilitat genética,
combinada amb la propietat coneguda o prevista dels gens modificadors
(variants amb efectes modestos, no necessariament minoritaris en la poblacio,
i que també poden afectar regions no codificants), dificulta la identificacio
d'aquests en petites cohorts de pacients, que és caracteristic de les malalties
minoritaries*!’. Tot i aixi, els resultats obtinguts en aquest treball evidencien la
preséncia de diverses variants geéniques (en homozigosi) associades a la
progressio renal rapida i lenta en els pacients afectes d'HFHNC. D'entre les
SNVs identificades, per les funcions biologiques dels gens on es troben

localitzades, en destaquen la rs2125739 (al gen ABCC70), la rs11207827 (al gen
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PAT) ilars1050171 (a EGFR). A continuacio es detalla la funcié d'aquests gens
i la possible implicacié amb la HFHNC.

El gen ABCC70, que codifica pel transportador ATP binding cassette
subfamily C member 10, s'expressa a rony6*%2. En aquest treball s'ha associat
I'al-lel de referencia en homozigosi de la SNV rs2125739 amb el fenotip renal
de progressio lenta, mentre que I'al-lel alternatiu s’havia relacionat amb una
resposta diferencial als efectes nefrotoxics de I'antiviral tenofovir, essent un
factor de risc per desenvolupar disfuncié tubular renal en resposta a aquest
farmac*'%. No obstant, aquestes dades no s'han pogut replicar en cap altre
estudi“’>#16, Tot i que en el present treball, i en base a la informacié disponible
a la base de dades emprada®’, s'ha classificat I'efecte d’aquesta variant génica
com una variant missense, per la localitzacié genica al tercer nucleodtid de l'inici
de I'exd 12 del gen ABCC70, s'ha descrit que, en base a la prediccio
bioinformatica, aquesta variant es localitza en un putatiu lloc d'sp/icing, podent
generar una proteina defectuosa®'*. Si aixi fos, aquest esdeveniment podria
explicar la baixa prevalenca d'individus homozigots per I'al-lel alternatiu en la
poblacié general (2,7 %) i que en cap pacient inclos en aquest estudi s'ha
detectat aquest genotip. Per altra banda, també s’ha relacionat la preséncia
d'aquesta variant génica amb la neutropénia produida pel farmac docetaxel en
el tractament de cancer de pulmdé*", pel que per la naturalesa i funcionalitat de
la proteina codificada pel gen ABCC70 un canvi en la funcionalitat d’'aquesta
podria desencadenar a una resposta diferencial a algun farmac ampliament

utilitzat pel tractament de suport rebut pels pacients afectes d'HFHNC.

Pel que fala variant rs1050171, la localitzaci6 genica al gen £GFR va resultar
especialment rellevant. Com s'ha mencionat a la introduccié d'aquesta tesi,
I'EGFR —localitzat a la membrana basolateral de les céllules del DCT- regula
positivament la reabsorcié de Mg?* mitjangant la modulaci6 del transportador
TRPM6'%8, Més concretament, el domini tirosina quinasa de I'EGFR activa la via
de senyalitzaci6 MAPK, augmenta l'activitat i la presencia de TRPM6 a la

membrana plasmatica’®. Amb aquesta informacié, resulta important destacar
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que I'SNV rs1050171 —el genotip homozigot per I'al-lel alternatiu del qual s'ha
associat amb una progressio renal lenta dels pacients amb HFHNC- es localitza
precisament en el domini tirosina quinasa de I'EGFR*". Tot i tractar-se d'una
variant sinonima, s'ha descrit que aquest tipus de SNVs també poden modificar
la transcripcid, I'splicing, el plegament de la proteina, I'estabilitat de I'mRNA,
aixi com de modular el procés de traduccié degut a la preferéncia d'ds dels
diferents codons que codifiquen pel mateix aminoacid (procés conegut com
codon bias)*'®. De fet, existeixen multiples exemples en els que una variant
sinonima és capa¢ de modular la progressid6 d'una malaltia causada per
mutacions en altres gens, inclUs, esser la causant del trastorn*'®. Tot i que sense
ser estrictament una variant genética moduladora del fenotip d'una malaltia, ni
causant d'aquesta, al gen CLDN74 —-implicat en la modulacié de I'activitat del
complex claudina-16/19 a la TAL- es va identificar I'SNV rs219780, amb un
efecte sinonim en la proteina i considerablement freqiient en la poblacié
general, altament associada amb la nefrolitiasi i, alhora, amb una reduccié de la
densitat mineral ossia'™®. En la mateixa linia, en un estudi amb 225 pacients en
tractament amb dialisi, es van associar 8 SNVs com putatius predictors de
d'inflamacié en aquests individus*?®. Cal mencionar, pero, que en aquest cas és
I'al-lel alternatiu en homozigosi el que s'ha associat amb una progressié lenta
de la malaltia renal, pel que la preséncia d'aquest SNV podria comportar una
regulacio positiva de I'mRNA o la proteina EGFR. En cas que aixi fos, els pacients
amb HFHNC portadors de la variant c.2361G>A en homozigosi, presentarien un
augment en l'expressié d'EGFR que donaria lloc a una major regulacié positiva
del transportador TRPM6 i, per tant, un augment en la reabsorcié de Mg?* al
TCD. En aquesta linia, tot i que amb divergéncies, en models cel-lulars de
carcinoma de cél-lula escamosa de cap i coll es va observar un augment en el
temps de vida mitja de I'mRNA d'EGFR —tot i que no de proteina— a les linies
cel-lulars amb genotip heterozigot a la variant rs1050171, en comparacié amb
les linies cellulars portadores de l'al-lel de referéncia en homozigosi*?'.
Emfatitzant la hipotesi mencionada, en els pacients inclosos en la cohort

d’estudi, I'excrecid urinaria de Mg?* al moment del diagnostic de la HFHNC, tot
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i que sense significanca estadistica, era superior en els individus amb progressié
rapida en comparacié amb els de progressié lenta (FEmg: 12,214,7 i 8,4+3,7 %,

respectivament).

Més enlla de la HFHNC, aquesta variant ha estat associada significativament
amb la susceptibilitat al rebuig agut del trasplantament renal*??, També¢, fora de
I'ambit renal, s'ha suggerit que I'al-lel alternatiu en homozigosi o heterozigosi
podria estar influenciant positivament la resposta al farmac gefitinib, utilitzat
com a tractament al cancer de pulmé de cél-lula no-clara*?3, i que, en pacients
amb cancer colorectal metastatic, aquells que presentaven I'al-lel de referencia
en homozigosi en la variant rs1050171 tenien una millor resposta al tractament
amb inhibidors d'EGFR**. Tot i que no existeixen dades suficients per
determinar I'efecte de la variant génica rs1050171 al gen £GFR, els nombrosos
estudis realitzats dels polimorfismes en aquest gen posen de manifest la seva
rellevancia i, juntament amb la implicacié de 'EGFR en la homeostasi del Mg?*,

postulen aquesta variant genica com a objecte de futurs estudis.

Un dels gens més rellevants en els que s'ha identificat una variant génica en
la que l'allel de referéncia en homozigosi s'ha associat a la progressio renal
lenta en pacients afectes d’'HFHNC va ser PATJ. El gen PAT), expressat als tubuls
renals, codifica per la proteina PATJ (també anomenada hINADL), que forma
part de les TJ. Com s’ha mencionat breument a la introduccié, les TJ estan
formades per proteines TM i proteines adaptadores''®, essent PATJ una
d'aquestes Ultimes. Les TJ, a més de segellar lateralment les cel-lules epitelials,
son les responsables de determinar i mantenir la polaritat apico-basal cel-lular,
procés essencial pel desenvolupament i funcié renal*?>. Més detalladament, a
les TJ, la proteina TM Crb3 —la isoforma predominant a rony6 de la familia de

Crb*?®— interacciona directament amb PALS14774%9, j aquesta amb PATJ43,

El complex Crb3/PALS1/PAT) és crucial en la generacié de la polaritat
cel-lular durant el desenvolupament embrionari. S'ha detectat expressi6 dels 3
gens en models murins a nivell pre-implantacional i en I'estadiatge de 8 cél-lules

de I'embrié, moment en el qual Crb3 i Pals1 es situen a la membrana apical, i
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PATJ al voltant de les TJ*3'. Addicionalment, s'ha relacionat el complex proteic
Crb3/PALS1/PATJ amb diversos processos biologics com la via de senyalitzacio
mTOR**? i amb la via Hippo, per la qual, una disfuncié del complex proteic déna
lloc a un augment en la proliferacié, supervivéncia i migracié cel-lular®33, També
s'ha determina que un déficit de PALS1 altera la polaritat cel-lular*** i indueix el
desenvolupament de quists renals en totes les regions de la nefrona excepte a
la TAL#?®, Resulta important destacar que la preséncia de quists renal és un signe
que, tot i que en rares ocasions, s'ha observat en pacients amb HFHNC'®4, Per
altra banda, s'ha descrit que la proteina MUPP1 (Multiple PDZ domain protein),
una proteina molt similar a PATJ estructuralment i funcionalment*®,
interacciona directament amb ZO-3%% i la claudina-1%¥, pel que resulta
plausible extrapolar-ho a PATJ, connectant aixi les proteines estructurals de les
TJ amb les proteines adaptadores d'aquestes estructures. Cal mencionar que el
domini d'interaccié de la claudina-1 a MUPP1 és molt conservat a les altres
claudines, pel que, possiblement, també tingui capacitat d’interaccionar amb
altres claudines. En la mateixa linia, MUPP1 interacciona amb Kir4.2, subunitat
d'un canal de K* localitzat a la membrana basolateral de les cél-lules del TCD,
reduint la presencia del canal a la membrana plasmatica i, per tant, la reabsorcié
de K* 4%, Aixi doncs, de manera homologa, es podria hipotetitzar que PATJ
podria modular també la preséncia de Kir4.2 a la membrana plasmatica. S'han
descrit diverses interaccions entre PATJ i proteines implicades en malalties
renals, com la poliquistina-2 (responsable de la PQRAD)*¥? i les nefroquistines
1 i 4 (causants de la nefronoptisi)*¥’. També s'ha detectat la interacci6 amb
p114RhoGEF (Rho guanine nucleotide exchange factor 18*7, proteina
codificada pel gen ARHGEF18, que resulta especialment interessant ja que en
aquest mateix treball s'han identificat dues variants geniques a ARHGEF78, en
les que l'al-lel de referencia en homozigosi s'associava a la progressio renal
rapida en els pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLON79. Finalment,
a nivell clinic, s'ha associat una menor expressio de PATJ amb un pitjor pronostic

dels pacients amb cancer renal de céllula clara, possiblement, degut a
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I'activacié de la via de senyalitzaci6 MAPK i d'un augment en la proliferacio

cel-lular, segons els resultats obtinguts en models /in vitro*?.

Malauradament, no existeixen dades que relacionin I'SNV identificat en
aquest treball (rs11207827) pel que, l'al-lel de referéncia en homozigosi es va
associar amb la progressi¢ lenta de la malaltia renal, amb dades cliniques,
fisiologiques o fisiopatologiques. No obstant, degut a la importancia
indiscutible de la proteina PATJ en el manteniment de I'estructura epitelial del
tdbul renal i en el desenvolupament embrionari deixa entreveure que, una
alteracié en aquests —tot i sense pérdua de funcio— podria desencadenar
multiples alteracions durant la nefrogénesi, el que podria explicar parcialment
la rapida evolucié a FR (als pocs mesos o anys de vida) d'alguns dels pacients

afectes d'HFHNC.

En un estudi previ, es va descriure que, en models animals d'"HFHNC (knock-
out pel gen CLDN76) es produia una sobreexpressid dels gens TRPV5, TRPMS,
S7100G, CNNM2i ATP13A4 —tots ells relacionats amb I'homedstasi del Ca2* o el
Mg?*- als que se'ls va atribuir el desenvolupament de mecanismes
compensatoris per explicar I'absencia de nefrocalcinosi en aquests models
animals*#, Resultava plausible, doncs, hipotetitzar que variants geniques en
aquests gens que modifiquessin I'abundancia de les proteines resultants o que
comportessin un guany de funcié d’aquestes, podrien modular la progressio de
la malaltia renal. En aquest treball, perd, no s'ha identificat cap SNV en

homozigosi en aquests gens associada als fenotips renals estudiats.

Tot i que es disposen de les dades cliniques oftalmologiques dels pacients
amb mutacions al gen CLDN79 I'estudi de variants géniques associades a la
preséncia o no de I'afectacio ocular prototipica no s’ha pogut incloure en aquest

treball i es realitzara posteriorment.
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3. EXPRESSIO DIFERENCIAL DELS MIRNAs D'UEVs

L'analisi de mostres d'orina és insubstituible com a metode no invasiu pel
diagnostic i seguiment de malalties, particularment per les malalties renals. No
obstant, I'orina és un fluid biologic altament dinamic i la composicié d'aquesta
és variable3®. Davant I'absencia d'indicacié clinica de biopsia renal en moltes
patologies —com és el cas de la HFHNC-, que proporcionaria informacié directa
de la fisiopatologia renal, els exosomes es consideren una valuosa font
d'informacié dels processos biologics que tenen lloc al teixit renal (entre
d'altres), ja que son vesicules altament estables3'” i protegeixen el seu contingut
de I'accié d'RNAses i proteases presents a I'orina®4445, A diferencia de la biopsia
de teixit renal, un procediment invasiu i costés que permet I'obtencié d'una
mostra parcial de I'0rgan, els exosomes proporcionen una representacio
completa de tot el sistema urinari, el que els ha convertit en un camp de

descobriment de biomarcadors de multiples malalties renals#46-44,

Per aquests motius, un dels objectius d'aquest treball va ser determinar el
patro d'expressio de miRNAs en uEVs de la cohort d'estudi (20 pacients afectes
d'HFHNC amb els ronyons natius funcionals i 6 individus controls) alhora com

identificar els processos biologics en els que aquests miRNAs estaven implicats.

En patologies com la HFHNC, en la que els pacients manifesten incapacitat
de la concentracié de l'orina i, per tant, la polidria, el volum d'orina de partida
per obtenir una quantitat suficient d'exosomes pels subsegiients analisis ha de
ser superior a la que es podria utilitzar en individus sans, pel que I'Us de
productes comercials per I'aillament d'exosomes no estava indicat. Aixi doncs,
es va utilitzar la centrifugacié diferencial, considerada la tecnica de referéncia
per l'aillament d'exosomes fins el moment, que permet utilitzar volums
il-limitats d'orina. Malgrat ser la técnica més utilitzada, hi ha reportades diverses
metodologies basades en la centrifugacié diferencial?':312314315449-451 = 3
d'elles consensuades ni establertes, que proporcioni una informacié robusta de

la quantitat i puresa dels UEVs aillats. Per aquest motiu es van testar diverses
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variants en els protocols disponibles i, a cadascun dels procediments subjectes
d'avaluacio, es van aillar els uEVs i se’'n va avaluar la morfologia, la mida, la
quantitat i la naturalesa dels uEVs aillats mitjangant les tecniques cryo-TEM,
NTA i western-blot Aquesta estratégia va permetre finalment establir el
protocol que va proporcionar un major rendiment de la tecnica, aixi com el

millor métode per realitzar |'extraccié de 'RNA contingut als uEVs.

El primer aspecte que es va contemplar va ser la normalitzacié de la
manipulacié pre-clinica de les mostres. En malalties rares, com la HFHNC, en la
que el nombre de pacients és molt baix i aquests es troben distribuits de
manera dispersa per la geografia, es requereix del transport de les mostres
abans d’aillar-ne els uEVs. La presencia de cél-lules i restes cel-lulars a I'orina fa
que la congelacié de la mostra previa a I'eliminacié d'aquests components
comporti I'alliberacié del contingut cel-lular i, per tant, esser un factor que pot
comportar una alteracio en els resultats. Per aquesta rad, i tot i que en estudis
previs es recomanava congelar les mostres d'orina a -80 °C per disminuir la
perdua de proteines associades a exosomes3', es va decidir mantenir-les a 4 °C
durant, aproximadament 24 h fins el seu processament, per tal de mimetitzar el
temps i la temperatura de transport de les mateixes. Els resultats obtinguts per
cryo-TEM van mostrar que aquestes condicions de conservacié de l'orina
mantenia intacta |'estructura dels ukVs, validant aixi el sistema de recollida de

les mostres.

En condicions fisiologiques, la quantitat de proteina present a l'orina és
molt baixa; no obstant, la proteina majoritaria és la THP, que forma unes xarxes
que atrapen exosomes i altres vesicules extracellulars*?. La disrupcié
d'aquestes xarxes es realitza habitualment a través del tractament amb agents
reductors com el DTT que, tot i que s'ha descrit que només augmenta
lleugerament el nombre d'uEVs aillats i que aixo no es tradueix en una major
quantitat d’/RNA extret3%, és un procediment que en l'actualitat es segueix
aplicant a les mostres d'orina. En testar algunes de les diferents recomanacions

en quant a les condicions (temperatura i temps) del tractament?2314316.322453.454
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els resultats obtinguts van mostrar que la incubacié a 37 °C durant 10 min era,
indiscutiblement, la condicié que proporcionava una major puresa d'uEVs,
alhora que una quantitat raonable dels mateixos. El disseny de I'estudi realitzat
no va permetre determinar si la recuperacio dels uEVs atrapats a les xarxes de
THP augmentaven la quantitat d'/RNA extret, pero si que es va observar un
augment considerable en el nombre d'uEVs aillats, en comparacié a la mostra
a la que no s'hi van afegir. Per aquest motiu es va considerar important la
incorporaci6 d'aquest pas al métode. Paral-lelament, es va descartar el filtratge
de la mostra a través d'un filtre de de 0,22 pym, procediment realitzar en
multiples treballs?684>5457 ja que I'analisi per cryo-TEM va mostrar una gran
quantitat d'impureses als UEVs obtinguts, probablement alliberades pel filtre o
com a consequencia de la disrupcié dels uEVs per la pressié del procés de
filtratge, donant lloc a la sobre-quantificacié per NTA. Per Ultim, I'avaluacié de
diferents velocitats i temps d'ultracentrifugacié de la mostra va confirmar que
sotmetre les mostres a 100.000 x g durant 2 h era més efectiu que a 200.000 x g
durant 1 h. En tots els procediments d'aillament d'uEVs testats es va confirmar
I'eficacia de la ultracentrifugacié mitjancant western-blot ja que no es van
detectar les proteines associades a exosomes (TSG101 i Alix) als sobrenedants.
En conjunt, amb els resultats obtinguts, es va determinar el protocol idoni per
processar |'orina diluida dels pacients amb HFHNC, adaptant el protocol a
300 mL d’orina inicial. La deteccié de marcadors associats a exosomes va indicar
que la quantitat de mostra de partida era suficient per obtenir un bon

rendiment de la tecnica.

Per altra banda, I'Gs de diferents metodes d'extraccié de I'RNA dels uEVs i
la subseglient analisi de I'expressié de 5 miRNAs va permetre determinar que
el miRCURY kit va proporcionar una major quantitat d'RNA, aixi com que el

perfil d’expressid dels miRNAs era independent al metode d'extraccié emprat.

Per tant, amb a técnica ja optimitzada, es va realitzar I'aillament dels uEVs

de les mostres d'orina de la cohort d'estudi i I'extraccié de I'RNA contingut en
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els mateixos. La caracteritzacié dels uEVs aillats, de nou, es va realitzar amb les

técniques complementaries cryo-TEM, NTA i western-blot.

Un factor crucial als estudis dels uEVs és la normalitzacié de les dades
obtingudes de la quantificacid dels uEVs aillats. En alguns treballs es recomana
I"Gs dels valors de creatinina urinaria3'®3"” o de la quantitat de THP present a
I'orina3™ com a factors normalitzadors. No obstant, en el cas de mostres
provinents de pacients amb patologies renals, en els que precisament I'excrecid
de creatinina es troba alterada, I'Us d'aquest parametre podria no ser el més
adient*®. De la mateixa manera, i particularment en la HFHNC —el defecte
principal de la qual es localitza a la TAL, que és la porcié de la nefrona que
secreta la THP- I'Us de la THP urinaria com a factor de normalitzacié podria
comportar biaixos en els resultats. Tot i que les recomanacions actualitzades de
la ISEV recomanen la determinacio dels nivells de creatinina urinaria, a més del
volum d’orina de partida3?®, en aquest treball, per les raons abans mencionades,
Unicament s’ha determinat el volum d’orina inicial, parametre respecte el qual
s'’ha normalitzat la quantificaci6 dels uEVs obtinguda per NTA. Alhora, partir del
mateix volum d’orina, resuspendre els UEVs en el mateix volum i I'Us el mateix
volum d'uEVs per detectar-ne els marcadors associats a exosomes, va permetre
considerar la tecnica de western-blot com un metode semi-quantitatiu, ja que,
tot i que de manera menys objectiva que el NTA, va corroborar que els pacients
amb HFHNC secretaven menys uEVs/exosomes per unitat de volum d'orina que
els individus controls. Aquesta reduccioé en el nombre d'uEVs secretats en els
pacients podria ser artefactual degut al factor de normalitzacié emprat per la
quantificacié (mL d'orina), ja que els pacients presenten una important polidria
i, per tant, els uEVs aillats en valors absoluts —uEVs en orina de 24 h, per
exemple- podria equiparar-se als dels individus control, o bé com a
consequéncia de la disfuncio de les cel-lules de la TAL. S'ha especulat que la
retencié d’exosomes a les xarxes proteiques de THP podria ser una limitacié per
la internalitzacié dels d'aquests amb les cél-lules de les regions més distals de
la nefrona®’. Aixi doncs, en el cas que la disfuncié de les cel-lules de la TAL,

comportés una menor secrecié de THP (aspecte no estudiat fins el moment), es
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podria traduir en una major disponibilitat dels exosomes per fusionar-se amb
les cél-lules de la porcid distal i col-lectora de la nefrona i, en conseqiiencia, una
menor quantitat d'aquests a l'orina. Tot i aixi, per confirmar o refutar aquesta
hipotesi, seria imprescindible determinar la quantitat de THP a les mostres
d'orina, alhora que comprovar que, efectivament, els pacients excreten
diariament menys uEVs que els individus controls. També s'han descrit altres
factors que influeixen en la quantitat d’'uEVs alliberats i, possiblement, en el
contingut d'aquests, com el moment de recollida de la mostra d'orina,
I'alimentacio i I'estat hormonal de I'individu, i la practica prévia d'exercici fisic®'”.
Tot i aixi, en aquest treball no s’han pogut considerar aquests factors ja que un
augment en la restriccio dels criteris d'inclusié, sumat a la baixa prevalenca de
la HFHNC, reduiria el nombre d'individus inclosos en I'estudi i en dificultaria

I'execucio.

En relacié als microarrays dels miRNAs, una limitacié important va ser la
quantificacié de I'RNA extret dels uEVs dels individus inclosos a la cohort
d'estudi. En I'estudi previ realitzat per |'optimitzacio i establiment del metode,
els RNAs extrets dels uEVs van mostrar perfils similars, enriquits en la fraccio
d'RNAs curts. No obstant, I'analisi de la mida de I'RNA extret dels uEVs de les
mostres dels individus de la cohort d'estudi, no van resultar en perfils
homogenis. La disparitat en els resultats obtinguts, tot i emprar diferents
técniques de quantificacié de I'RNA (Bioanalyzer Picochip i Bioanalyzer Small
Kit), va impossibilitar una quantificacié precisa d'aquest. A més, cal mencionar
que les recomanacions d'RNA necessari per I'Gs de microarrays, rau entre els
130 ng — 1000 ng d'RNA total*°. En general, els valors obtinguts de la
quantificacié6 de I'RNA d'uEVs evidenciaven la impossibilitat d'assolir les
quantitats requerides. Per aquest motiu, i tenint en compte que s'havia definit
que el contingut de miRNAs en mostres d'RNA de teixit huma es trobava entre
el 0,51 el 9 %*0, es va estimar que la quantitat de miRNAs continguts en 130 ng
d'RNA total era d'entre 0,65-5 ng; mentre que en 1000 ng d'RNA total, la
quantitat de miRNA variava entre els 11,7 ng i els 90 ng. Amb aquestes valors i

els obtinguts mitjancant el Bioanalyzer Picochip de les mostres d'RNA d'ukVs
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—altament enriquit en miRNAs*'—, es va considerar factible la realitzacié dels

microarrays de miRNA.

El procés de normalitzacid6 dels resultats d'expressié dels miRNAs
mitjancant microarrays, tot i la incorporacio d'spike-ins exdgens, es va realitzar
utilitzant el metode RMA per recomanacio de la unitat de bioestadistica. Tot
aixi, 'analisi de I'expressio dels spike-ins exogens afegits als microarrays van
evidenciar que la variabilitat en la deteccié dels spike-ins era inversament
proporcional a la concentracié d'aquests. Aquest fet podria ser degut a una
imprecisio tecnica a I'hora d'addicionar-los a la mostra, o bé a una limitacié en
la sensibilitat de la propia técnica que podria conferir una major dispersié de

les dades.

En relaci6 a la validacié técnica dels resultats per microarray mitjancant
RT-gPCR, existeixen diversos treballs en els que les dades s6n normalitzades
tant per spike-ins exogens*6?464 com per snRNAs endogens®10363465 Tot i aixi,
I'Gs dels spike-ins exdogens com a normalitzadors es va considerar inadequat ja
que Unicament reflectia la qualitat de la manipulacié de la mostra, i no el
contingut d'RNA en cadascuna de les mostres*®. De la mateixa manera, es va
descartar també I'is de snRNAs (per exemple, I'RNU6) com a normalitzador
endogen ja que, al tractar-se d’altres entitats diferents als miRNAs, tenen
diferent biogenesi, processament, especificitat en el patré d'expressio i
longitud, motiu pel qual el seu comportament en I'extraccio, la retrotranscripcié
i 'amplificacio per PCR podria divergir del dels miRNAs*6¢-46% per totes aquestes
raons, les dades de RT-qPCR es van normalitzar seguint la mateixa estratégia
que amb els microarrays. mitjancant la normalitzacié global. En general,
I'expressié diferencial els miRNAs analitzats per RT-qPCR van corroborar els
resultats obtinguts per microarrays. No obstant, la pérdua de significanca
estadistica en els miRNAs miR-99-5p en la comparacié pacients vs. control
podria ser deguda a I'absencia d'amplificacié d'aquest miRNA en algunes de les
mostres, el que va comportar un nombre inferior de repliques i, per tant, menys

poténcia estadistica. En aquest mateix sentit, a les comparacions pacients
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vs. controls i pacients homozigots p.G20D CLDN79 vs. controls, el miR-619-5p
només es va poder quantificar en un individu control, el que va impossibilitar

realitzar cap analisi estadistica.

L'analisi bioinformatica i bioestadistica dels resultats dels microarrays va
revelar la presencia d'un gran nombre de miRNAs (n = 24) desregulats
caracteristics de la HFHNC (pacients vs. controls); no obstant, en la comparacio
pacients CLDN79 homozigots p.G20D vs. controls, el niumero de miRNAs
diferencialment expressats va ser molt superior (n = 43). Aquesta divergéncia,
tot i tractar-se d'un subgrup de pacients inclosos en la primera comparacio,
podria ser deguda a la major homogeneitat de la cohort, el que reduiria la
variabilitat consequent al tipus de mutacid (splicing, frameshift missense, etc)
i, consequentment, proporciona un sistema més sensible per la deteccid de les
diferencies. No obstant, aquest augment en el nombre de miRNAs desregulats
també podria ser un reflex de les conseqiiéncies, a nivell cel-lular, de la propia
mutacio p.G20D al gen CLDN19, el que no seria propiament caracteristic de la
HFHNC. A continuacid, es realitza una revisid de les dades descrites a la
literatura d'alguns dels miRNAs diferencialment expressats identificats en

aquest treball.

Pel que fa als miRNAs diferencialment expressats associats a la malaltia que
han resultat més rellevants en els processos biologics estudiats i dels que hi ha
informacidé a la literatura, en destaquen el miR-27b-3p, el miR-30b-5p, el
miR-29a-3p i el miR-185-3p. La infraexpressid del miR-27b-3p havia estat
préviament relacionada amb processos fibrotics renals. Més concretament, en
mostres de teixit renal de pacients amb diabetis mellitus tipus 2 (DM2), no
només es va trobar infraexpressat, siné que, juntament amb el miR-1288-3p, es
va correlacionar amb un major grau de fibrosi renal en nefropatia diabetica*”°.
De fet, el miR-27b-3p ha estat considerat com un potencial biomarcador
circulant de la nefropatia associada a la DM24'7, aixi com de la retinopatia
diabetica en la diabetis mellitus de tipus 1 (DM1)#72. També s'ha descrit que el

miR-27b-3p, a través de la regulacié de MMP13 —una metal-loproteasa que
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degrada la matriu extracel-lular-, actua com a mediador de la fibrosi renal*’3. En
mostres de teixit renal amb dany renal agut, la infraexpressié d’aquest miRNA,
i la subseglient sobreexpressio del receptor de la proteina oncostatina-M (una
citocina alliberada en processos inflamatoris cronics) ha mostrat disminuir la
recuperacid enfront el dany*4. Aixi doncs, resulta evident la implicacié del
miR-27b-3p i, més concretament la seva infraexpressié, amb processos fibrotics
renals, el que podria conduir a la disfuncié renal dels pacients amb HFHNC. El
fet que el miR-27b-3p també es trobi infraexpressat en el subgrup de pacients
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79, emfatitza la importancia d'aquest

miRNA en la fisiopatologia de la HFHNC.

El miR-30b-5p també ha estat relacionat amb malaltia renal. Més
concretament, igual que en aquest treball, es va trobar infraexpressat en
exosomes urinaris de pacients amb nefropatia diabética per DM2 en
comparacié amb pacients amb malaltia renal cronica causada per altres
patologies*’>, aixi com en models animals amb dany renal agut*’6. A més, tant
en mostres de teixit de carcinoma renal com en models cel-lulars de la mateixa
patologia, el miR-30b-5p es va trobar infraexpressat, promovent la proliferacid,

la invasid, la migracié cel-lular i la transicié epiteli-mesenquima®’’.

Els membres de la familia dels miR-29 (miR-29a, -b i -¢) es relacionen amb
processos fibrotics en diferents organs, incloent el rony$478481, indicacié per la
que s'ha suggerit com a potencial diana terapéutica®®?. Concretament el
miR-29a-3p, infraexpressat en els pacients afectes d'HFHNC i en el subgrup de
pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDNT79 segons els resultats
obtinguts en aquest treball, s’ha trobat infraexpressat en plasma d'individus
amb nefropatia diabética per DM 143, aixi com en els tabuls renals (tot i que no
a glomeérul) de rates hipertenses induides amb angiotensina-1184. A més, una
disminucié dels nivell sérics del miR-29a-3p s'ha relacionat amb la severitat del
dany renal agut*®. De manera similar, s'ha descrit també que els nivells sérics
de miR-29a-3p (entre d'altres) eren significativament inferiors en pacients amb

proteinlria que posteriorment van perdre la funcid renal, en comparacié amb
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aquells que van mantenir la funcio renal estable durant el periode de seguiment
i amb els individus controls sense proteinuria, determinant que el miR-29a-3p
protegia contra la pérdua de funcié renal i era un marcador de pronostic*®, Tot
i que al miR-29a-3p se li han atribuit funcions pro- i anti-fibrotiques, a través
de la inhibici6 de la via TGF-B1%®" i l'activacié de la via PI3K/Akt*7,
respectivament, en un model animal diabétic i knock-down pel gen que codifica
pel miR-29a, es va observar una disminucié en I'expressio de la nefrina, que va
desencadenar en proteindria, i un augment en els processos apoptotics dels
podocits aixi com en la disfuncié renal®. Tots aquests processos assignats al
miR-29a-3p i les conseqliéncies de la seva infraexpressié podrien contribuir en

la progressié de la malaltia renal en els pacients amb HFHNC.

El miR-185-3p, sobreexpressat en els pacients homozigots per la mutacio
p.G20D a CLON79en comparacié amb els controls, s'ha descrit com a inhibidor
de la resposta inflamatoria i al dany per estrés oxidatiu. A més, la sobreexpressio
d'aquest sembla millorar la funcié6 renal en models murins de diabetis
mellitus*°. En base a aquests resultats previs, la sobreexpressié del miR-185-3p
en el context de la HFHNC, podria ser un mecanisme compensatori
desencadenat per la disfuncié de les cel-lules renals per evitar, tot i que sense

exit, el desencadenament de la nefritis tubul-intersticial.

En relacio als miRNAs diferencialment expressats identificats entre els
pacients amb progressié renal moderada i lenta, el miR-502-3p es també troba
infraexpressat en teixit tumoral, tant en cancer renal de cél-lula clara*®, com de
carcinoma papil-lar renal de tipus 1497 en comparacié amb teixit sa. Els miRNAs
miR-502-3p i miR-500a-3p —tots dos infraexpressats en els pacients amb
evolucié renal moderada a la cohort d'estudi- semblen tenir efectes contraris
en quant a l'activacié de la via STAT3: mentre que el miR-502-3p inhibeix la
proliferacié, migracié i invasid6 de cellules de carcinoma hepatocelular, i
n‘augmenta I'apoptosi de les mateixes, mitjangant la inhibicié de la via STAT34%,
el miR-500a-3p regula positivament la via JAK/STAT34%3, A més, en pacients

amb necrosi tubular aguda induida, en comparacié amb el teixit renal normal,
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el miR-500a-3p també es va trobar infraexpressat*®, el que suggereix la
implicacié d'aquest miRNA en processos histopatologics no desitjats i que

podrien estar involucrats en el pitjor pronostic renal de la HFHNC.

Pel que fa als miRNAs infraexpressats entre els pacients homozigots per la
mutaciéo p.G20D a CLDN79 amb progressié renal moderada vs. lenta, s'ha
descrit que el miR-20a-5p també s’infraexpressa sota condicions d'hipoxia, tant
en models murins*®>%% com cel-lulars*®>. El miR-17-5p, secretat a través
d'exosomes per linies cel-lulars de cancer renal*¥’, s'ha identificat una menor
expressio en serum de pacients amb CKD, en comparacié amb individus sense
disfuncié renal*®®. Cal mencionar que aquest miRNA esta codificat per un cldster
de miRNAs anomenat miR-17/92, que esta altament relacionat amb el
desenvolupament renal*®, el que no descarta que, durant el desenvolupament,
la regulacié epigenética tingui un paper crucial en el pronostic de la HFHNC,
tot i que es requereix d'estudis més complexes per determinar-ho. Per ultim, el
miR-106a-5p s'ha identificat infraexpressat en pacients amb CKD*%, en teixit
renal i models cel-lulars de cancer renal®®, en un model animal de PQRAD,
modulant la formacié dels quists®®!, i en pacients amb glomerulonefritis
proliferativa mesangial en comparacio tant al grup control (individus sans) com
als pacients amb nefropatia membranosa®®. Aquestes dades atribueixen al
miR-106a-5p una possible implicaci6 en processos que podrien estar

relacionats amb la fisiopatologia renal de la HFHNC.

Degut a la manca de coneixement i de bases de dades que proporcionin
informacid sobre les vies metaboliques en les que un determinat miRNA es
troba implicat sense fer el pas de la identificacié dels seus mRNAs diana, en
aquest treball es van identificar les molecules diana de cadascun dels miRNAs
a partir de bases de dades amb informacié sobre la relaci6 miRNA-mRNA
validada experimentalment. Els mRNAs diana dels miRNAs diferencialment
expressats en cadascuna de les comparacions estudiades es van analitzar
utilitzant tecniques de biologia de sistemes amb I'Us d'intel-ligéncia artificial.

Inicialment, es va generar un model /n silico de la HFHNC a través de la
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descripcié molecular de diversos processos biologics relacionats amb la
malaltia d'estudi: estres de RE, TJ, cristal-litzacid i BMPs, nefrocalcinosi, nefritis
tdbul-intersticial, fibrosi renal, acidosi tubular distal, metabolisme de la
vitamina D i transport de Mg?* i Ca®*. Posteriorment, es va utilitzar aquest
model per estimar el grau d'implicaci6 de cada mRNA/proteina diana dels
miRNAs diferencialment expressats en cadascun d'aquests processos biologics,
obtenint aixi un p-valor estimat associat al grau d'associacié de cada proteina
en cada procés bioldgic. Es important mencionar que aquesta estratégia
permet, no només evidenciar les relacions proteiques ja conegudes, siné també
identificar noves possibles associacions entre proteines i processos biologics3%.
Un dels inconvenients de treballar amb miRNAs és que, tot i que, en general,
regulen negativament I'expressié génica, el fet que un mateix mRNA estigui
regulat per diferents miRNAs, que poden estar sobreexpressats o
infraexpressats, impedeix conéixer |'efecte final sobre un determinat gen. Es per
aixo que resulta dificil determinar en quin sentit (activacié o repressio) es troben

desregulades les vies metaboliques o els processos biologics.

Els resultats obtinguts van mostrar una alta similitud en el nombre de
proteines diana dels miRNAs desregulats en els pacients i en el subgrup de
pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79(comparats amb el grup
control) associades a cadascun dels processos biologics (p-valor < 0,05), essent
el transport de Mg?* i Ca* i la fibrosi renal els més representats. L'alta implicacié
de les proteines diana dels miRNAs en aquests processos biologics resulta
coherent ja que s'ha descrit que els pacients amb HFHNC desenvolupen fibrosi
renal'®*, alhora que presenten una desregulacié de I'homeostasi del Mg?* i
Ca?* "5, Cal mencionar, pero, que per les raons mencionats préviament que
podrien explicar 'augment en el nombre de miRNAs desregulats en el subgrup
de pacients homozigots per la mutaci6 p.G20D a CLDN79, hagués estat
raonable una major implicacié de les proteines en estres de RE (en comparacio
amb la comparacié pacients vs. controls), ja que el defecte primari que provoca
aquesta mutacio és la retencié de la proteina a RE, fet que pot desencadenar

estrés de RE®®, mentre que en la cohort sencera de pacients, hi ha altres
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mutacions amb altres consequiencies a nivell proteic. Mentre que el nombre de
proteines diana dels miRNAs diferencialment expressats entre pacients amb
progressio renal moderada i lenta, va mostrar una alta proporcié d'aquestes
involucrades en el transport de Mg?* i Ca®*, la fibrosi renal i I'estres de RE,
aquest mateix analisis realitzat amb el subgrup de pacients homozigots per la
mutacio p.G20D a CLDN79va resultar en una drastica reduccio en la proporcié
de proteines relacionades amb I'estres de RE, i un augment dels altres dos
processos biologics mencionats. El fet que el subgrup de pacients estudiats
presentessin, en conjunt, una major homogeneitat genotipica, suggereix que
els canvis que s'observen podrien ser més robustos que en I'estudi de la totalitat
de la cohort, on la variabilitat interpersonal és major, aspecte que recolzat per
l'augment en el nombre de miRNAs desregulats i de proteines regulades per
aquests altament relacionades amb cada procés biologic. No obstant, aquests
canvis, poden ser deguts, com s’ha mencionat préviament, a conseqiéncies

cel-lulars especifiques de la mutacié p.G20D a CLDON79.

A continuacié, es detallen algunes de les proteines diana del miRNAs
diferencialment expressats i amb una implicacié significativa amb els processos
biologics relacionats amb la fisiopatologia de la HFHNC i la possible relacié amb

aquesta.

Al procés biologic “estres de RE”, hi trobem la proteina PPP3R1 (Calcineurin
subunit B type 7, CNB), diana de miRNAs infraexpressats en pacients amb
HFHNC (i el subgrup de pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN179)
i sobreexpressats en els pacients amb progressio renal moderada, tot i que en
el subgrup d'individus homozigots per la mutacié p.G20D a CLDON79 regulada
en ambdés sentits. S'ha descrit que la CNB actua per restaurar I'homeostasi del
RE immediatament després de l'inici de I'estrés de RE®%. Per altra banda, un
estudi va associar un augment de CNB (entre d'altres) —consequents a la
deficiéncia de miRNAs de la familia miR-30- amb dany als podocits®®, el que
podria desencadenar un dany renal global. Per altra banda, la proteina XBP1 (X-

box-binding protein 1), requlada positivament en els pacients afectes d'HFHNC
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i en aquells amb progressid renal moderada, és un factor de transcripcioé que
s'activa i actua com a resposta adaptativa a |'estrés de RE, contribuint en la
degradacié o el plegament de proteines acumulades al RE*%. La regulacio
positiva de proteines implicades en mitigar |'estrés de RE en pacients, en
comparacié amb els controls, podria reflectir la preséncia d'un estres de RE en
les cél-lules renals i, per tant, podria ser una font, no només de biomarcadors,
sind també de dianes terapeutiques. La regulacié negativa de la CNB en els
pacients amb progressid renal moderada (i positiva en els pacients amb
progressio renal lenta) podria ser conseqliéncia de la incapacitat d'activar
aquesta via restauradora i, per tant, contribuir a una pitjor evolucié de la

malaltia.

La proteina GPR37 (Prosaposin receptor GPR37), regulada positivament en
els pacients amb HFHNC, es va associar amb l'estrés de RE, tot i que no
existeixin referéncies bibliografiques al respecte. No obstant, s'ha descrit la seva
preséncia a les cél-lules del tubul proximal, on desenvolupa un paper, encara
desconegut, en la reabsorcid de Na*>%. En el cas de la HFHNC, podria actuar
com a mecanisme conseqlent a la desregulacié en la reabsorcié de soluts a les
regions distals de la nefrona i a la subseguient incapacitat de generar el gradient
intersticial de Na*, imprescindible pel procés de concentracio de l'orina i que es

troba alterat en els pacients amb HFHNC.

SIAH1 (£3 ubiquitin-protein ligase SIAHT), com el seu nom indica, és una E3
ubiquitina lligasa, que s'ha identificat regulada positivament en els pacients
afectes d’'HFHNC (i en el subgrup de pacients homozigots per la mutacio
p.G20D a CLDNT9), aixi com en pacients de sexe masculi. SIAH1 actua sobre la
proteina HIPK2 (homeodomain-interacting-protein kinase 2), que és un
regulador positiu de la fibrosi renal®®®, i la inhibicié d'aquesta podria mitigar la
progressié de la fibrosi renal®®. Aixi doncs, tot i I'abséncia d'implicacié en
processos relacionats amb I'estrés de RE, SIAHT té un paper repressor de la
fibrosi renal, que podria explicar la menor severitat en la progressié de la

malaltia renal en els pacients de sexe masculi respecte les dones. No obstant,
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resulta sorprenent que en els pacients afectes d'HFHNC es trobi regulada
positivament, podent-se tractar d’'un intent de reduir el procés fibrotic altament

actiu en els pacients.

El factor de transcripcio AP1, codificat pel gen JUN, s'ha trobat regulat
positivament en els pacients afectes d’'HFHNC (mentre que en el subgrup
d'homozigots p.G20D es troba regulat en ambdds sentits), aixi com en els
pacients homozigots p.G20D amb progressié renal moderada. AP1 esta implicat
tant en estrés de RE —essent un factor necessari per la induccié de I'estrés de RE
i que s'estimula per preséncia d'aquest, generant una retroalimentacié
positiva®'°— com en la nefritis tabul-intersticial. En relacié a aquest Gltim procés,
AP1, juntament amb altres proteines, activen la transcripcié en resposta de
I'estimulacié per TGF-B*", considerada una citocina anti-inflamatoria durant els
processos de reparacio del dany renal, i un element clau en la regulacié de la
inflamacié renal, amb un paper pro-fibrotic>2. De fet, recentment, s'han
correlacionat positivament els elevats nivells de TGF-B, i l'activacié renal de la
via mediada pel mateix, amb la severitat de la CKD>'3. AP1 —juntament amb
NF-kB- han estat postulades com a biomarcadors de la progressi6 de la malaltia
renal®'*. En la mateixa direccid, els resultats obtinguts en aquest treball
mostraren una regulacié positiva de NFKB1 (subunitat p50 de NF-kB)
—relacionada amb la nefritis tubul-intersticial i amb la fibrosi renal- en els
pacients amb HFHNC, tant globalment com en el subgrup d’homozigots per la
mutacié p.G20D a CLDN79. La via de senyalitzacié NF-kB és el mecanisme
principal que desencadena la inflamacié i la fibrosi renal a través de la regulacio
de citocines inflamatories, molecules d'adhesio i enzims pro-inflamatoris®™>>1®,
Dins de la familia de proteines NF-kB, hi ha la proteina RelA>™, també regulada
positivament en els pacients amb HFHNC i, en ambdods sentits, en el subgrup
de pacients homozigots per la mutacid p.G20D a CLON79. Globalment,
aquestes dades suggereixen el paper rellevant dels miRNAs en el |'evident
procés inflamatori renal present en els pacients amb HFHNC. Addicionalment,
la regulacié positiva d'IL-6 en els pacients amb progressié renal moderada (aixi

com en el total de pacients) podria desencadenar I'activacio indirecta de la via
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NF-kB>", contribuint aixi a una major nefritis tubul-intersticial i, en

conseqliéncia, a un pitjor pronostic de la malaltia renal.

Pel que fa a les proteines relacionades amb la fibrosi renal, més enlla de la
ja mencionada NF-kB, hi trobem també la B-catenina (codificada pel gen
CTNNBT), implicada en la via de senyalitzaci6 Wnt/B-catenina. Aquesta via es
relaciona amb el desenvolupament d'organs, I'homeostasi dels teixits i la
reparacié del dany tissular, i es troba activada en una gran varietat de malalties
renals. Malgrat existeixen dades que li atribueixen un paper promotor de la
reparacié del dany renal, les evidéncies que la via Wnt/B-catenina s'associa amb
el desenvolupament de lesions fibrotiques renals son creixents®'®. Aixi doncs, la
regulacio positiva de la B-catenina en els pacients afectes d'HFHNC, i en aquells
homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79 amb evolucié renal moderada,
podria correlacionar amb el grau de fibrosi renal, en cas que aquesta fos

superior que els pacients amb una progressié renal lenta (dada no descrita).

Una altra proteina relacionada amb la fibrosi renal és el TGF-a (lligand
d’EGFR), els nivells de la qual augmenten enfront el dany renal®'®. En un model
animal, es va observar aquest augment després d'una reduccié en el nombre
de nefrones i previ al desenvolupament de fibrosi renal®%. La regulacié positiva
del TGF-a en els pacients amb HFHNC podria estar relacionada amb el dany
renal cronic present, aixi com amb el procés fibrotic adjacent. Per aquest motiu,
la deteccié de TGF-a a I'orina®?! podria ser Gtil per I'estudi d'aquesta molécula

com a putatiu biomarcador diagnostic no invasiu de la HFHNC.

La glicoproteina CD44, regulada positivament en els pacients amb HFHNC,
tot i que en el subgrup d’homozigots per la mutacié p.G20D esta regulada en
ambdos sentits, es relaciona tant en el procés de fibrosi renal com en el de
cristal-litzacié i BMPs. La CD44 s'expressa Unicament en el context de dany renal
i, essent també un lligand d'EGFR, entre d'altres, es troba implicada en el procés
fibrotic®??. Per altra banda, CD44, en cél-lules en proliferacid, s'expressa a la
membrana apical, on té capacitat de captar i adherir cristalls d'oxalat calcic a la

superficie cel-lular®?. Tot i que a I'epiteli intacte i diferenciat (no proliferant) no
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s'hi haurien de poder adherir cristalls, podria succeir que, enfront el dany renal
i un intent de reparar-lo, les cel-lules tubulars proliferessin i, per tant, adquirissin
la capacitat de dipositar cristalls d'oxalat calcic. A més, cal tenir present que,
durant el desenvolupament renal, aquest procés també podria produir-se,
contribuint al desenvolupament de la nefrocalcinosi, ja és present des del
moment del diagnostic. En relacié a aquest mateix procés biologic —i també a
la nefrocalcinosi—, s'ha identificat la quimiocina CCL2 regulada positivament en
els pacients amb HFHNC, aixi com en aquells homozigots per la mutaci6 p.G20D
amb progressioé renal moderada. CCL2 és un potent factor quimiotactic per
monocits en processos inflamatoris i de dany tissular®, L'expressio de CCL2 a
les cél-lules epitelials renals en resposta a I'exposicié a oxalat i a cristalls d'oxalat
calcic indica I'existéncia d'una estreta relacié entre el procés inflamatori i la
nefrolitiasi®?4. De fet, s'ha descrit que els pacients amb hiperoxaliria primaria
de tipus 1 —una malaltia renal caracteritzada per la producci6 excessiva d'oxalat
i amb nefrolitiasis recurrents— secreten una major quantitat de CCL2 a l'orina
que els individus control®?>. En els pacients amb HFHNC, I'expressié elevada de
CCL2 podria produir-se en resposta als diposits de calci propis de la
nefrocalcinosi (present en el 100 % de pacients) i contribuir aixi a la nefritis

tubul-intersticial que desencadena en fibrosi renal.

Resulta inevitable destacar I'alta implicacié de la fibronectina-1 (FN1) en 3
dels processos biologics estudiats: Cristallitzaci6é i BMPs, nefrocalcinosi i fibrosi
renal. La fibronectina-1 és una proteina que es secreta i acumula a l'interstici
renal en consequéncia de la fibrosi®??, essencial per la mineralitzacié dels
osteoblasts®?® i considerada un inhibidor de la formacié de cristalls d'oxalat
calcic ja que n'impedeix l'adhesid i I'endocitosi d'aquests a les céllules
tubulars®?’. Aixi doncs, la regulacié positiva de la FN1 en els individus afectes
d'HFHNC podria ser una consequiencia directa del procés de fibrosi renal que

es troba actiu constitutivament en aquests pacients.

En I'analisi per biologia de sistemes de I'expressio diferencial de miRNAs en

UEVs realitzat també es van identificar proteines relacionades amb les unions
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cel-lulars, més concretament de les TJ, defecte primari de la HFHNC. Entre
aquestes, hi ha la TJIP1 o ZO-1, que és un component d'aquestes estructures i
actua com a proteina adaptadora d'unié al citoesquelet. La interaccid directa
amb, almenys, la claudina-16, i la presencia d'una variant patogénica en aquesta
que impedeix la interacci6 amb ZO-1 posa de manifest la importancia de la
complexa estructura de les TJ pel seu correcte funcionament™8, La regulaci6
positiva de la ZO-1 en els pacients amb HFHNC amb progressié renal moderada
(en el global de pacients i en aquells homozigots per la mutacié p.G20D a
CLDN19) podria tractar-se d'un intent de restaurar les TJ alterades per
I'abséncia de claudina-16 o -19 funcionals. De manera analoga, la regulacié
positiva de la ja mencionada B-catenina, podria tenir el mateix efecte en aquest

procés.

D’entre les proteines altament relacionades amb el procés biologic
“metabolisme de la vitamina D", per moltes d'elles, com la YAP1 (yes-associated
protein 7) i SNCA (a-sinuclein), regulades positivament en els pacients amb
HFHNC i en aquells homozigots per la mutacié p.G20D a CLDN79 amb
progressio renal moderada, no existeixen dades que les relacionin amb aquest
procés biologic, sind amb la recuperacié enfront el dany renal i la fibrosi renal,
respectivament®?¢>29, No obstant, la proteina STAT1, regulada positivament en
els pacients amb HFHNC, perd negativament en aquells homozigots per la
mutacioé p.G20D a CLDN179, s'ha observat que interacciona amb el receptor de
la vitamina D>3° i que un augment en l'activitat d’'STAT1 sembla tenir un efecte
negatiu en la funcié renal®’. La contrarietat en la regulacié d'aquesta proteina
en el global de pacients estudiats i en el subgrup homogeni genéeticament, posa
de manifest la necessitat d'un estudi més detallat i profund dels nivells i

I'activitat funcional d'STAT1 en aquests individus.

De manera similar al procés bioldgic recentment mencionat, en I'acidosi
tubular distal, per la majoria de les proteines, com la EIFAG1 (Eukaryotic
Translation Initiation Factor 4 Gamma 1) —relacionada amb I'estrés de RE>32—, |

TBC1D15 (7BC7 Domain Family Member 15) —involucrada en el transport
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endosomal**-, no s'han relacionat amb I'acidosi tubular distal. No obstant, s'ha
descrit que la deficiencia de ATG5 (Autophagy protein 5) desencadena una
acidosi metabolica severa degut a una alteracié en l'estructura i la funcio
mitocondrial —organul indispensable per I'aminogenesi—>**. En els pacients
afectes d’'HFHNC, aquesta proteina es troba regulada positivament, el que
podria tractar-se d'un mecanisme compensatori enfront I'acidosi renal distal
incompleta que manifesten alguns dels pacients. Pel que fa a la proteina
RAB11A, associada a I'acidosi tubular distal i regulada positivament a la HFHNC
i als pacients amb progressié renal moderada, s’ha co-localitzat amb els
transportadors de Ca?* TRPV5 i TRPV6 en vesicules intracel-lulars properes a la
membrana plasmatica modulant negativament la presencia d'aquests a la
membrana cel-lular i disminuint-ne la reabsorcié cel-lular de Ca?* 3, Aixi doncs,
la regulacié negativa de RAB11A en els pacients amb progressid renal lenta
podria traduir-se en un augment en la presencia de TRPV5 i TRPV6 a la
membrana plasmatica de les céllules del tubul distal i, per tant, esser un
mecanisme compensatori per intentar reduir la pérdua urinaria massiva de Ca*.
De fet, un efecte compensatori similar ja s’havia observat en models animals
knock-down pel gen (Cldn76, en els que es va detectar un augment en
I'expressié de TRPV5 i altres transportadors de Ca®* i Mg?* 443, Seguint amb les
proteines altament relacionades amb el transport d'aquests dos cations
divalents, i amb la mateixa hipotesi de tractar-se de mecanismes compensatoris
enfront la perdua urinaria massiva de Ca®* i Mg?*, s'han identificat positivament
regulats els gens relacionats amb el transport de Mg?* —mutacions en els quals
desencadenen hipomagnesemia— SLC47A3 (Solute Carrier Family 471 Member
3), altament expressat a TCD>®, el FAMT11A (family with sequence similarity
7177 member A), del que es desconeix la funci6®®, i MAGTT (Magnesium
Transporter 1), que és un transportador de Mg?* que s'expressa de manera
ubiqua’®. Un altre transportador, en aquest cas de Ca?*, positivament regulat
en els pacients amb HFHNC és el SLC4A4 (Solute Carrier Family 4 Member 4).
Aquest canal s'ha relacionat amb el transport de Ca* durant la mineralitzacio

de I'enamel3®, Resulta important destacar aquesta regulacié ja que s’han descrit

196



DiscussIO

casos d'HFHNC amb malformacions a I'enamel’3 |, tot i que el context d'aquest
treball és a nivell renal, podria ser interessant estudiar I'estat del miR-30b-5p (el
miRNA que regula SLC4A4) a nivell sistemic o, directament els nivells
d'expressio del propi gen a nivell tissular. Altres transportadors inicialment
relacionats amb el transport de Ca®* i Mg?* i regulats positivament en els
pacients amb HFHNC, tot i que a la literatura es relacionin amb altres processos,
son el SLC4A1 (solute carrier family 4 member 1), el ATP6V1G2 (ATPase H*
Transporting V1 Subunit G2) i el ATP2B4 (ATPase Plasma Membrane Ca’*
Transporting 4 o PMCA4). Més concretament, el SLC4A1 i ATP6V1G2 estan
implicats en el metabolisme acid-base i es podrien relacionar més directament
amb l'acidosi tubular distal®**>*°, mentre que el PMCA4 que, en efecte, és un
transportador basolateral de Ca?* expressat a TCD, podria estar altament
relacionat amb la nefrocalcinosi, ja que extreu el Ca?* intracel-lular a l'interstici
renal>*!. Per Ultim, destacar la regulacié negativa de la CLDN4 (claudina-14), que
s'expressa a tubul distal i col-lector, en els pacients homozigots per la mutacié
p.G20D a CLDN179i, més concretament, en aquells amb una progressio de la
malaltia renal més severa. Aquest esdeveniment podria ser una conseqiiéncia
directa de la desestructuracio de I'epiteli tubular degut a la fibrosi renal i, en

consequéncia, un factor de mal pronostic renal.

Les dades generades a partir de l'analisi de I'expressié diferencial dels
miRNAs continguts en els uEVs de 20 pacients afectes d'HFHNC (i 6 individus
controls) poden explicar, parcialment, no només la fisiopatologia de la malaltia,
sind també aquelles vies de senyalitzacié cel-lular i processos biologics que
podrien participar en la divergéncia fenotipica dels pacients amb HFHNC, inclus
entre aquells que comparteixen la mutacié causant de la malaltia p.G20D a
CLDN179. Aixi doncs, aquestes dades podrien ser l'inici per la identificacié de
biomarcadors de pronostic de la HFHNC, aixi com per proporcionar noves
dianes terapeutiques que permetin modular la severitat de la malaltia i, en el

millor dels casos, curar-la.
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Resulta imprescindible relacionar els resultats obtinguts en I'estudi de gens
modificadors del fenotip amb els gens diana dels miRNAs diferencialment
expressats en funcio de la progressid de la malaltia renal. En aquest sentit, en
destaquen els gens RBM728 i ARHGEF18, pels que l'al-lel de referencia en
homozigosi de 2 SNVs es van associar a una progressio renal més lenta en el
total de pacients, i 1 amb la progressi6 més rapida de la malaltia renal en el
subgrup de pacients homozigots per la mutacié p.G20D a CLDON79 i que en
I'analisi d'expressié de miRNAs d'uEVs es van trobar regulats positivament en
els pacients amb progressié renal moderada i altament implicats en algun
procés biologic caracteristic de la HFHNC. Tot i que, els grups de pacients
comparats en ambdues aproximacions (genética i epigenética) no son
exactament els mateixos, ja que el grup de progressid rapida va ser exclos de
I'analisi d'expressid de miRNAs d'uEVs, la convergéncia dels resultats obtinguts
podrien suggerir una relacio entre la variant génica i la regulacid epigenética
de l'expressié d'aquests gens. No obstant, en cap dels 2 gens, les seqiiencies
MRE reconegudes pels miRNAs diferencialment expressats que els regulen,
coincideixen amb la localitzacié de la variant génica identificada®*, pel que, a
priori; no sembla haver-hi cap associacio entre les dades obtingudes mitjancant

les dues estratégies complementaries.

Es important mencionar que aquest treball no esta exempt de limitacions.
La naturalesa de I'estudi (retrospectiu i multicéntric) limita la disponibilitat total
de les dades dels pacients i que explica la manca d'informacié d'alguns d'ells,
aixi com el baix nombre d'individus inclosos a la cohort degut a la baixa
prevalenca de la malaltia. No obstant, és important esmentar que aquesta
cohort inclou la majoria de pacients espanyols amb coneixement de diagnostic
d'HFHNC. Per altra banda, com s’ha mencionat previament, el tipus d'analisi
bioestadistica realitzat amb les dades obtingudes de la sequenciacié dels
exomes es podria considerar una primera aproximacié, doncs es requereix una

analisi més detallada, en la que es contemplin les variants en heterozigosi i la
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combinacié de diverses variants géniques. Es a dir, que el que determini el
fenotip renal no sigui un Unic SNV en un gen, sind que sigui un haplotip
compost per diverses variants geniques —possiblement en heterozigosi- les que
estiguin associades a un fenotip renal concret. Pel que fa I'estudi d'expressid
dels miRNAs d'uEVs, I'absencia de pacients amb progressio renal rapida amb
els ronyons natius funcionals i, per tant, de mostres d’orina valides per aquest
analisi, impedeix la identificacié de factors epigenetics associats a un pronostic
renal més sever. Per altra banda, els UEVs, tot i ser possiblement la millor font
no invasiva d'informacié dels processos renals, son producte de l'activitat
cel-lular del conjunt de cél-lules renals, aixi com de la resta de constituents de
I'aparell urinari. Per aquest motiu, no és possible coneixer I'origen dels uEVs —i,
per tant, del seu contingut—, essent un possible biaix no controlat en I'estudi.
Per finalitzar, és important destacar que treballar amb miRNAs, tot i que I'estudi
d'aquests ha augmentat molt en els Ultims anys, complica substancialment
I'analisi de les dades, ja que la identificacié6 dels mRNAs diana d'aquests és

possiblement, en alguns casos, poc acurada.

Pel que fa la translacio de les dades obtingudes en aquesta tesi a la practica
clinica, és cert que, amb les eines terapeutiques actualment disponibles,
identificar els pacients afectes d'HFHNC que progressaran més o menys
rapidament cap a la fallida renal, és quelcom important, pero insuficient per
introduir un canvi en el seguiment dels pacients. No obstant, aquest treball
proporciona, no només eines per estratificar els pacients, sind que també un
augment en el coneixement de la fisiopatologia i possibles dianes
terapeutiques. Concretament, I'estudi dels gens modificadors del fenotip, a més
de permetre identificar biomarcadors genétics de pronostic, permet determinar
els processos implicats en la divergencia fenotipica. Més enlla de considerar els
gens on es localitzen les SNVs com a dianes terapéutiques, amb I'estudi dels
mecanismes cel-lulars i biologics en que les variants en aquests gens incideixen

en la progressi®é de la malaltia, es podrien identificar altres molécules
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downstream d’aquests amb una accié més directa i focalitzada en la modulacid
del fenotip renal. Per altra banda, la identificacid, mitjangant I'estudi dels factors
epigenétics, dels mecanismes fisiopatogenics —desconeguts fins el moment- i
les seves implicacions en I'evolucié de la malaltia son d'especial rellevancia a
I'hora de d'incrementar el coneixement de la HFHNC i, per tant, cercar dianes
terapéutiques curatives, i no pal-liatives o de suport. Es podria deduir que els
mecanismes que involucren el transport de Ca%* i Mg?* (i possiblement d'altres
ions) i l'equilibri acid-base podrien ser esdeveniments adaptatius o
compensatoris per tal de minimitzar la pérdua urinaria d'ambdds cations i, per
tant, mecanismes de caire protector, pel que possiblement, I'objectiu d'una
terapia amb aquestes dianes hauria de consistir en una estimulacié d'aquests i
no un bloqueig farmacologic. No obstant, els mecanismes fisiopatologics
identificats i relacionats amb la fibrosi renal, la cristal-litzacio i la disfuncio de les
T) com a tal, amb les seves conseqiliéncies en la senyalitzacié i polaritzacié
cellular, es podrien interpretar com a mecanismes fisiopatogénics de lesid

renal, essent processos biologics amb potencial com a diana terapéutica.

Per Ultim, esmentar que el treball presentat en aquesta tesi configura l'inici
de I'estudi de la HFHNC i que, és imprescindible validar els resultats obtinguts
dels pacients inclosos en aquesta primera cohort de descobriment en una de
nova i independent. Pel que fa a les variants geniques moduladores del fenotip,
seria interessant determinar si les hipotesis establertes a partir dels resultats
obtinguts sén certes i estudiar els mecanismes subjacents pels que aquestes
variants geniques podrien modificar el curs de la malaltia renal. A més, també
resultaria adient realitzar un estudi longitudinal dels nivells d'expressié dels
miRNAs d'uEVs en els pacients inclosos en la primera cohort d'estudi per tal de
confirmar que les troballes sén mantingudes en el temps i no conseqliéncia
d‘altres factors presents en l'individu en el moment de la recollida de I'orina en
I'estudi. A més, per tal de realitzar una translacio de I'ds dels miRNAs dels uEVs

com a biomarcadors de la malaltia i de la progressid d'aquesta d'aquests
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resultats a la practica clinica, és indispensable optimitzar una técnica més
rapida, directa i senzilla per aillar els uEVs i determinar els nivells d’expressio
dels possibles biomarcadors. En paral-lel, també pot ser interessant generar un
model cel-lular (o inclis, animal) de la HFHNC amb la finalitat, no només de
corroborar algunes de les troballes identificades en les mostres biologiques,
sind per testar farmacs que poguessin corretgir alguns defectes cel-lulars
conseqlients al defecte de la claudina-16 o -19 i, per tant, modular d‘alguna

manera |'evolucié de la malaltia i, en el millor dels casos, curar-la.
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CONCLUSIONS

Les principals conclusions derivades del treball descrit en aquesta tesi son:

—_

. La cohort d'estudi corrobora la variabilitat en la progressié de la malaltia

renal en els pacients amb HFHNC.

2. Per primera vegada, en aquest treball s’han observat que els nivells de PTH
serica al diagnostic clinic correlaciona amb una pitjor evolucié de la malaltia

renal i, per tant, podria ser un biomarcador pronostic.

3. No hi ha relacid entre la severitat de les afectacions renals i la presencia

d’anomalies oculars en els pacients amb mutacions al gen CLON79.

4. La seqlenciacio dels exomes dels pacients afectes d'HFHNC ha permes
identificar 45 SNVs en homozigosi associades amb la progressio rapida o
lenta de la malaltia renal. D’entre aquestes, per la funcié fisiologica dels gens

on es localitzen, en destaquen la rs11207827 (a PAT)) i1ars1050171 (a £GFR).

5. EI metode per laillament d'uEVs establert mitjancant centrifugacio
diferencial és eficient i el perfil de miRNAs continguts és independent al

metode d'extraccido d'RNA.

6. Aparentment, els pacients afectes d’'HFHNC secreten menys uEVs que els

individus control.

7. Les dades generades a partir de l'analisi de I'expressio diferencial dels
miRNAs continguts als uEVs de pacients afectes d'HFHNC i controls poden
explicar, parcialment, la fisiopatologia de la malaltia aixi com determinar les
vies de senyalitzacio cel-lular i processos biologics que podrien participar en
la divergencia fenotipica dels pacients amb HFHNC, inclus entre aquells que

comparteixen la mutacié causant de la malaltia p.G20D a CLDN179.
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8. L'analisi per biologia de sistemes, ha permes determinar que la fibrosi renal,
el transport de Ca?* i Mg?* i, en menys mesura, |'estrés de RE i l'acidosi
tubular distal son els processos biologics ens els que els mRNAs diana dels

miRNAs diferencialment expressats hi tenen un major implicacio.

9. Les dades obtingudes en aquest treball permetran identificar biomarcadors
de progressié de la HFHNC, aixi com noves dianes terapeutiques per

modular la severitat de la malaltia i, en el millor dels casos, curar-la.
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Annex 1. Certificat d’aprovacio del projecte pel Comité étic d'investigacio clinica.

ID-RTF080
Vall d'Hebron Pg. Vall d’Hebron, 118-129
Hospital 08035 Barcelona

Tel. 93 489 3891
Fax 93 489 4180

ceic@vhir.org

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLIiNICA Y COMISION DE
PROYECTOS DE INVESTIGACION DEL HOSPITAL UNIVERSITARI VALL
D’HEBRON

Dofia Mireia Navarro, Secretaria del COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
CON MEDICAMENTOS del Hospital Universitari Vall d’'Hebron,

CERTIFICA

Que el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Universitario Vall d’Hebron, en
el cual la Comision de proyectos de investigacion esta integrada, se reunié en sesion
ordinaria n° 244 el pasado 18 de marzo de 2016 y evaluo el proyecto de investigacion
PR(AMI)280/2015 presentado con fecha 01/09/2015, titulado “Ultrasecuenciacion de
mRNA y microRNAs en exosomas de pacientes con Hipomagnesemia hipercalciuria y
nefrocalcinosis familiar con mutaciones identificadas en el gen CLDN19” que tiene
como investigador principal a la Dra. Gema Ariceta Iraola del Servicio de Nefrologia

Pediatrica de nuestro Centro.

Y que tras emitir un informe aprobado condicionado en dicha reunion y evaluar la
documentaciénrecibida posteriormente en respuesta a este informe
El resultado de la evaluacién fue el siguiente:

DICTAMEN FAVORABLE

El Comité tanto en su composicion como en los PNT cumple con las normas de BPC
(CPMP/ICH/135/95) y con el Real Decreto 1090/2015, y su composicion actual es la
siguiente:

Presidenta: Gallego Melcon, Soledad. Médico

Vicepresidente: Segarra Sarries, Joan. Abogado
Secretaria:  Navarro Sebastian, Mireia. Quimica

Institut Catala Hospital Universitari Vall d’'Hebron
de la Salut Universitat Autdnoma de Barcelona
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Vall d'Hebron
Hospital
Vocales: Armadans Gil, Lluis. Médico

Azpiroz Vidaur, Fernando. Médico

Balasso, Valentina. Médico

Cucurull Folguera, Esther. Médico Farmacologa

Latorre Arteche, Francisco. Médico

De Torres Ramirez, Inés M. Médico

Fernandez Liz, Eladio. Farmacéuticode Atencién Primaria
Ferreira Gonzalez, Ignacio. Médico

Fuentelsaz Gallego, Carmen. Diplomada Enfermeria
Fuentes Camps, Inmaculada. Médico Farmacologa
Guardia Masso, Jaume. Médico

Joshi Jubert, Nayana. Medico

Hortal Ibarra, Juan Carlos. Profesor de Universidad de Derecho
Montoro Ronsano, J. Bruno. Farmacéutico Hospital
Rodriguez Gallego, Alexis. Médico Farmacdélogo

Sanchez Raya, Judith. Médico

Solé Orsola, Marta. Diplomada Enfermeria

Sufié Martin, Pilar. Farmacéutica Hospital

Vargas Blasco, Victor, Médico

En dicha reunion del Comité Etico de Investigacion Clinica se cumplio el quérum
preceptivo legalmente.

En el caso de que se evalue algun proyecto del que un miembro sea
investigador/colaborador, éste se ausentara de la reunion durante la discusion del
proyecto.

Lo que firmo en Barcelonaa 1 de Abril de 2016

Firmac
Nombr

MIREIA NAVARRO 2
SEBASTIAN T

Fechs: 2016.04.01 15:40:47 +02'00

mente por MIRELS NAVARRD SEBASTIAN
oc

Sra. Mireia Navarro

Secretaria CElm
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Annex 2. Document d’informacié al pacient i consentiments informats dissenyats per la
inclusio dels individus a I'estudi.

Informacidn al paciente para un estudio
con muestras bioldgicas

Proyecto de investigacion titulado “Ultrasecuenciacion de mRNA y microRNAs en
exosomas de pacientes con Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar
con mutaciones identificadas en el gen CLDN19.”

Investigador principal Dra. M2 Gema Ariceta Iraola; Servicio Nefrologia pediatrica
Promotor: proyecto financiado por el Fondo de Investigacion Sanitaria_FIS

Objetivos:

Le solicitamos su participacion en este proyecto de investigacion cuyo objetivo principal
es profundizar en el conocimiento de factores genéticos y epigenéticos que puedan
influir en la enfermedad Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar.

Beneficios:

Es posible que de su participacion en este estudio no se obtenga un beneficio directo.
Sin embargo, la identificacion de posibles factores relacionados con la
Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar podria beneficiar en un futuro
a otros pacientes que la sufren y contribuir a un mejor conocimiento y tratamiento de
esta enfermedad.

El ADN es un elemento que esta presente en todas sus células, porque lo ha recibido
de sus padres y lleva un codigo en forma de “genes” que determina sus caracteristicas
fisicas personales, como el color de ojos, de piel, etc. Las diferencias entre unas
personas y otras nos pueden ayudar a explicar por qué algunas desarrollan unas
enfermedades y otras no.

Procedimientos del estudio:

Si decide participar, se le realizar4 una historia clinica y una exploracion fisica detallada,
se le extraera un tubo adicional de sangre (volumen en funcién del peso del paciente)
y se le recogerd una muestra de orina (50mL).

Molestias y posibles riesgos:

La toma de muestras de sangre le puede provocar una sensacion de ardor en el punto
en el que se introduce la aguja en la piel y ocasionar un pequefio hematoma o una leve
infeccion que desaparece en pocos dias. Mas raramente puede aparecer mareo en el
momento de la extraccion de sangre.

Lugar de realizacion del analisis:
Las muestras bioldgicas se enviaran al laboratorio de Fisiopatologia renal - CIBBIM, del
Vall d’'Hebron Institut de Recerca, donde se analizaran.

Proteccion de datos personales:

De acuerdo con la Ley 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal, los datos
personales que se obtengan seran los necesarios para cubrir los fines del estudio. En
ninguno de los informes del estudio aparecera su nombre, y su identidad no sera
revelada a persona alguna salvo para cumplir con los fines del estudio, y en el caso de
urgencia médica o requerimiento legal. Cualquier informacion de caracter personal que
pueda ser identificable sera conservada por métodos informaticos en condiciones de
seguridad por la Dra. M® Gema Ariceta Iraola. El acceso a dicha informacién quedara
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restringido al personal del servicio de pediatria, designado al efecto o a otro personal
autorizado que estara obligado a mantener la confidencialidad de la informacién.

De acuerdo con la ley vigente, tiene usted derecho al acceso de sus datos personales;
asimismo, y si esta justificado, tiene derecho a su rectificacion y cancelacion. Si asi lo
desea, debera solicitarlo al médico que le atiende en este estudio.

Implicaciones de la informacién obtenida en el estudio:

Si decide participar en el estudio, es posible que en el andlisis de sus muestras
biolégicas se obtenga informacion relevante para su salud o la de su familia. De acuerdo
con la legislacion vigente, tiene derecho a ser informado de los datos genéticos que se
obtengan en el curso del estudio. Esta informacion se le comunicard si lo desea; en el
caso de que prefiera no ser informado, su decisién se respetara.

Si quiere conocer los datos genéticos relevantes para su salud que se obtengan,
informese a través de su médico sobre las implicaciones que esta informacion puede
tener para su persona y su familia. Esta informacién se le comunicarda si lo desea; en el
caso de que prefiera no ser informado, su decision se respetara.

Uso futuro de las muestras:

Ademas, le pedimos su consentimiento para que autorice al investigador a almacenar
Su muestra para realizar otros estudios genéticos relacionados con la enfermedad
Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar. Si autoriza que el material
biologico obtenido se utilice en estas investigaciones, sus datos se mantendran
codificados a fin de garantizar la confidencialidad en su utilizacién, tal como prevé la
legislacion vigente.

Las muestras obtenidas se almacenaran en el Biobanco del Hospital Universitario Vall
d’Hebron (Biobanco HUVH) y el responsable de las mismas sera la Dra. G Ariceta del
Servicio de pediatria.

Su muestra sélo se utilizara en proyectos de investigacion aprobados por el Comité de
Etica de la Investigacion del Hospital.

Si necesita mas informacién sobre este estudio puede contactar con el investigador
responsable, la Dra. M® Gema Ariceta Iraola del Servicio de Nefrologia pediatrica. Tel.
934893082.

Derecho de revocacidn del consentimiento:

Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si decide no participar recibira
todos los cuidados médicos que necesite y la relacién con el equipo médico que le
atiende no se verd afectada.

Si cambia de opinién después de dar sangre para el estudio genético, puede pedir que

se destruya su muestra de ADN; para ello puede contactar con la Dra. M® Gema Ariceta
Iraola del Servicio de Nefrologia pediatrica.
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Consentimiento para el estudio con muestras biol6gicas codificadas
de pacientes menores de 12 afios

Titulo del estudio: Ultrasecuenciacion de mRNA y microRNAs en exosomas de pacientes con
Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar con mutaciones identificadas en el gen
CLDN19.

Yo (nombre y apellidos del padre, madre o tutor legal)
como padre, madre o

tutor de (nombre y apellidos del participante)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con: (nombre del investigador).

Comprendo que la participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: [0 DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda
realizarse el estudio sobre posibles factores genéticos relacionados con la enfermedad
hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar en mi muestra de ADN.

Punto 2: [0 DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi
muestra de ADN se almacene para utilizarla en otros estudios sobre factores genéticos
relacionados con la enfermedad hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis
familiar. Mi sangre y mis muestras de ADN se identificaradn con un nimero codificado,
y mi identidad se mantendra en secreto.

Fechay firma Fechay firma
del padre, madre o tutor del investigador
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Consentimiento para el estudio con muestras bioldgicas codificadas
de pacientes de 12 a 18 afios

Titulo del estudio: Ultrasecuenciacion de mRNA y microRNAs en exosomas de pacientes con
Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar con mutaciones identificadas en el gen
CLDN19.

Yo (nombre y apellidos del participante),
En presencia de mis padres o representantes legales,

(nombre y apellidos del padre, madre o representante legal)

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con: (nombre del investigador).

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: [0 DOY [ NO DOY miconsentimiento voluntariamente para que pueda
realizarse el estudio sobre posibles factores genéticos relacionados con la enfermedad
hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar en mi muestra de ADN.

Punto 2: [0 DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi
muestra de ADN se almacene para utilizarla en otros estudios sobre factores genéticos
relacionados con la enfermedad hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis
familiar. Mi sangre y mis muestras de ADN se identificaran con un nimero codificado,
y mi identidad se mantendra en secreto.

Fechay firma Fechay firma Fechay firma
del participante del padre, madre o tutor del investigador
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Consentimiento para el estudio con muestras bioldgicas codificadas
de pacientes mayores de 18 afios

Titulo del estudio: Ultrasecuenciacion de mRNA y microRNAs en exosomas de pacientes con
Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar con mutaciones identificadas en el gen
CLDN19.

Yo (nombre y apellidos del participante),

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He hablado con: (nombre del investigador).

Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1. Cuando quiera
2. Sin tener que dar explicaciones
3. Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos

Punto 1: [0 DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que pueda
realizarse el estudio sobre posibles factores genéticos relacionados con la enfermedad
hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar en mi muestra de ADN.

Punto 2: [0 DOY [ NO DOY mi consentimiento voluntariamente para que mi
muestra de ADN se almacene para utilizarla en otros estudios sobre factores genéticos
relacionados con la enfermedad hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis
familiar. Mi sangre y mis muestras de ADN se identificaran con un nimero codificado,
y mi identidad se mantendra en secreto.

Fechay firma Fechay firma
del participante del investigador
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Annex 3. Documentacié preparada per sol-licitar la inclusié d’individus en I'estudi.

e Vall d'Hebron
Hospital

Vall d'Hebron

Institut de Recerca

ESTUDIO GENETICO-MOLECULAR DE LA HIPOMAGNESEMIA FAMILIAR CON
HIPERCALCIURIA Y NEFROCALCINOSIS (HFHNC). SOLICITUD DE COLABORACION

Apreciado compafiero/a,

Como probablemente ya conoces, en el grupo de Fisiopatologia Renal del Instituto de
Investigacidn de nuestro hospital (Vall d’Hebron Institut de Recerca —VHIR-) estamos trabajando
en un proyecto titulado "Ultrasecuenciacion de mRNA y microRNAs en exosomas de pacientes
con Hipomagnesemia hipercalciuria y nefrocalcinosis familiar con mutaciones identificadas en
el gen CLDN19" liderado por la Dra. Gema Ariceta y la Dra. Anna Meseguer, y que esta
englobado dentro del proyecto Renaltube (www.renaltube.com)

Se trata de un proyecto de investigacion financiado tanto por el Instituto de Salud Carlos Il (FIS
FI14_01107) como parcialmente por HIPOFAM (www.hipofam.org) , la asociacién de pacientes
con hipomagnesemia familiar, que fomenta y apoya activamente la investigacién en su
enfermedad.

Este proyecto tiene como objetivo dilucidar qué mecanismos pueden modular la expresion
clinica y la progresién de la hipomagnesemia familiar con hipercalciuria y nefrocalcinosis
(HFHNC) en pacientes con diagnéstico genético confirmado. Entre las pruebas que realizaremos
se incluye la secuenciacion de genes potencialmente modificadores del fenotipo y el andlisis de
expresion de microRNAs en exosomas urinarios y circulantes en suero. De un modo simple
queremos comparar pacientes con historia de progresién a la enfermedad renal crénica rapida
0 severa con otros con afectacidn lenta o menos grave, incluyendo trasplantados renales o no
trasplantados, y también pacientes con o sin afectacidn ocular. Para ello analizaremos distintos
factores genéticos y marcadores en muestras de sangre, en suero y orina, de modo transversal.
Asi mismo nos gustaria estudiar algunos pacientes controles sanos, sin la enfermedad, pero con
una dotacidn genética similar, por lo que estamos interesados en estudiar a los hermanos no
afectos de los pacientes, en el caso de que fueraposible.

Debido que se trata de una enfermedad rara o minoritaria, se precisa del mayor nimero posible
de pacientes, y también controles, para obtener unos resultados robustos. Por ello, solicitamos
tu colaboracién en reclutar pacientes para el estudio y para la obtencidn de muestras, que
esperamos puedas combinar con las extracciones que necesitan estos pacientes en su control
clinico.

Hospital Universitari Vall d’"Hebron Passeig Vall d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf: 934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200
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—, Vall d'Hebron
Hospital ...

Vall d'Hebron

Institut de Recerca

Intentaremos facilitar en lo posible este proceso encargandonos de la logistica de la recogida
de muestras en tu propio centro y de su transporte, que sera libre de coste. Asi mismo y para
facilitar el envio hemos comprobado la eficacia de estudiar las muestras procesadas a
temperatura ambiente, si bien es deseable que se envien lo antes posible.

Una diferencia importante en el caso de los pacientes trasplantados es que no vamos a recoger
orina (la expresién de microRNAs no corresponde al propio individuo), sino Unicamente
muestras de sangre y suero. En el resto de los pacientes y también en los controles sanos, si
precisamos orina (puede corresponder a orina que se recoja el mismo dia de la consulta o en
domicilio el dia previo), aunque el volumen necesario es elevado (la razén es que la cantidad de
exosomas que se pueden obtener en orinas tan diluidas como las que presentan estos pacientes
es muy baja).

éQuién puede incluirse en el estudio y que documentos y muestras bioldgicas son
necesarias?

La inclusion del paciente al ESTUDIO GENETICO-MOLECULAR DE LA HIPOMAGNESEMIA
FAMILIAR CON HIPERCALCIURIA Y NEFROCALCINOSIS requiere del_diagnéstico genético
confirmado de HFHNC y de los siguientes documentos:

1) documento de_Consentimiento Informado del paciente o de sus tutores, y del

documento de Asentimiento para los pacientes entre los 12-18 afios de edad.

2) copia del documento con el diagndstico genético del paciente

3) una ficha sencilla de informacion clinica del paciente, que se detalla en el Anexo 2

4) enlo posible (no es indispensable), una copia impresa de los datos del paciente en la
plataforma RenalTube (si tiene mas de un control, una copia de cada uno de ellos)

5) una copia del ultimo control analitico con el tratamiento actual del paciente. Si ademas
nos pudieras facilitar un breve informe sobre el estado clinico del paciente, te
estariamos muy agradecidos, aunque no es indispensable.

6) el material bioldgico necesario para llevar a cabo el estudio se obtendra a partir de
muestras de sangre y orina de los pacientes, tal y como se especifica en el Anexo 1.

En el caso de que fuera UN CONTROL SANO, uUnicamente solicitamos que nos envies los
documentos de consentimiento informado /asentimiento, asi como una copia de su analitica.

Es preferible que nos informes con 3 dias de antelacién antes de la obtencion de las muestras
para poder gestionar el envio de las muestras por mensajeria y enviarte nuevamente unacopia

Hospital Universitari Vall d’"Hebron Passeig Vall d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf:934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200
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de los documentos de Consentimiento Informado y Asentimiento, y la Ficha de informacion
clinica por correo electrénico. No obstante si no hubieras podido contactar antes, lldmanos por
favor cuanto obtengas las muestras y agilizaremos la recogida de las mismas.

El protocolo de recogida de las muestras serd el siguiente:

1. Auvisar preferiblemente 3 dias antes de la extraccion de muestras a las personas de contacto
en el VHIR. La persona a contactar es Moénica Valls Tel. 93 274 62 00 e-mail:
monica.vall@vhir.org . No obstante, ante cualquier duda o falta de respuesta, contactar

siempre con alguna de las otras dos investigadoras.

2. Facilitarnombre, teléfonoylocalizaciondelapersonaqueentregaralasmuestrasalmensajero.

3. Extraccion y procesamiento de las muestras de sangre y recogida de la orina segun el
protocolo indicado en el Anexo 1.

4. Guardar las muestras a 42C (EN NEVERA NO EN CONGELADOR) hasta la llegada del
mensajero.

5. Recogida de los datos clinicos y cumplimentacion de la Ficha de informacidn clinica (Anexo 2).
Impresion de los datos del paciente desde la plataforma RenalTube.

6. El mismo dia de la obtencidn de las muestras, el centro proveedor recibira un mensajero con
el contenedor adecuado para el transporte de las mismas a 4°C.

7. Alallegada del mensajero, introducir las muestras de sangre, suero y orina en el contenedor
para que el envio de vuelta al VHIR se realice de formainmediata.

- Qué debera incluir el paquete de envio:

Consentimiento/Asentimiento informado debidamente rellenado y firmado.
1 tubo de sangre con EDTA (especificaciones detalladas en el anexo 1).

1 tubo de suero (especificaciones detalladas en el anexo 1).

5 botes de 100mL de orina (minimo 3) (especificaciones detalladas en el anexo 1).
Ficha de informacidn clinica completa (Anexo 2).

Impresion de la ficha del paciente de la plataforma RenalTube (diagnéstico y
seguimiento) (no en los controles)

SN NN NN

v" Ultimo control analitico y el tratamiento actual del paciente.

Las muestras se recibirdn en el laboratorio de Fisiopatologia Renal del Vall d’Hebron Institut de
Recerca, cuya direccidn ya figurard en la caja que os haremos llegar.

Hospital Universitari Vall d’"Hebron Passeig Vall d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf:934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200

251



ANNEXOS

e Vall d'Hebron

Vall d'Hebron

Institut de Recerca

Monica Vall Palomar
Vall d’Hebron Institut de Recerca
Edifici Mediterrania
Planta 1, Laboratorio 116 — 117
Paseo Vall d’"Hebron, 119-129
08035 BARCELONA

Estamos a tu disposicidn para cualquier consulta o aclaracion.

Muchas gracias por tu colaboracion y esperamos obtener resultados importantes para el
conocimiento de esta enfermedad, que permitan avanzar en su tratamiento.

Recibe un cordial saludo,

Dra. Gema Ariceta Dra. Anna Meseguer
Jefa de Servicio de Nefrologia Pediatrica Jefa de grupo de Fisiopatologia Renal
Hospital Vall d’"Hebron CIBBIM Nanomedicina
Passeig Vall d’"Hebron, 119-129 Vall d’"Hebron Institut de Recerca
08035 Barcelona Passeig Vall d’Hebron, 119-129
Tel. 93 489 3082 08035 Barcelona
E-mail: gariceta@vhebron.net Tel. 93 489 4061

E-mail: ana.meseguer@vhir.org

Monica Vall Palomar
Vall d’Hebron Institut de Recerca
Passeig Vall d’'Hebron, 119-129
08035 Barcelona
Tel. 93 274 62 00
E-mail: monica.vall@vhir.org

Hospital Universitari Vall d’'Hebron Passeig Vall d’"Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf: 934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200
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ANEXO 1: Recogida de muestras bioldgicas

- Qué muestras deben ser recogidas: g_ '

v" ORINA: 500mL = 5 botes de tapa roja de 100mLllenos.
(Minimo 300mL: 3 botes)

A Comprobar que los botes estan correctamente cerrados

La orina se mantendra en nevera a 42C —no congelada- hasta que
llegue el mensajero, pero puede haberse recogido a temperatura
ambiente el mismo dia de la consulta o el dia previo. Es importante
detallar que la pérdida de orina en algunas micciones no invalida la

muestra ya que lo importante es que el volumen total sea el indicado)

v SANGRE: volumen en funcién del peso del paciente.
o 1TuUBO CON EDTA:

e <10Kg: 2-4mL desangre
e 10-20Kg: 4mL de sangre
e >20Kg: 4-8 mL de sangre

o 1T1UBO CON GEL SEPARADOR: [vacutainer tapén ORO] para obtencién de suero.

e <10Kg: 2-4mL desangre
e 10-20Kg: 4mL de sangre
e >20Kg: 4-8 mL de sangre

&

L

.
&

P

e

IMPORTANTE: tras la extraccidn se debera centrifugar el tubo durante

15 minutos a 1.500 x g a temperatura ambiente y traspasar el suero
(fase superior) a un tubo nuevo sin conservantes.

GUARDAR A 42C HASTA REALIZAR EL ENVIO EL MISMO DIA DE LA EXTRACCION

NO CONGELAR !!!

Hospital Universitari Vall d’"Hebron

Passeig Vall d’"Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf: 934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca

932746200
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ANEXO 2: Ficha de informacion clinica

Marcar con una X las casillas correspondientes y rellenar los campos marcados con una linea.

© INICIALES del paciente y nimero de historia clinica:

e Sexo del paciente: [OHombre O Mujer

e Fecha de nacimiento: Peso actual Tallaactual

o (Tiene algun familiar afectado de HFHNC?:  [JSi. Especificar: O No
e Fecha de diagndstico de HFHNC: [ No afecto es un controlsano
e iHa precisado didlisis?:  [1Si. Fecha de inicio: O No

o iHa precisado trasplante renal?: [ISi. Fecha: O No

e iHa tenido mas de un tiempo de didlisis o trasplante renal? [ISi. Fechas: O No
e iHa sido ingresado por infecciones urinarias )? [ISi. (Indique nimero: O No

® ¢ Presenta alguin tipo de afectacion ocular? OJ No [ISi.

Especificar:

Evolucion de la creatinina anual y del filtrado glomerular (FG) desde el diagndstico: (indique con

una D si precisd dialisis, y con Tx si recibié un trasplante renal)

Método de calculo usado: [ Ccr (Aclaramientode creatinina) [ eGFR (glomerular filtrationrate)

Al ler 20 3er 42 5¢ 62 72 82 92 10¢

diagndstico afio afio afio afio afio afio afio afio afio afio

Cr mg/dL

FG

Si hay mas afios de seguimiento, anotar los datos correspondientes.

Hospital Universitari Vall d’Hebron Passeig Vall d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf:934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200
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ANEXO 2: Ficha de informacion clinica

Marcar con una X las casillas correspondientes y rellenar los campos marcados con una linea.

© INICIALES del paciente y nimero de historia clinica:

eSexo del paciente: [OHombre [ Mujer

e Fecha de nacimiento: Peso actual Tallaactual

o iTiene algun familiar afectado de HFHNC?:  [1Si. Especificar: O No
e Fecha de diagndstico de HFHNC: O No afecto es un controlsano
e iHa precisado didlisis?:  [1Si. Fecha de inicio: O No

e iHa precisado trasplante renal?: [ISi. Fecha: O No

e iHa tenido mas de un tiempo de didlisis o trasplante renal? [ISi. Fechas: O No
e iHa sido ingresado por infecciones urinarias )? [JSi. (Indique nimero: O No

e ¢ Presenta algun tipo de afectacion ocular? 0 No [ISi.

Especificar:

Evolucion de la creatinina anual y del filtrado glomerular (FG) desde el diagndstico: (indique con

una D si preciso dialisis, y con Tx si recibié un trasplante renal)

Método de calculo usado: [ Ccr (Aclaramientode creatinina) 1 eGFR (glomerular filtrationrate)

Al ler 20 3er 40 59 62 79 82 92 102

diagndstico afio afio afio afio afio afio afio afio afio afio

Cr mg/dL

FG

Si hay mas afios de seguimiento, anotar los datos correspondientes.

Hospital Universitari Vall d’Hebron Passeig Vall d’Hebron 119-129, 08035 Barcelona. Telf:934893000
Vall d’Hebron Institut de Recerca 932746200
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ABSTRACT

Background: Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis
(FHHNC) is a rare tubulopathy caused by mutations in CLON76 or CLDN79 genes.
Patients develop hypomagnesemia, hypercalciuria, nephrocalcinosis and end-stage
kidney disease (ESKD) early in life. Patients with CLON79 mutations may also have ocular
abnormalities. Despite clinical variability, factors associated renal function (RF)
progression and other disease features, especially in patients with CLDN79 mutations,
have not been addressed.

Methods: Retrospective multicenter study of 30 genetically confirmed FHHNC Spanish
patients. We analyzed RF evolution considering CKD 3-free survival and annual
estimated glomerular filtration rate (eGFR) decline to identify factors associated with
different phenotypes.

Results: From thirty patients, 27 had mutations in the CLON79 gene (20 homozygous
for p.G20D mutation) and 3 in the CLON76. Age at diagnosis was 1.71 (0.67 — 6.04) years
and follow-up time 8.34+4.30 years. No differences in CKD 3-free survival according to
CLDN179 mutation (p.G20D homozygous vs. other mutations) or gender were found,
although female seemed to progress faster than men. At diagnosis, we observed higher
PTH levels in patients with more pronounced eGFR decline afterwards than those with
long-term stable RF, despite similar initial eGFR. Approximately 60% CLDN79 patients
associated ocular abnormalities. Further, we confirmed a high phenotypic intrafamilial
variability.

Conclusions: In a contemporary cohort of FHHNC patients with CLDN79 mutations,
females seemed to progress faster to CKD-3 than men. Increased PTH levels at baseline
may indicate more severe renal course. There was a high phenotype variability among
patients with CLDN79 mutations, and RF outcome even in siblings.

Key words: FHHNC, CLDN 79, renal function (RF), hypomagnesemia
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INTRODUCTION

Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) is a rare
autosomal recessive tubulopathy (prevalence <1/1.000.000), characterized by renal Mg?*
and Ca’* wasting, bilateral nephrocalcinosis and progressive chronic kidney disease
(CKD) [1]. FHHNC can be caused by mutations in either CLON76[2] (OMIM#248250) or
CLDN79 [3] (OMIM#248190) genes, which encode claudin-16 and claudin-19
respectively. Both proteins are co-expressed in the tight junction of the thick ascending
limb of Henle's loop. They form a cation paracellular selective barrier that induces NaCl
concentration gradient and a lumen-positive transepithelial voltage driving Ca?* and
Mg?* reabsorption [4]. Loss-of-function mutations lead to urinary waste of Ca®* and
Mg?*, resulting in hypomagnesemia, hypercalciuria and nephrocalcinosis [2, 3]. Other
common clinical manifestations are polyuria-polydipsia, recurrent urinary tract infections
(UTI), hypocitraturia, nephrolithiasis and, sometimes, incomplete distal tubular acidosis
with persistent hypercalciuria and hypermagnesuria even after correction of acidosis [1,
5-8]. No differences in renal manifestations have been described between patients
affected by mutations in these two genes. However, as CLDN79 gene is also expressed
in the retinal epithelilum, patients with CLDN79 mutations may also develop severe
ocular impairment including colobomata, significant myopia, nystagmus and a
characteristic retinal lesion or dysplasia involving macula [3]. Only mild ocular
abnormalities have been described in a minority of patients with CLDN 76 mutations [7-9].

To date, at least 69 different mutations have been reported in CLDN76 whereas only 22
in CLDNT79 [10]. For CLDN76 mutations, a genotype-phenotype correlation was
established in 71 patients: those with complete loss-of-function mutations in both alleles
exhibited an earlier clinical onset and a faster CKD progression compared with patients
with at least one partial-function mutation [11]. As for CLON79 mutations, no genotype-
phenotype relationship has been reported. Conversely, there are evidences of
phenotypic variability among patients sharing the p.G20D (c.59G>A) mutation in
CLDN19 gene. This mutation (Spanish/Hispanic mutation) is highly prevalent in the

South of Europe due to a common founder ancestor [6, 12].

Although there are numerous reports on FHHNC evolution in patients with CLON76
mutations [1, 6, 8, 9, 12-15], those on CLDN79 patients are fewer [3, 6, 12, 15-19].
Reported FHHNC patients exhibited some stage of CKD at diagnosis and progressed
invariably to end stage kidney disease (ESKD).

In this study we describe the renal and ocular features in a contemporary Spanish cohort
of 30 FHHNC patients with confirmed genetic diagnosis. We mean to update the clinical
FHHNC knowledge, to assess gender differences on disease progression and to explore
putative phenotype-genotype relationship among patients.
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MATERIAL AND METHODS

Patients

We conducted an observational study by collecting clinical and biochemical data, at
diagnosis and at different time points during follow-up in 30 individuals with genetically
confirmed FHHNC All patients attended follow-up care in 12 different hospitals in Spain
and were treated according to care standards. Data was either provided by the
nephrologist in charge or collected from the RenalTube Network database [20] and
retrospectively analyzed. Regarding the last follow-up data, only patients who did not
need renal replacement therapy were considered. Data of some patients had been
previously reported [6, 19].

We assessed patient growth by adjusted Z-score estimation using reference growth
charts from Spanish pediatric population (Z= (length of patient/mean length of
population by age)/Length Standard Deviation of population by age) [21].

Genetics

All patients had been previously diagnosed with FHHNC through exonic sequencing of
CLDN176 and/or CLDN7916, 19]. In 2 siblings, only one mutation was identified. Overall,
3 patients (2 families) were diagnosed with pathogenic variants in CLDN76 gene while
the remaining 27 patients in CLDN'79 gene. From those, 74% (n=20) were homozygous
for the p.G20D mutation while the others were heterozygous or presented other variants
in CLDN79gene (Figure 1).

Renal function calculation and glomerular filtration rate decline estimation

eGFR was calculated using the modified Schwartz formula for children [22] and the
Chronic Kidney Disease-Epidemiology Collaboration (CKD-EPI) formula for adults [23].
To address disease evolution, patients were classified in 3 groups according to eGFR
slopes as follows (Table 1): fast-renal progression, comprised by patients with an eGFR
decline >10 mL/min/1.73m?/year (n=6); moderate-renal progression, which included
patients with an eGFR decrease <10 mL/min/1.73m?/year (n=17); and slow-renal
progression, involving patients with no eGFR decline during follow-up. eGFR slopes were
obtained by calculating the regression lines after plotting eGFR values and age.

Statistical Analyses

Continuous variables were expressed as mean and standard deviation if normally
distributed, or as median and interquartile range otherwise. Comparative analyses of
quantitative variables were performed with ttest or ANOVA. CKD 3-free survival time was
estimated from birth to CKD stage 3 (first measurement of eGFR <60 mL/min/1.73m?)
using the Kaplan-Meier method. Data was censored at the last available patient follow-
up. Log-rank tests were used to compare survival between groups. Pearson correlation
was used for analyzing renal progression and ocular abnormalities relationship. p<0.05
was considered statistically significant. Statistical analyses and graphs were performed
using SPSS v.20.0 RRID:SCR_002865, and GraphPad Prism 6 RRID:SCR_002798.

260



ANNEXOS

RESULTS

Demographics

This study included 30 patients (16 females) from 22 unrelated families. Remarkably,
eight pairs of siblings were enrolled. Twenty one families were Caucasian; one had Latino
ancestors. Seventeen patients (56%) had a family history of FHHNC (mainly siblings),
whereas the other 13 represented the index case in the family.

Presentation at diagnosis and last follow-up

At time of clinical diagnosis, the median age was 1.71 (0.67 — 6.04) year old (eight patients
were <1 vyear). Key diagnostic signs/symptoms were polyuria (30.4%), ocular
abnormalities (21.7%), vomiting (17.4%), and UTI (17.4%) (Figure 2). In 13% cases, the
diagnosis followed family screening. All patients exhibited severe bilateral
nephrocalcinosis. Although 5 patients were identified after failure to thrive, the
length/height ratio at diagnosis of this patient cohort was normal. None of the patients
was born prematurely.

Remarkably, isolated hypomagnesemia (Mg?*<1.6 mg/dL) was found in 69% of patients.
Hyperparathyroidism was often seen despite normal eGFR or mild CKD at diagnosis.
Characteristically, urine analysis showed severe hypercalciuria and hypermagnesiuria.
Additional parameters are shown in Table 2.

At last follow-up, ten patients had progressed to end-stage kidney disease (ESKD) at a
median age of 7.5 (1.6-26.2) years, and were excluded from further analysis. In 20 non-
ESKD patients, the mean follow-up time since diagnosis was 8.34+4.30 years and the age
at the study was 12.63+5.40 years. Several patients (78.6%) remained with
hypomagnesemia (Mg?* 1.38+0.27 mg/dl), with a urinary Mg?*/Creatinine ratio (Umg/cr)
of 0.21+0.10 mg/mg and increased fractional Mg2+ excretion (FEmg) of 21.10+£14.35%,
despite low serum Mg?*. Most individuals (n=10, 71%) had also an increased urinary

Ca?* wasting with a urinary Ca?*/Creatinine ratio (Uca/cr) of 0.29+0.13 mg/mg.

None of those patients suffered from tetanic episodes, muscle cramps, weakness or
rickets. One patient presented recurrent seizures. Other manifestations included ITUs in

9 patients requiring hospital admission, recurrently in 3 of them.

Renal function progression

Serum creatinine at diagnosis was 0.63+0.38 mg/dL and eGFR 69.52+16.94
mL/min/1.73m2. To evaluate renal function (RF) progression, we compared those
patients who evolved to CKD stage >3 (<60 mL/min/1.73m?) from the others. CKD 3-
free survival was 60%, 50% and 20% at 5, 10 and 20 years of patient age, respectively, as
described in Figure 3. When considering gender, though not statistically significant,
female patients reached CKD stage 3 earlier than male (p=0.60) (Figure 4a). Specifically,
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at 2 years old, CKD 3-free survival was 92% in boys and 64% in girls, whereas at 10 years
old it was 57% and 35%, respectively. Besides, patients with homozygous p.G20D
CLDN179 mutations exhibited a similar CKD progression than those with other CLON79
mutations (p=0.7) (Figure 4b).

Furthermore, we distributed patients according to their renal evolution pattern and
analyzed them separately comparing fast, moderate, and slow-renal progression groups
as detailed before. The fast-renal progression group, with a RF decline of -39.6+27.18
mL/min/1.73m?/year, was entirely composed by CLDN79 patients (n=6, 4 females), two
homozygous for the p.G20D mutation. Most patients included in the moderate-renal
progression category (n=12) were homozygous for mutation p.G20D as well, but in one
case the disease was caused by CLON76 mutations. In the slow-renal progression group
(n=7, 3 males), 4 individuals homozygous for CLDN79 p.G20D, one with other CLDN79
mutation and 2 patients with CLDN 76 mutations were included. When comparing serum
biochemical parameters at diagnosis among different progression groups, serum PTH
levels were significantly higher in the fast-renal progression group than in the slow-renal
progression one, 155.25+23.98 vs. 67.1£34.75 pg/mL respectively (p=0.02) despite
similar eGFR between both groups (Table 3). Even with higher urinary Ca**and Mg**
wasting at diagnosis seen in the fast-renal progression group, those differences were
not statistically significant. Five out of six patients (83.3%) included into the fast-renal
progression group reached ESKD before 4 years of age. In the moderate-renal
progression group (n=17, 8 females), with a decline of the RF of -3.36 +1.82
mL/min/1.73m?/year, 5 out of 12 patients (41.6%) reached ESKD at a mean age of 23.1
+ 9.9 years. All patients included in the slow-renal progression group maintained stable
RF.

Ocular manifestations

As expected, several patients with C/DON79 mutations presented with ocular
manifestations: fifteen patients (60%) were affected by myopia magna, macular
coloboma and/or nystagmus, considered the prototypic ocular findings of the disease.
Five patients (20%) had other ocular abnormalities, including mild myopia or
astigmatism. No ocular involvement was detected neither in 5 patients (20%) with
CLDN79 mutations nor in those with CLDN76 mutations. Data from 2 patients with
CLDN79 mutations were not available. Remarkably, no correlation between ocular

impairment and kidney failure progression was observed (p=0.41).

Phenotypic variability among siblings

Characteristically, comparison between affected siblings revealed important renal and
ocular phenotypic differences (Table 4). Since the single pair of siblings with CLDN76
mutation shared similar disease manifestations, we focused on siblings with CLDN79
mutations. For instance, in families F1 and F7, the youngest siblings (P2 and P14) reached

ESKD at very early age and suffered from mild ocular impairment; instead, their older
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brothers (P1 and P13) preserved RF at 18 and 11 years old respectively, but exhibited
FHHNC ophthalmic disorders since diagnosis. On the other hand, all patients from
families F2, F3 and F4 preserved native kidney function but distinctly the oldest siblings
maintained a higher eGFR than the youngest ones. Nevertheless, siblings of family F5
(P9 and P10) had very similar and extreme renal phenotypes without ocular
abnormalities; and, conversely, patients of family F6 had similar and mild renal
phenotype reaching ESKD at an adult age. In this cohort, differences in RF decline
between siblings was not related to delayed diagnosis.

DISCUSSION

Herein, we described the clinical phenotype and renal outcome in a large Spanish
contemporary cohort of FHHNC genetically confirmed patients. Our study provides
additional knowledge of the natural history of the disease, mainly focused on patients
with CLDN79 mutations. Major findings can be summarized as: i) there was high
variability in CKD progression among FHHNC patients despite early diagnosis, even
between siblings, ii) affected female seemed to progress faster to CKD stage 3 than men,
iii) at diagnosis, serum PTH level was linked to kidney disease severity, iv) ocular
impairment appeared exclusively in patients with CLON79 mutations, and v) there was
no relationship between kidney and ocular manifestations or severity, not even between

siblings.

FHHNC is caused by mutations in CLON76 or CLDN'79 genes, encoding claudin-16 and -
19 proteins, respectively [2, 3]. Despite FHHNC rarity and clinical heterogeneity, some
studies reported a relevant number of affected patients; several individual and familial
cases had also been published [3, 6-9, 11, 16, 24]. Most of these studies described
patients with CLDN76 mutations, and only few of them with CLDN79 mutations [3, 6,
16]. Konrad et al. identified CLON79 as a causative gene of FHHNC in 9 families and
described the kidney and ocular involvement. Six years later, Godron et al. described a
cohort of 32 patients, 23 of them with mutations in the CLON79 gene and, later on,
Claverie-Martin et al. reported 31 patients from 27 unrelated families with CLON79
mutations (93.5% with the p.G20D mutation; 80% homozygous). In concordance with
the geographical distribution of CLDN76 and CLDN79 mutations, in our series, 74% of
patients were homozygous for the p.G20D mutation in CLDN79. Increasing availability
of genetic diagnosis allows earlier recognition of FHHNC patients and better
identification of its natural history. In this study, 53% of patients were female, as previous
reports (56% to 61% females) [6, 9, 11, 16].

According to our findings, most patients were diagnosed during childhood. The age of
clinical diagnosis in our study, 1.71 (0.67 — 6.04) years old, was similar to that reported
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by Konrad et al. (0.8 (0.27-3.45) years old) [3], but substantially younger than what
Godron et al. published 7.0 (3-14) and 10.0 (1-21) years for CLDN76 and CLDN79
patients, respectively [16].

Consistent with the literature [1, 7-9, 16], clinical presentation at diagnosis in our cohort
included polyuria, failure to thrive and UTI. In some patients, prototypic ocular
anomalies, presence of bilateral nephrocalcinosis or a prior affected sibling (13% of
cases) facilitated the diagnosis too. Remarkably, laboratory evaluation showed
hypomagnesemia associated with high urinary Mg?* and Ca®* [25], but normal serum
Mg?* in 30% of cases. Also, unexpected high PTH to eGFR, findings were also reported
[8] (Table 2). Altogether, it is important to highlight that mild or absent hypomagnesemia
in the presence of CKD does not preclude FHHNC disease; moreover, the detection of
severe hypercalciuria and hypermagnesiuria may be a reason to be aware of that entity.
In addition, the finding of nephrocalcinosis and/or ocular abnormalities can be key
elements for suspecting FHHNC disease.

In our study, 10 patients reached ESKD during follow-up at a median age of 7.5 years
with a wide age range (1.6-26.2), similarly to previously described cohorts [1, 6,9, 11, 16]
underlying the great variability regarding RF evolution. Differences in renal outcomes
between patients with CLDN76 and CLDN79 mutations could not be compared in this
series, due to the low number of patients with CLDN76 included in this Spanish cohort,
confirming the CLON79 predominance in the South of Europe as already described [6,
16]. To date, genotype-phenotype studies have shown that CLON79 patients had a
higher risk of progression to CKD stage 3 than CLDN76 patients [16] and, as mentioned,
mutations in claudin-16 allowing residual function in at least one allele may delay the
progression towards renal failure [11]. However, to our knowledge, no other studies
about risk factors neither predictors of renal progression in FHHNC patients have been
yet reported.

The originality of our study grounds on the finding that FHHNC patients with CLON79
mutations progressed differently over time even between individuals with the same
pathogenic variants. This finding contrasts with what has been described in patients with
CLDN176 mutations, whose genotype highly influenced their kidney disease progression
[11]. Therefore, we studied the role of CLDN179 pathogenic variants (homozygous for
p.G20D mutation vs other mutations) on progression to CKD stage 3, and no correlation
between renal outcome and type of CLDN79 mutation could be established (Figure 4a).

Importantly, this study provides additional information on differences in phenotype
between siblings. Several works about phenotypic heterogeneity between siblings
sharing the same mutations have been published [6, 9, 12, 13, 15]. However, we reported
here 7 pairs of siblings, the largest number with CLON79mutations ever analyzed. These
findings suggest the presence of other unknown epigenetics, genetics or environmental
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factors that could be modelling the disease progression. In our cohort, delay of diagnosis
or differences on care were absent and so, those factors did not play a role in the
differences in disease evolvement.

Our study provides additional information regarding gender. We analyzed progression
to CKD stage-3 (female vs. male) and observed that girls reached CKD stage 3 earlier
(Figure 4b). Specifically, at 2 years old, the CKD3-free survival in girls was lower than in
boys (64% and 92%, respectively). Possibly, it is likely that the small number of patients
could explain the lack of statistical significance, but this finding may suggest the
presence of unknown gender-related factors in kidney disease progression in FHHNC
patients. Noteworthy, on the long-term (8.34+4.30 years after diagnosis), the number of
female patients included into the fast-renal progression group doubled the number of
males, despite similar age of diagnosis and treatment initiation.

As a potential prognostic factor, we found that serum PTH level was linked to severity of
kidney disease as patients within the fast-renal progression group had higher PTH levels
than those within the slow one, despite similar eGFR. FHHNC patients were already
described to show unexpected hyperparathyroidism even with normal eGFR [1, 26],
which may be linked to renal tubular acidosis or a consequence of severe hypocalcemia
[11, 27]. Indeed, two studies observed higher PTH levels in groups of patients with worse
renal outcome [11, 16]. One could speculate that specific mineral metabolism disorders
may explain differences in patient phenotypes as well. Importantly, reference values for
some biochemical parameters (Table 3) are age dependent [28, 29] and their
interpretation should take into consideration as serum creatinine in the fast-renal
progression group is substantially elevated in relation with the median age group.

In this study, we did not observe any correlation between ocular abnormalities and
kidney disease. In the eye, claudin-19 is expressed specifically in the retinal pigment
epithelium [3] and so, ocular defects in CLON79 patients were expected despite an
incomplete penetrance [3, 6, 12, 17]. In our cohort, 60% of patients with CLON79
mutations showed prototypic ocular manifestations, which is slightly less than what has
been published [3, 6, 16]. Anyway, the differences in ocular and kidney involvement
between siblings support different pathogenic mechanisms in each organ.

The main limitation of our study was the sample size, related with the low prevalence of
the disease though we included most of known FHHNC patients in Spain. The
retrospective and multicentre nature of the study explains the lack of data availability in
some patients. Furthermore, patients were mainly Caucasian and very few had CLON76
mutations preventing us from additional study of potential prognostic factors or

differences between both genes.

265



ANNEXOS

COMPLIANCE WITH ETHICAL STANDARDS

Funding: Research grants from Fondo de Investigacion Sanitaria (P114/01107 and
P118/01107) and HIPOFAM contribution supported this work.

Conflicts of interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Ethics approval: This study was performed in line with the principles of the Declaration
of Helsinki. Approval was granted by the Ethics Committee of Vall d'Hebron Hospital
(Date 01.04.2016 / No. (PR(AMI)280/2015)).

Informed consent: All patients, or their caregivers, provided written informed consent
before participation in the study.

Authors’ contributions: Monica Vall-Palomar and Carla Burballa contributed equally in
research design, research performance, data analysis and writing of the manuscript. Félix
Claverie-Martin participated in the diagnosis of patients and writing of the manuscript.
Anna Meseguer participated in research design, data analysis and writing of the
manuscript. Gema Ariceta participated in research design, research performance, data
analysis and writing of the manuscript.

REFERENCES

1. Praga M, Vara J, Gonzalez-Parra E, et al (1995) Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis. Kidney Int 47:1419-1425. https://doi.org/10.1038/ki.1995.199

2. Simon DB, Lu Y, Choate KA, et al (1999) Paracellin-1, a Renal Tight Junction Protein Required for
Paracellular Mg2+ Resorption. Science (80- ) 285:103-106.
https://doi.org/10.1126/science.285.5424.103

3. Konrad M, Seelow D, Pandey A V, et al (2006) Mutations in the Tight-Junction Gene Claudin 19
(CLDN79) Are Associated with Renal Magnesium Wasting , Renal Failure , and Severe Ocular
Involvement. Am J Hum Genet 79:949-957

4. Hou J, Renigunta A, Konrad M, et al (2008) Claudin-16 and claudin-19 interact and form a
cationselective tight junction complex. J Clin Invest 118:619-628. https://doi.org/10.1172/JCI33970

5. Ariceta G, Vallo A, Rodriguez-Soriano J (2004) Acidosis increases magnesiuria in children with distal
renal tubular acidosis. Pediatr Nephrol 19:1367-1370. https://doi.org/10.1007/s00467-004-1609-7

6. Claverie-Martin F, Garcia-Nieto V, Loris Pablo C, et al (2013) Claudin-19 mutations and clinical
phenotype in spanish patients with familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis. PLoS One 8:e53151. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0053151

7. Weber S, Hoffmann K, Jeck N, et al (2000) Familial hypomagnesaemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis maps to chromosome 3q27 and is associated with mutations in the PCLN-1 gene.
Eur J Hum Genet 8:414-422. https://doi.org/10.1038/sj.ejhg.5200475

8. Sikora P, Zaniew M, Haisch L, et al (2015) Retrospective cohort study of familial hypomagnesaemia
with hypercalciuria and nephrocalcinosis due to CLDN76 mutations. Nephrol Dial Transplant 30:636—
644. https://doi.org/10.1093/ndt/gfu374

9. Weber S, Schneider L, Peters M, et al (2001) Novel paracellin-1 mutations in 25 families with familial
hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis. } Am Soc Nephrol 12:1872-1881

10. Stenson PD, Mort M, Ball E V., et al (2017) The Human Gene Mutation Database: towards a
comprehensive repository of inherited mutation data for medical research, genetic diagnosis and
next-generation sequencing studies. Hum Genet 136:665-677. https://doi.org/10.1007/s00439-017-
1779-6

266



ANNEXOS

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.
29.

30.

Konrad M, Hou J, Weber S, et al (2008) CLDN76 Genotype Predicts Renal Decline in Familial
Hypomagnesemia with Hypercalciuria and Nephrocalcinosis. J Am Soc Nephrol 19:171-181.
https://doi.org/10.1681/ASN.2007060709

Faguer S, Chauveau D, Cintas P, et al (2011) Renal, ocular, and neuromuscular involvements in patients
with CLDN79 mutations. J Am Soc Nephrol 6:355-360. https://doi.org/10.2215/CIN.02870310

Seeley HH, Loomba-Albrecht LA, Nagel M, et al (2012) Familial hypomagnesemia with hypercalciuria
and nephrocalcinosis in three siblings having the same genetic lesion but different clinical
presentations. World J Pediatr 8:177-180. https://doi.org/10.1007/s12519-011-0295-3

Muiller D, Kausalya PJ, Bockenhauer D, et al (2006) Unusual clinical presentation and possible rescue
of a novel claudin-16  mutation. J Clin  Endocrinol  Metab  91:3076-3079.
https://doi.org/10.1210/jc.2006-0200

Arteaga ME, Hunziker W, Teo ASM, et al (2015) Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis: variable phenotypic expression in three affected sisters from Mexican ancestry. Ren
Fail 37:180-183. https://doi.org/10.3109/0886022X.2014.977141

Godron A, Harambat J, Boccio V, et al (2012) Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis: Phenotype-genotype correlation and outcome in 32 patients with CLDNT76 or
CLDN79 mutations. J Am Soc Nephrol 7:801-809. https://doi.org/10.2215/CIN.12841211

Al-shibli A, Konrad M, Altay W, et al (2013) Familial Hypomagnesemia with Hypercalciuria and
Nephrocalcinosis (FHHNC): Report of Three Cases with a Novel Mutation in CLON79 Gene. Saudi J
Kidney Dis Transplant 24:338-344

Sharma S, Place E, Lord K, et al (2016) Claudin 19-based familial hypomagnesemia with hypercalciuria
and nephrocalcinosis in a sibling pair. Clin Nephrol 85 (2016):346-352.
https://doi.org/10.5414/CN 108783

Perdomo-Ramirez A, Aguirre M, Davitaia T, et al (2019) Characterization of two novel mutations in the
claudin-16 and claudin-19 genes that cause familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis. Gene 689:227-234. https://doi.org/10.1016/j.gene.2018.12.024

Mejia N, Santos F, Claverie-Martin F, et al (2013) RenalTube: A network tool for clinical and genetic
diagnosis of primary tubulopathies. Eur J Pediatr 172:775-780. https://doi.org/10.1007/s00431-013-
1934-6

Carrascosa Lezcano A, Fernandez Garcia JM, Fernandez Ramos C, et al (2008) Estudio transversal
espafol de crecimiento 2008. Parte II: Valores de talla, peso e indice de masa corporal desde el
nacimiento a la talla adulta. An. Pediatria 68:552-569

Schwartz GJ, Mufioz A, Schneider MF, et al (2009) New equations to estimate GFR in children with
CKD. J Am Soc Nephrol 20:629-637. https://doi.org/10.1681/ASN.2008030287

Levey AS, Stevens LA, Schmid CH, et al (2009) A New Equation to Estimate Glomerular Filtration Rate.
Ann Intern Med 150:604-612

Muiller D, Kausalya PJ, Claverie-Martin F, et al (2003) A novel claudin 16 mutation associated with
childhood hypercalciuria abolishes binding to ZO-1 and results in lysosomal mistargeting. Am J Hum
Genet 73:1293-1301. https://doi.org/10.1086/380418

Ariceta G, Rodriguez-Soriano J, Vallo A (1996) Renal magnesium handling in infants and children. Acta
Paediatr Int J Paediatr 85:1019-1023. https://doi.org/10.1111/j.1651-2227.1996.tb 14209.x

Michelis MF, Drash AL, Linarelli LG, et al (1972) Decreased bicarbonate threshold and renal magnesium
wasting in a sibship with distal renal tubular acidosis. Metabolism 21:905-920.
https://doi.org/10.1016/0026-0495(72)90025-X

Yuan T, Pang Q, Xing X, et al (2015) First Report of a Novel Missense CLDN79 Mutations Causing
Familial Hypomagnesemia with Hypercalciuria and Nephrocalcinosis in a Chinese Family. Calcif Tissue
Int 96:265-273. https://doi.org/10.1007/s00223-014-9951-7

Espinosa Roman L (2017) Valoracién de la funcion renal. Pediatr Integr 21:549-555

de Kieviet W, Slaats EH, Abeling NG (1986) Pediatric reference values for calcium, magnesium and
inorganic phosphorus in serum obtained from Bhattacharya plots for data from unselected patients.
J Clin Chem Clin Biochem 24:233-242. https://doi.org/10.1515/ccIm.1986.24.4.233

Haisch L, Almeida JR, Abreu Da Silva PR, et al (2011) The role of tight junctions in paracellular ion
transport in the renal tubule: Lessons learned from a rare inherited tubular disorder. Am J Kidney Dis
57:320-330. https://doi.org/10.1053/j.ajkd.2010.08.038

267



ANNEXOS

Figure Captions

Fig.1 Genetic characteristics of the study population

Fig.2 Initial signs and symptoms leading to diagnosis

Fig.3 Renal function survival (defined as 260 mL/min/1.73 m?)

Fig.4 Renal function survival (defined as <60 mL/min/1.73 m?) comparisons: a) by
CLDN 79 genotype, and b) by gender
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100
£ 80-
®
2
o 607
[a)
N4
O 404
]
i=
2
T 2019
a
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Age (years)
P atients at risk (n) 28 18 11 5 3 1
Figure 4.
a
100+
—— Homozygous CLDN19 p.G20D
< I =%+- Other CLDN19 mutations
< 80
o
o p=0.7
= 60+
o
X
O 404
2
c
2
5 20+
o
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Age (years)
Patients at risk (n)
p.G20D 20 12 7 3 2 1
Other 7 5 3 2
b
1007 == Male
]
;\; L =L. Female
@
3 p=0.6
a
x
o
& -———-he---d
c
2
©
o
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25
Age (years)
Patients at risk (n)
Male 14 11 8 3 2 1
Female 16 8 4 3 2 1

269



ANNEXOS

Tables

Table 1. Criteria for patient stratification based on renal disease progression.

Slope Renal function Patients (n)
Fast-renal progression <-10 Decrease >10 mL/min/1.73m? per year 6
Moderate-renal 17

progression -10to 0 Decrease < 10 mL/min/1.73m? per year

Slow-renal progression >0 Stable 7

Table 2. Biochemical parameters at diagnosis.

N All patients Reference values [13, 30]
Creatinine, mg/dL 20 0.63+0.38 According to age[28]
eGFR? mL/min/1.73m? 19 69.52+16.94 >80
PTH, pg/mL 12 113.25+49.44 12-88
Venous pH 1 7.37+0.06 7.35-745
Serum bicarbonate, mmol/L 11 23.4+2.56 22-32
Serum potassium, mmol/L 13 4.62+0.45 33-5
Serum sodium, mmol/L 13 140.04+3.06 136 - 145
Serum chloride, mmol/L 12 105.08+4.38 95-110
Serum total calcium, mg/dL 13 10.18+0.60 8.8-10.6
Serum phosphate, mg/dL 13 5.07+0.67 According to age[29]
Serum magnesium, mg/dL (% of 13 1.47+0.17 16-26
patients with Hypomagnesemia) (69%)
Serum uric acid, mg/dL 12 6.37+2.10 26-6
Ucacr® , mg/mg 14 0.71+0.41 09-2.2
Uwmg/cS, mg/mg 11 0.31+0.18 0.1-2.2
FEmg®, % 10 11.34+3.84 <4

Values expressed as (mean+SD).
2Estimated glomerular filtration rate, PUrinary Ca%*/Creatinine, ‘Urinary Mg?*/Creatinine,
dFractional excretion of Mg?*.
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Table 3. Biochemical parameters at diagnosis in patients classified based on their
progression towards ESKD. Fast-renal progression group was comprised by patients with
an eGFR decrease >10 mL/min per year, the moderate one by those with a milder eGFR
decline of < 10 mL/min per year, and the slow-renal progression group included patients
with a stable renal function.

Fast Moderate Slow p-value
Age, years 0.3 (0.1-0.8) 17 (0.7-4.1) 5.1 (18-6.2) 0.07
Serum Creatinine, mg/dL 0.5+0.1 0.8+0.5 0.6+0.1 0.3
eGFR?, mL/min/1.73m? 68.2+31.9 67.5£14.3 74.6+6.2
(Median (IQR)) (60 (43.5-101,2)) (65 (54.6-82.4)) (74.8 (68.7-80.5)) 0.8
[% of patients with eGFR < 90] [83] [94] [100]
PTH, pg/mL 155.4£23.9 117.4+443 67.1£34.8 0.02*
Venous pH 7.38+0.07 7.35+0.05 7.37+0.1 0.8
Serum bicarbonate, mmol/L 22.7+19 22.1+£2.6 26.0+£1.2 0.1
Serum potassium, mmol/L 4.8+0.5 4.6+0.5 44103 0.3
Serum sodium, mmol/L 141.7+3.8 140.0+2.5 138.0+1.5 0.2
Serum chloride, mmol/L 107.0+6.4 104.3+2.1 103.0+1.0 0.4
Serum total calcium, mg/dL 10.2+0.6 10.3+0.8 10.2+0.6 0.9
Serum phosphate, mg/dL 5.6+0.7 4.7+0.5 4.8+0.5 0.06
Serum magnesium, mg/dL 1.5+0.2 1.4+0.1 1.5+0.1 0.3
Serum uric acid, mg/dL 57+2.2 7.1+2.8 6.5+0.8 0.6
Ucarc® , mg/mg 0.89+0.61 0.62+0.29 0.58+0.19 0.5
Umgrcr®, mg/mg 0.42+0.19 0.19+0.02 0.22+0.13 0.2
FEmgd, % 12.2+4.7 12.0+3.3 8.4+3.7 0.5

Values expressed as (mean+SD), except for age which is median (IQR).

* Significant differences between the fast and the slow group.

3Estimated glomerular filtration rate, Urinary Ca®*/Creatinine, ‘Urinary Mg?*/Creatinine, YFractional
excretion of Mg?*.
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Table 4. Clinical characteristics of sibling patients at diagnosis and at last follow-up.

Family 1 Family 2 Family 3 Family 4 Family 5 Family 6 Family 7

P1 P2 | P3 P4 | P5 P6 | P7 P8 P9 P10 | P P12 | P13 P14
Gender M F F M M M F F F F F F M M
LEDEB 917 025 | 358 1,58 | 858 517 | 508 192 | 092 033 | <1 2 392 075
A R A ] N R A
ef.;FRh at 60 4598 | 855 90 | 67 55 | 78 63 56 64 N/D  N/D | 09  0.52¢
Current age® 185 9,08 | 185 17 |1508 1167 | 967 725 |1292 933 | 4592 3633 | 1125 1042
CurrenteGFR® 47 nN/A 6146 27 | 87 54 | 79 41 N/A N/A | NA  NA | 224 NA
AgeatESKD*®  n\/A 15 [ NJA N/A | NJA O NA | NA O N/A 15 175 | 299 254 | N/A 358
ipairment e po | My MM | | SR ea

M: Male; F: Female; My: Myopia; AS: Astigmatism; MM: Myopia magna; MC: Macular colobomata;
N: Nystagmus.

CKD: Chronic Kidney Disease; FS: Familiar Screening; FT: Failure to Thrive; NC: Nephrocalcinosis; PU:
polyuria; PD: Polydipsia; Ol: Ocular anomaly; UTI: Urinary tract infection.

N/A: Not applied; N/D: Not determined.

aAge expressed as years, PEstimated glomerular filtration rate, ‘Creatinine levels at diagnosis
expressed as mg/dL, “End-stage kidney disease
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Annex 5. Article publicat a la revista Journal of Translational Medicine.
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Abstract

Background: Molecular and cellular pathophysiological events occurring in the majority of rare kidney diseases
remain to be elucidated. Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) is a rare
autosomal recessive disorder caused by mutations in either CLDN16 or CLDN19 genes. This disease is characterized
by massive urinary wasting of magnesium and calcium, osmosis deregulation and polyuria. Patients with p.G20D
homozygous mutation in CLON19 gene exhibit different progression to kidney failure suggesting that beyond the

pathogenic mutation itself, other molecular events are favoring disease progression. Due to the fact that biopsy is not
clinically indicated in these patients, urinary exosome-like vesicles (UEVs) can be envisioned as a valuable non-invasive
source of information of events occurring in the kidney. Exosome research has increased notably to identify novel
disease biomarkers but there is no consensus standardized protocols for uEVs isolation in patients with polyuria. For
this reason, this work was aimed to evaluate and refine different uEVs isolation methods based on differential centrifu-
gation, the gold standard method.

Results: Characterization by NTA, cryo-TEM and immunoblotting techniques identified the most appropriate pro-
tocol to obtain the highest yield and purest uEVs enriched fraction possible from urine control samples and FHHNC
patients. Moreover, we tested five different RNA extraction methods and evaluated the miRNA expression pattern by

QRT-PCR.

Conclusions: In summary, we have standardized the conditions to proceed with the identification of differentially
expressed miRNAs in uEVs of FHHNC patients, or other renal diseases characterized by polyuria.

Keywords: Urinary exosome-like vesicles, Exosome isolation, Exosomal miRNA, FHHNC

Background

Rare kidney diseases include at least 150 different inher-
ited disorders that can affect all the segments in the
nephron impairing homoeostatic processes [1]. The high
number of rare kidney diseases, their low prevalence and,
in many cases, their highly phenotypic variability leads to
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a poor knowledge of the natural history and mechanisms
underlying disease progression.

Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and
nephrocalcinosis (FHHNC) is a rare autosomal-reces-
sive disorder caused by mutations in either CLDNI6
or CLDN19 genes [2—4]. The loss-of-function of one of
those genes leads to massive urinary wasting of mag-
nesium and calcium causing osmosis deregulation and
polyuria. Although two-thirds of the affected patients
in Spain are presenting a specific founder mutation
(¢.59G>A; p.G20D) in CLDN19 gene, there are important
individual differences on the progression to end-stage
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renal disease (ESRD) [5-10]. This suggests the existence
of other non-identified molecular events that contribute
to the physiopathology of the disease, promoting ESRD
progression. Because kidney biopsy samples, which could
allow the study of those intra-renal processes, are not
clinically indicated in most patients with FHHNC, blood
and urine are the only available samples for the discovery
of surrogated markers that might indicate disease pro-
gression in those patients.

Exosomes are small (30-150 nm) membrane vesicles
of endocytic origin contained into multivesicular bod-
ies and released constitutively through fusion with the
plasma membrane [11-13]. Exosomes can act as cell-to-
cell communication mediators that trigger intracellular
signaling pathways [14-18] and have been pointed out
as a promising source of biomarkers, since their cargo
(protein, DNA, mRNA and non-coding RNA) represents
their cellular origin content [18-21]. The biogenesis and
excretion of nanovesicles take place in every segment
of the renal nephron [12], thereby, analysis of urinary
vesicles should provide information about the patho-
physiological state of the entire renal tubule and might
be considered a reliable non-invasive source of cellular
events information [12, 22]. It is important to remark that
due to the absence of exosome specific markers that lead
to an uncertain origin of the isolated vesicles (released
from multivesicular bodies or other intracellular com-
partments), urinary exosome-like vesicles (uEVs) are
considered as the enriched fraction of nanovesicles hav-
ing similar size and morphology.

Diverse studies have shown that nanovesicles can be
recovered from urine by ultracentrifugation, ultrafiltra-
tion or by other techniques [12, 23, 24]; however, these
studies focused predominantly on patients with normal
urine output. There is no information about the efficiency
of those methods in isolating nanovesicles from patients
with urinary ionic deregulation and massive urine wast-
ing. In diseases coursing with severe polyuria, such as
FHHNC, urinary exosome-enrichment may be lower
than in a control sample. Therefore, we decided that dif-
ferential centrifugation, which allows an unlimited urine
volume input, might be the best method to obtain suf-
ficient exosome yields for subsequent analysis. So far,
diverse differential centrifugation protocols for urinary
exosome isolation have been described in the literature,
including: (a) DTT treatment step to release entrapped
exosomes from the polymeric Tamm-Horsfall protein
(THP) networks, the most abundant protein in urine
[25-30]; (b) large extracellular vesicles removal through
a 0.22 pm filter to restrict the co-precipitation of larger
extracellular vesicles presents in urine [26]; (¢) exosome-
enriched fraction precipitation speed ranging 100,000—
200,000x g [26, 28, 29, 31].
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To the best of our knowledge, there is no consensus
protocol to isolate uEVs of patients with polyuria. There-
fore, in the present study we propose an optimized dif-
ferential centrifugation method for uEVs isolation that
would be useful for further identification of markers
linked to disease outcome in patients with FHHNC [32].

One of the most appealing features of isolating urinary
exosomes is explained by their miRNA cargo. In particu-
lar, exosomal miRNAs have become an object of study
in many biomedical areas to identify novel and highly
promising biomarkers for kidney diseases [20, 33, 34]. In
this work, we also evaluated five different RNA extraction
methods and selected the one that provided with the best
yield and purity for further differential miRNAs expres-
sion analysis.

Methods

In order to standardize a protocol for uEVs isolation in
patients with polyuria we evaluated and refined dif-
ferent uEVs isolation methods based on differential
centrifugation.

Urinary like vesicles isolati
We performed different approaches (based on differential
centrifugation) named P1-P7 (Fig. 1).

Approximately 500 mL of urine from seven healthy
human donors (control samples), 4 females and 3 males,
were collected in sterile recipients, pooled and main-
tained at 4 °C for 24 h. These conditions recapitulate
those suffered by FHHNC patient’s samples collected
at different hospitals of Spain. Protease inhibitor cock-
tail (PIC) (#S8820 Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE) was
added to the sample at 1 uL/mL and centrifuged 10 min
at 2500xg to remove cell debris. Samples were centri-
fuged 15 min at 17,000xg to pull down cell fragments,
apoptotic cells and larger vesicles. The supernatant (SNO)
was kept on ice while the pellet obtained (P0) was treated
with DTT (#A2948 AppliChem, Barcelona, ES) (200 mg/
mL) at 95 °C for 2 min or at 37 °C for 10 min and vortexed
every 2 min. Both DTT treated pellets were centrifuged
at 17,000xg for 20 min and supernatants (SNa-SNb)
were ultracentrifuged (Sorvall WX90; AH629 rotor) at
100,000 x g for 2 h, obtaining P2 and P3 respectively.

SNO was divided into five 100 mL aliquots that were
processed by different procedures: (a) SNO ultracentrifu-
gation at 100,000 x g for 2 h (P1); (b) combination of SNO
with SNb and ultracentrifugation at 100,000xg for 2 h
(P4); (c) SNO filtration through a 0.22 pm-pore followed
by ultracentrifugation at 100,000 xg for 2 h (P5); (d) SNO
double ultracentrifugation for 2 h at 100,000x g (P6) and;
(e) SNO ultracentrifugation at 200,000xg for 1 h (P7),
all them performed at 4 °C. All the uEVs isolated were
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Fig. 1 UEVs isolation workflow. Schematic representation of protocols tested to isolate uEVs. Supernatants obtained from different procedures (SNO
to SN7) or treatments (SNa and SNb). uEVs pellets obtained from different procedures (P0-P7)

resuspended in 150 pL of cold and pre-filtered PBS 1x
and saved at —80 °C.

Urine samples from 20 FHHNC patients (8 women
and 12 men) were collected at hospitals from different
geographical places in Spain and individually processed
at Hospital Universitari Vall d'Hebron, as previously
described. Clinical and genetic data from these patients
is included in the RENALTUBE Spanish Registry (www.
renaltube.com) [32].

Urinary exosome-like vesicles characterization

uEVs obtained following the procedure described above
were characterized by three methods: Nanoparti-
cle Tracking Analysis (NTA), Cryogenic Transmission
Electron Microscopy (cryo-TEM) and immunoblotting
techniques.

NTA

NTA was performed using NanoSight NS300 (Malvern
Instruments). Videos were recorded and analyzed using
NTA software v3.1 (NanoSight Ltd., UK). Background
extraction was applied and the automatic setting for min-
imum track length, blur settings and minimum expected
particle size were established. uEVs samples were diluted
to optimal concentrations according to the manufactur-
er’s protocol. Each measure was carried out in triplicate
of 60 s recordings at 25 frames per second, generating
three replicate histograms that were averaged.

Cryo-TEM
Ten microliters of uEVs diluted in PBS 1x were placed
on Formvar-Carbon EM grids and frozen in ethane.
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Samples were analyzed on a Jeol JEM 2011 transmis-
sion electron microscope at an accelerating voltage of
200 kV.

Immunoblotting
uEVs suspensions were treated with lysis buffer 1:1 (Tris—
HCl 50 mM pH 7.5, EDTA 1 mM pH 8, NaCl 150 mM,
SDS 0.1%, NP-40 1%, sodium deoxycholate 0.5%, PIC,
1:200, NaF 1 mM, Na,VO, 1 mM). After 1 h shaking at
4 °C, samples were sonicated at maximum amplitude
for 5 cycles of 5 s and then centrifuged at 13,000xg for
15 min at 4 °C. Supernatants were collected and stored
at —20 °C. An equal amount of total uEVs lysates (20 pL)
were mixed with Laemmli sample buffer 1:1 (Tris—HCl
pH 6.8 0.3 M, SDS 10%, glycerol 5%, B-mercaptoethanol
2%, bromophenol blue 0.01%) and loaded onto 15%
acrylamide gel and ran at 100-150 V for 1 h. Proteins
were transferred to a PVDF 0.2 yum membrane (Immo-
bilon-P5?) (#ISEQ00010 Millipore, Darmstadt, DE)
at 100 V for 1 h. Membranes were blocked using 5%
non-fat dry milk diluted in PBS-T (PBS 1x, Tween-20
0.1%) and tested against specific primary antibodies:
TSG101 (#Ab83 Abcam, Cambridge, UK) 1:500 and Alix
(#Ab76608 Abcam, Cambridge, UK) 1:500. Secondary
antibodies were rabbit anti-mouse polyclonal and goat
anti-rabbit polyclonal, respectively (#P0260, #P0448
Dako, California, EUA) 1:5000. All the antibodies were
diluted in blocking solution.

Immunoblots were visualized using chemilumines-
cence reagent (#WBLUF0500 Millipore, Darmstadt, DE)
and Odyssey Fc Imaging System (Li-Cor, Lincoln, NE).

RNA extraction and miRNA expression pattern

uEVs RNA extraction and quantification

For total RNA extraction, 5 different methods were
tested: miRNeasy Mini kit (¥217004 Qiagen), miRCURY
RNA Isolation kit (#300110 Exiqon, Vedbaek, DK), All-
prep DNA/RNA/miRNA Universal kit (#80224 Qiagen),
TRIzol LS (#10296010 Life Technologies) and TRIzol
(#15596026 Life Technologies). Each RNA extraction was
performed from 100 uL of FHHNC patient’s uEVs. Puri-
fied RN As were eluted in RNAse-free water and stored at
— 80 °C. RNA concentrations were measured by capillary
electrophoresis (Agilent 2100 Bioanalyzer-Picochip).

miRNA profiling

Four nanograms of total RNAs were retrotranscribed
according to Universal cDNA Synthesis Kit (#¥203301
Exiqon, Vedbaek, DK) protocol. cDNAs were diluted at
1:40 and combined with SYBR Green master mix fol-
lowing the miRCURY LNA Universal microRNA PCR
(#203403 Exiqon, Vedbaek, DK) instructions. qPCR was
performed in an ABI7500 Real-Time cycler (Applied
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Biosystems). Primers used were designed to detect: miR-
200c-3p, miR-103a-3p, miR-let7b-5p, miR-99a-5p and
miR-10b-5p. Unisp6 was added as an exogenous control,
since they have been found in uEVs [27].

Results

Optimization of urinary exosome-like vesicles isolation
protocol

Because of the lack of methodological consensus and the
imperative need to standardize the uEVs isolation pro-
tocol, we tested several paths based on differential cen-
trifugation steps and sample treatments to determine
the procedure that provides the purest and highest uEVs
yield (Fig. 1). Morphology, size and quantity of isolated
uEVs from a control urine sample pool were evaluated by
cryo-TEM and NTA.

We first aimed to observe which temperature and time
of the DTT treatments tested improved the yield and
purity of uEVs. As shown in Fig. 1, the former 17,000 xg
pellet (P0) was treated with DTT either at 95 °C for 2 min
or at 37 °C for 10 min and centrifuged at 17,000 xg for
20 min. The uEVs-containing supernatants (SNa and
SNb) were then ultracentrifuged at 100,000xg for 2 h,
giving as a result pellets P2 and P3. Cryo-TEM images
clearly demonstrated that P3 was superior on purity
when compared with P2, indicating that DTT treatment
for 10 min at 37 °C (P3) was more efficient depolymer-
izing the THP network than 2 min at 95 °C (P2) treat-
ment (Fig. 2a above). By using NTA we quantified more
uEVs in P2 than in P3 (Fig. 2b) likely due to the presence
of impurities (THP complexes) contained in P2. Western
blot assays for Alix and TSG101 proteins gave negative
results for P2 and P3, in accordance with the low yield of
exosomes released from the THP network (Fig. 2e).

We next analyzed whether recovering THP network
entrapped uEVs might improve the final uEVs yield. For
this purpose, we mixed SNO with SNb (Fig. 1) and pro-
ceed with the ultracentrifugation at 100,000xg¢ for 2 h,
obtaining P4. Cryo-TEM images showed that P4 contains
highly purified uEVs (Fig. 2a below) that are in higher
quantities than those observed in P1 and P3, separately,
upon NTA quantification (Fig. 2b, ¢). To validate uEVs
yield by another method and to verify the presence of
exosome-enriched proteins in the sample, we performed
immunoblots against two exosomal associated pro-
teins (Alix and TSG101), showing higher expression of
these proteins in P4 than in P1 (Fig. 2e). In conclusion,
we could say that mixing uEVs released from the DTT
treated pellet with SNO increases the number of uEVs
without compromising its purity.

NTA profiles of uEVs obtained from the different iso-
lation procedures revealed that mode size falls within
the expected size range. NTA quantification confirms
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Fig. 2 uEVs characterization. a Representative cryo-TEM images of all the uEVs pellets obtained from different isolation procedures. Scale bar

is 100 nm except in P7 which is 200 nm. b NTA results of the uEVs recovered after DTT treatment. P2 showed higher peaks than P3 that might
correspond to impurities observed by cryo-TEM. ¢ NTA profiles of the uEVs pellets obtained from the five different uEVs isolation protocols. In all
cases, the mode size falls within the expected size range. Even though the highest peak is observed in P5, the associated cryo-TEM image suggests
that the peak might correspond to impurities.d Bar graph showing uEVs concentration by NTA. Because of PS impurities, NTA quantification may
not be accurate. P4 and P6 contained the highest amount of uEVs. Data is expressed as the mean + SD. e Equal volumes of uEVs (20 pL) were
loaded for immunoblotting against Alix and TSG101. The strongest signal was obtained in P4, followed by P6. Even though a strong band of Alix
isobserved in PS, this s slightly above the expected weight. f Imnmunoblotting of uEVs isolated from 300 mL of FHHNC urine, using procedure P4,
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that P5, obtained after one ultracentrifugation of filtered
SNO at 100,000 g for 2 h, exhibits the highest yield, fol-
lowed by P4 (described above), P6 (SNO at 100,000 xg for
2 h twice), P1 (SNO at 100,000xg for 2 h once) and P7
(SNO at 200,000 x g for 1 h once) (Fig. 2¢, d). These results
are in accordance with the visual inspection of uEVs by
cryo-TEM, except for P5 which seemed to drag some
unknown material by the filtering process (Fig. 2a below).
Western blot assays did also agree with previous NTA
quantification (Fig. 2e). Supernatants SN1, SN3, SN5
and SN7, resulting from uEVs precipitation steps, were
included as controls to demonstrate that no exosome
particles remain in those supernatants.

Overall, data obtained in this study indicate that: (i) the
protocol used in P5 produces the best yield but the cryo-
TEM images show impurities in the sample that makes it
unacceptable for further differential expression analyses
of miRNAs; (ii) the protocol used in P7 is not producing
enough exosomes for our purposes; (iii) the procedure
used in P4 is the one that shows the best yield and purity
followed by the one used in P6. In conclusion, ultracen-
trifugation at 100,000xg for 2 h of mixed SNO and SNb
was selected as the preferred protocol for uEVs isolation
and was the one validated and used in patient’s urine
samples.

In order to validate the proposed methodology in
FHHNC patients, whose urine is estimated to be diluted
at least three times in relation to control urine, we per-
formed the P4 procedure in 300 mL of patients’ urine and
observed that the selected protocol is suitable for suc-
cessful uEVs isolation from diluted urines (Fig. 2f).

Evaluation of different RNA extraction methods and miRNA
expression pattern

A systematic comparison of five different commercial
RNA extraction methods (mentioned above) was per-
formed with uEVs isolated from a FHHNC patient. Total
RNA, including miRNAs, were extracted from 100 L of
uEVs in each procedure, being miRCURY and TRIzol LS
the most efficient methods, according to the Agilent 2100
Bioanalyzer-Picochip quantification analyses (Fig. 3a).
The miRCURY-RNA profile obtained with Bioanalyzer-
Picochip is shown in Fig. 3b. To evaluate if the RNA
extraction method could affect the miRNA profile of the
samples, we analyzed five different miRNAs by qRT-PCR
(miR-103a-3p, miR-200c-3p, miR-let7b, miR-10b-5p and
miR-99a-5p). Unisp6 was added as an exogenous control.
Results obtained in Fig. 3c demonstrated that miRNA
pattern is similar in all samples, and therefore that the
RNA extraction method does not have any significant
effect on miRNA profiling. Unisp6 levels were exactly the
same for each procedure, validating the assay.
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Fig. 3 RNA guantification. a Bar graph of total RNA quantified
from FHHNC uEVs by Bioanalyzer—Picochip using the five different
extraction methods. MirCURY kit followed by TRIzol LS were the
most efficient methods. b A representative electropherogram shows
that uEVs contain small RNA, including microRNAs (10-40 nt). As
expected, small amounts of rRNA were detected. ¢ miRNA profiling
by RT-gPCR of RNA extracted from FHHNC uEVs. miRNA expression
pattern is consistent independently of the RNA extraction method

Discussion
Urine sample analysis is irreplaceable as a non-invasive
method for disease diagnosis and follow-up, particularly
for kidney diseases. However, non-degraded protein and
RNA may be only found in uEVs. Unlike tissue biopsy,
an invasive and expensive procedure that allows only a
partial sampling of an organ, uEVs provide a full repre-
sentation of the entire urinary system and their study is
attractive in the field of biomarker discovery in kidney
diseases. RNA and proteins confined into uEVs can be
used as a reliable and non-invasive source of information
of renal cellular and molecular related-events.

There are a growing number of commercial kits for
uEVs isolation but the results often differ from those
obtained using traditional isolation techniques. In
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diseases such as FHHNC, coursing with polyuria, the
starting quantity of urine required to obtain a good yield
of uEVs might be higher than in healthy individuals and
the currently available exosome isolation kits are not
suitable for our purposes. Therefore, for the aim of this
pilot study, which is in its discovery phase, we propose
the use of ultracentrifugation techniques, which are the
gold standard method for uEVs isolation and allow an
unlimited urine volume input to obtain enough uEVs in
highly diluted urine samples.

Diverse protocols based on differential centrifugation
have been described in several reports [27, 28, 35-39].
However, there is no a consensus protocol that would
provide information on the amount of starting urine
volume, nor a detailed and thorough procedure that
could give reliable information on uEVs yield and purity.
Because we want to use these uEVs for further compara-
tive miRNA profiling of patients suffering from FHHNC,
the aim of this study was to standardize a differential
centrifugation protocol for uEVs isolation from diluted
samples. We validated every step of the ultracentrifuga-
tion process by cryo-TEM, NTA and immunoblotting
assays, to finally establish a protocol that would be suita-
ble for the accomplishment of our goals and also to select
the best RNA extraction method for further miRNA
profiling.

The first issue that we faced was sample handling
standardization and storage. In rare diseases, such as
FHNNC, the number of patients is very low and they are
distributed in different places of the geography which
requires sample transportation before uEVs isolation.
Urine, which is a complex fluid, should not be frozen
before removing cells and cellular debris that can be lysed
releasing their content in an undesired manner. For this
reason, and although previous studies recommended
freezing samples at —80 °C to loss the minimum uri-
nary exosome-associated proteins after urine collection
[40], we maintained control sample at 4 °C for 24 h, in
order to mimic the time-lag and temperature of trans-
portation, and proceed to uEVs isolation afterward. Our
results indicated that this storage procedure maintained
uEVs structure in perfect conditions for further analysis,
as demonstrated by cryo-TEM.

Regarding DTT treatment, there are different recom-
mendations in the literature in terms of time and tem-
perature [25-30]. Our results showed that incubation at
37 °C for 10 min (P3) is the condition that produced the
purest uEVs, as well as, an acceptable yield (Fig. 2a above
and Fig. 2b).

Different speed and ultracentrifugation cycles of SNO
showed that 100,000xg for 2 h (P1) is more efficient
than 200,000xg for 1 h (P7). Moreover, uEVs yield was
improved with the addition of uEVs released from THP
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networks (SNb) to SNO (P4). Another step analyzed was
the filtering of SNO through a 0.22 um filter [19, 41-43].
Unexpectedly, cryo-TEM analysis indicated that filtered
uEVs contained many impurities (Fig. 2a below), likely
released by the filter or from disrupted uEVs as a conse-
quence of pressure, producing an over-quantification by
NTA (Fig. 2c, d). The efficiency of ultracentrifugation in
uEVs isolation was confirmed by immunoblotting since
neither Alix nor TSG101 were detected in supernatants
(Fig. 2e). In accordance with our results, we selected
P4 as the best protocol to process diluted urine from
FHHNC patients which is, on average, three times more
diluted than controls, adapting the protocol to 300 mL of
starting urine instead of 100 mL. The presence of exoso-
mal-enriched markers (Fig. 2f), indicated that the volume
sample input was enough to obtain a sufficient yield of
uEVs.

An accurate quantification of RNA extracted from
uEVs, which mainly includes miRNA, represents an
important bottleneck for comparative expression analy-
ses. Since there are no robust endogenous controls for
data normalization of miRNA from uEVs, quantifica-
tion should be as accurate as possible. Our next concern
was then to obtain and quantify, in a reliable manner, the
RNA vyield from the FHHNC uEVs. Five RNA extraction
methods were compared in different aliquots of the same
uEVs sample.

Quantification of the RNA obtained by each method
was based on spectrophotometry (Nanodrop ND-1000),
capillary electrophoresis (Bioanalyzer—Nanochip and
Picochip) and fluorescence (Ribogreen) (data not shown).
In our experience, the Bioanalyzer Picochip, with a detec-
tion range from 50 to 5000 pg/uL, was the most precise,
consistent and robust method for RNA measurement.
Therefore, it was used as the reference for other RNA
quantification methods and selected for further uses. We
observed that Nanodrop and Ribogreen over- and under-
estimated RNA quantifications, respectively, and Bioana-
lyzer Nanochip, with a detection range from 5 to 500 ng/
uL, provided non-consistent results. Subsequent qRT-
PCR, showing similar expression levels of each miRNA
among all samples demonstrated the accuracy of the
Bioanalyzer Picochip method. Albeit the similar miRNA
expression pattern obtained from the five different RNA
extraction methods (Fig. 3c), we selected miRCURY kit
since exhibited the highest RNA vyield.

This work has provided with a comprehensive pro-
tocol for reliable uEVs isolation, both from healthy
individuals and polyuric patients suffering from kid-
ney disease. It covers the conditions for sample pre-
processing, uEVs isolation, characterization and
quantification, as well as, the conditions for RNA isola-
tion and quantification. This protocol shall be useful for
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differential high-throughput miRNA expression assays
between healthy individuals and FHHNC patients that
might eventually result in the identification of novel
biomarkers of disease progression and/or therapeutic
targets.

Conclusions

We established the best protocol for uEVs isolation
in control samples based on ultracentrifugation at
100,000x g for 2 h of mixed 17,000xg supernatant (SNO)
and its pellet treated with DTT for 10 min at 37 °C (SNb).
This selected protocol was also suitable to threefold
diluted urine from patients coursing with polyuria such
as FHHNC patients. Moreover we demonstrated that
miRNA pattern is independent of the RNA extraction
method being miRCURY kit and TRIzol LS, with which
we obtained the highest RNA yield.
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ANNEXOS

Annex 6. Interaccions miRNA-mRNA dels miRNAs diferencialment expressats.

Numero de proteines regulades tinicament per cada miRNA
MTI MTI fortes / miRTarBase TarBase dins de la mateixa comparacié [n (%)]

(n) febles (n) (n) (n)  HFHNCvs. p.G20D vs. Tots. Mod p.G20D. Mod Home vs.
CTL CTL vs. Lenta vs. Lenta

miR-30b-5p 27/1761 160 (8,9) -

miR-500a-5p 431 3/428 145 301 107 (24,8) - - - -
miR-4454 144 0/144 58 88  38(264) 31(215) - - -
miR-99a-5p 528  19/509 133 430  55(10,4) 57(10,8) - - -
miR-489-3p 341 7/334 75 272 74(21,7) 78(22,9) - - -
miR-29a-3p 1764 112/1652 265 1643 576 (32,7) 615 (34,9) - - -
miR-27b-3p 2313 58/2255 421 2129 727 (31,4) 786 (34) - - -
miR-100-5p 596  28/568 251 403 75(12,6) 74(12,4) - - -
miR-204-5p 881  81/800 398 552 210(23,8) 219(24,9) - - -
miR-30e-5p 474 14/460 347 166 9(1,9) 103 (21,7) - - -
miR-152-3p 689  26/663 158 579  173(25,1) 166 (24,1) - - -
miR-664a-5p 342 0/342 133 213 106(31) 74 (216) - - -
miR-1972 124 0/124 124 0 39(31,5) 33(26,6) - - -
miR-4793-3p 577  0/577 418 166 172(29,8) 143 (24,8) - - -
miR-619-5p 425  0/425 425 0  177(416) 141(33,2) - 154 (36,2) -
miR-6754-3p 107 0/107 107 0 31(29) 24(22,4) - - -
miR-595 204 1/203 100 113 41(20,1) 44(21,6) - - -
miR-4701-3p 260  0/260 163 97  54(20,8) 46(17,7) - - -
miR-4440 6 0/6 6 0 1(16,7) 1(16,7) - - -
miR-4502 62 0/62 62 0 20(32,3) 21(33,9) - - -
miR-6875-3p 261 0/261 261 0 77(29,5) 75 (28,7) - - -
miR-6877-3p 117 0/117 117 0 49(41,9) 40(34,2) - - -
miR-297 194  7/187 190 5 65 (33,5) 58(29,9) - - -
miR-8071 87 0/87 87 0 29(333) 27(31) - - -
miR-4685-3p 606  0/606 269 348 - 122 (20,1) - - -
miR-6753-3p 35 0/35 35 0 - 13 (37,1) - - -
miR-1299 251  0/251 89 166 - 64 (25,5) - - -
miR-6893-3p 97 0/97 97 0 - 29 (29,9) - - -
miR-1273f 295  0/295 295 1 - 36 (12,2) - - B
miR-4708-5p 142 0/142 142 0 - 2(1,4) - - -
miR-6772-3p 55 0/55 55 0 - 15 (27,3) - - -
miR-670-5p 161 1/160 99 63 - 37 (23) - - B
miR-1306-3p 131 0/131 12 119 - 33(25,2) - - -
miR-6849-5p 85 0/85 85 0 - 38 (44,7) - - -
miR-7844-5p 75 0/75 75 0 - 12 (16) - - -
miR-3149 173 0/173 173 0 - 34(19,7) - - -
miR-1183 85 0/85 85 0 - 30 (35,3) - - -
miR-185-3p 614  3/611 112 532 - 176 (28,7) - - -
miR-6741-5p 61 0/61 61 0 - 4(6,6) - - -
miR-6799-5p 678  0/678 678 0 - 222 (32,7) - - -
miR-4436b-5p 94 0/94 94 0 - 39 (41,5) - - -
miR-7114-5p 73 0/73 73 0 - 22 (30,1) - - -
miR-1910-5p 479 0/479 59 425 - 128 (26,7) - - -
miR-3064-5p 99 1/98 81 18 - 17 (17,2) - - -
miR-3907 43 0/43 43 0 - 16 (37,2) - - -
miR-1915-5p 184  0/184 61 124 - - - - 184 (100)
miR-204-3p 199  5/194 131 70 - - 174 (87,4) - -
miR-500a-3p 443 0/443 132 319 - - 343 (77,4) - -
miR-501-3p 538 0/538 69 475 - - - 74 (13,8) -
miR-20a-5p 3254 90/3164 1070 2758 - - - 1103 (33,9) -
miR-106a-5p 1658 44/1614 673 1146 - - - 202 (12,2) -
miR-17-5p 2931 115/2816 1181 2349 - - - 793 (27,1) -
miR-6511b-5p 106 0/106 106 0 - - - 47 (44,3) -
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Annex 7. Proteines diana dels miRNAs diferencialment expressats amb alta implicacié en
els processos biologics caracteristics de la HFHNC. *Implicacié en altres processos biologics.

A. Estres de reticle endoplasmatic.

Proteina| ANN| PACIENTS vs p.G20D vs CTL REmews) - (HEEE p.G20D_Mod vs Lenta
CTL Dona Lenta

miR-619-5p miR-619-5p; miR-20a-5p; miR-106a-
[ANKSAB | 79% MiR-4708-5p; miR-1273f ) ] 5p; miR-17-5p
IAPAF1 | 86% - - - - miR-20a-5p; miR-17-5p
IATF6 88% - miR-6799-5p; miR-1306-3p - - -
ATP2A2*| 839% miR-29a-3p; miR-100-5p; miR-30e-5p . miR-502-3p
miR-30b-5p miR-20a-5p; miR-17-5p; miR-501-3p
BAK1 84% miR-29a-3p; miR-6754-3p - - -
BFAR 80% - miR-1910-5p - - -
DERL2 |87% - - - 2;5_’5283:;; miR-20a-5p; MiR-17-5p
DNAJBY | 84% ':1':_2722'3_2‘); —rsoese| . miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
EIF2AK3 | 89% - - - - miR-106a-5p
ERO1A: miR-27b-3p; miR-664a-5p
EROlL, 83% | miR-30b-5p; - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
miR-500a-5p
:AMHQ 82% miR-4793-3p - |mir-500a-3p| ™R Zoriiffé(r)ql-zpl;ori?:gb; ;F; 17-5p;
GPR37 [86% miR-29a-3p - - -
Gsk3B | 81% miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR-204-5p } miR-502-3p
miR-500a-5p I miR-1910-5p miR-500a-3p miR-17-5p; miR-501-3p
buN*  |87% miR-99a-5p; MiRk-293-3p - . miR-20a-5p; miR-17-5p
miR-30b-5p | miR-4685-3p
LAMP2 | 82% miR-29a-3p - miR-502-3p -
miR-30b-5p
MBTPS1 | 85% - - - - miR-20a-5p; miR-106a-5p
MBTPS2 | 78% | miR-30b-5p - - - -
X . miR-502-3p
NFE2L2 | 86% miR-29a-3p; miR-27b-3p - miR-20a-5p; miR-17-5p
PDIA4 79% - - - - miR-17-5p
PPPIR1 | 85% miR-204-5p; miR-30e-5p - miR-5189-3p
miR-30b-5p miR-20a-5p miR-106a-5p; miR-17-5p
SEPT4 79% | miR-500a-5p - - - -
. miR-27b-3p - - -
SHCL | 81% oo |
. miR-
SIAHL | 82% miR-292-3p 1915-5p ) )
miR-30b-5p |
miR-29a-3p; miR-27b-3p - - miR-20a-5p
PNCA 81% miR-500a-5p
SNCAIP | 80% - - - - miR-20a-5p
SOD1 80% - miR-1299 - - -
SQSTM1 | 88% - miR-4685-3p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
SRPX 80% miR-29a-3p - - -
- s miR-489-3p; mr::RZ-ZkF)’O?:Zp, miR-204-5p; . : miR-20a-5p; miR-17-5p
miR-30b-5p | miR-4685-3p
ITOR1A |78% miR-27b-3p - - -
UBE2J1 |81% miR-27b-3p; miR-204-5p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
exna | so% miR-204-5p; miR-30e-5p 19"1"5Ffsp - -
miR-30b-5p
UFC1 78% miR-595 - - -
T O T ;n’ ¥ 1L |mir-s00a-3p miR-20a-5p; miR-17-5p
[ miR-1306-3p
IWFS1 80% miR-27b-3p - - miR-20a-5p; miR-17-5p
IXBP1 83% miR-29a-3p; miR-27b-3p - miR-502-3p
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B. Tight junctions

Proteina ANN PACIENTSvsCTL  p.G20D vs CTL H;r::avs Mod vs Lenta p.G20D_Mod vs Lenta
IACTB 85% miR-29a-3p; miR-100-5p - - miR-20a-5p; miR-17-5p
o miR-29a-3p . . .
AMOT 83% miR-500a-5p miR-4685-3p
IARHGEF18| 88% - miR-185-3p - - miR-20a-5p; miR-17-5p
IATAD2B | 81% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - -
CAMKK2 | 80% miR-100-5p - - miR-501-3p
* o miR-29a-3p; miR-27b-3p; ) } 90
CTNNB1 * | 87% miR-664a-5p miR-20a-5p
CXADR * | 82% miR-27b-3p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p
DCHS1 90% miR-29a-3p - - miR-17-5p
DLG1 90% miR-27b-3p - - -
EPCAM | 82% - | mir-1299; - - miR-20a-5p
o miR-204-5p; miR-152-3p ) R iR-202-50: MiR-1063-5p: MiR-17-
EZR 80% miR-30b-5p | miR-1910-5p miR-20a-5p; miR-106a-5p; mi Sp
miR-29a-3p; miR-27b-3p . -
F11R 92% miR-1299 - i miR-20a-5p; miR-17-5p
miR-500a-5p miR-1910-5p miR-500a-3p miR-17-5p; miR-501-3p
HSPA8 85% - miR-4436b-5p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
LIN7A 78% miR-30b-5p - - - -
LLGL1 93% - miR-6799-5p; - - miR-6511b-5p
. miR-1972 ] ] ]
MAP2K7 | 84% miR-6799-5p
MAP3K11 | 85% - - - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
MPDZ | 90% miR-152-3p: : : :
°| mir-500a5p [ miR-1299
. miR-27b-3p - - -
MPP5 90% | miR-500a-5p
o miR-27b-3p - - -
MSN 89% miR-6772-3p
MYH10 83% - miR-1910-5p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
PARD6A | 80% miR-595 - - -
miR-27b-3p;miR-4701-3p - miR-500a-3p | miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
PARD6B | 81% | miR-30b-5p; miR-
500a-5p
PARD6G 87% miR-204-5p - - miR-106a-5p
miR-489-3p; miR-27b-3p; miR-204-5p| - miR-502-3p
RAPGEF2 | 799
G 9% miR-30b-5p miR-501-3p
o miR-27b-3p - - miR-17-5p
RUNX1 83% miR-185-3p

miR-99a-5p; miR-27b-3p; miR-100-

) - miR-502-3p
SESN3 78% 5p; miR-152-3p
MiR-30b-5 miR-4685-3p; miR-| miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p;
P 4436b-5p miR-501-3p
mMiR-502-3p
9 iR-29a-3p; miR-4701-3 -
TP1 81% miR-23a-3p; mi P miR-106a-5p; MiR-17-5p; miR-501-3p
P2 85% - | - - - miR-17-5p
miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR-204-5p - - miR-106a-5p
[TSC22D2 | 809
% | miR-1306-3p
miR-30e-5p; miR-4793-3p - - -
UBN1 85% | __miR-30b-5p
. . miR-619-5p; miR-20a-5p; miR-106a-
miR-30b-5p miR-500a-3p 5p; MiR-17-5p; miR-501-3p
ZSWIM1 | 81% miR-1972 - - -
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C. Cristal-litzaci6 i proteines de la matriu ossia

PACIENTS vs p.G20D vs CTL

AEIETE Mod vs Lenta

p.G20D_Mod vs Lenta

IANKRD28 80% miR-99a-5p; miR-489-3p; miR-29a-3p - - miR-20a-5p
IANXA2 89% - | - - - miR-17-5p
BMP2 91% miR-29a-3p - - -
. miR-8071 ] oo ]
BMP8A 78% TiRA273f miR-500a-3p
o —— B B miR-20a-5p; miR-106a-5p;
BMP8B 89% miR-27b-3p miR-17-5p
CCL2 89% miR-99a-5p; miR-100-5p - - miR-20a-5p
% o miR-27b-3p; miR-204-5p . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
(D44 90% | miR-1299; miR-670-5p miR-17-5p -
o miR-27b-3p . . .
TSB 85% [ miR-3149; miR-1910-5p miR-20a-5p
FBN1 78% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - miR-20a-5p
" o miR-27b-3p : 904 R
FN1 90% miR-30b-5p | miR-204-3p
GLI1 81% miR-100-5p - - -
GLI2 81% miR-27b-3p - - -
o } . . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
KCNJ8 80% mMiR-17-5p
. mMiR-100-5p - - -
IS100A10 87% miR-30b-5p
o . . . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
[TSG101 78% miR-17-5p

D. Nefrocalcinosi

PACIENTS vs CTL p.G20D vs CTL

Home vs
Dona

Mod vs Lenta

p.G20D_Mod vs Lenta

CCL2 * 82% miR-99a-5p; miR-100-5p - - miR-20a-5p

FN1* 81% miR-30b-5p o i miR-204-3p )

HSPG2 79% miR-29a-3p; miR-204-5p; miR-1972 - - miR-17-5p; miR-6511b-5p
ICAM1 82% - - - - miR-20a-5p; miR-17-5p
SERPINAL| 79% - - - - miR-20a-5p
VWAL 78% - MiR-6799-5p - - miR-17-5p

E. Nefritis tubul-intersticial

ANN | PACIENTS vs CTL | p.G20D vs CTL Hg’::a"s Mod vs Lenta p.G20D_Mod vs Lenta

CEBPB 82% - - - - miR-20a-5p; miR-106a-5p

. ] ] ] miR-502-3p
CTGF 84% miR-20a-5p; miR-106a-5p; miR-17-5p
CXCL2 83% miR-27b-3p - - miR-20a-5p
HAVCR1 | 81% - miR-6799-5p - - -
IFI16 83% miR-29a-3p - - -
IL1B 87% miR-204-5p - - miR-106a-5p
IL6 89% miR-99a-5p; miR-100-5p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p

* o miR-99a-5p; miR-29a-3p : } iR-203-50: MiR-17-
VUN 82% miR-30b-5p miR-4685-3p miR-20a-5p; miR-17-5p
MUC1 86% miR-29a-3p - - -
NFKB1 * | 83% miR-152-3p - - -
NLRP3 89% miR-100-5p - - -
) miR-502-3p

o, _2 - -
PTX3 82% miR-29a-3p miR-202-5p

o miR-29a-3p; miR-30e-5p - - -
RELA 84% | miR-1299

miR-99a-5p; miR-204-5p;
ISERPINE1 | 87% miR-30e-5p; miR-152-3p - - miR-17-5p
miR-30b-5p |
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F. Fibrosi renal (1)

Proteines

ANN | PACIENTS vs CTL

p.G20D vs CTL

miR-204-5p; miR-152-3p; miR-6877-3p

ADAM17 | 78%

miR-3064-5p

Mod vs Lenta

p.G20D_Mod vs Lenta

miR-106a-5p; miR-17-5p

BCL3 90% miR-27b-3p; miR-6754-3p - -
BMX 90% - - - miR-106a-5p
9 iR_20b- _ B miR-20a-5p; miR-106a-5p;
C1QBP 92% miR-30b-5p miR-17-5p
o o i 9T miR-502-3p
CARM1 87% miR-4454; miR-27b-3p miR-501-3p
o miR-99a-5p; miR-100-5p; miR-30e-5p : :
CASP3 78% miR-30b-5p
CCT7 86% - miR-4685-3p; miR-1910-5p; - miR-20a-5p
miR-27b-3p; miR-204-5p
* 0, - -
CD44 85% miR-1299; miR-670-5p
CDH1 86% miR-204-5p - -
CHD3 80% miR-27b-3p; miR-100-5p miR-204-3p -
CIITA 79% - - - miR-17-5p
CLU 93% miR-27b-3p - miR-20a-5p; miR-17-5p
o miR-29a-3p . .
COL1A1 85% | miR7114-5p

COL1A2 | 84%

miR-29a-3p; miR-27b-3p

miR-17-5p

CTBP1 90%

miR-204-5p; miR-595

miR-5189-3p; miR-502-3p

miR-20a-5p; miR-17-5p;

miR-501-3p
CTNNB1 *| 87% miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR-664a-5p - miR-20a-5p
DUSP6 92% miR-27b-3p - miR-20a-5p
miR-502-3p
E2F3 90% miR-30b-5p miR-1910-5p miR-500a-3p miR 20a'5p, miR-17-5p;
miR-501-3p
miR-27b-3p miR-502-3p
ECT2 90% . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
miR-4685-3p miR-17-5p; miR-501-3p
EIF1B 93% miR-30b-5p - - -
EIF6 92% miR-29a-3p - -
ELOC; o . . o miR-619-5p; miR-20a-5p;
TCER1 78% miR-27b-3p; miR-152-3p; miR-619-5p - MiR-106a-5p; MiR-17-5p
ERAL1 83% miR-27b-3p - -
o miR-489-3p; miR-29a-3p; miR-152-3p } iR-20a-
ERRFI1 79% miR-30b-5p miR-20a-5p
FHL2 83% miR-27b-3p; miR-4793-3p; miR-6754-3p miR-204-3p miR-17-5p
FLI1 81% miR-204-5p - miR-17-5p
. . miR-27b-3p R204. ]
FN1 84% miR-30b-5p miR-204-3p
o B 90a.2 in. . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
FRK 90% miR-29a-3p; miR-6877-3p miR-17-5p
miR-27b-3p; miR-30e-5p; miR-152-3p miR-20a-5p; miR-106a-5p;
B1 9 - A
A 89% ™ iR30b5p | miR-17-5p
IGATA1 81% miR-4454 - -
HEY1 83% | miR-30b-5p | - - -
miR-502-3p
HIF1A 87% miR-29a-3p; miR-27b-3p miR-20a-5p; miR-106a-5p;

miR-17-5p; miR-501-3p

miR-27b-3p; miR-204-5p; miR-152-3p;

HSP90B1 | 92% miR-664a-5p - miR-106a-5p
miR-29a-3p .

HSPA4 78% I miR-1306-3p - miR-501-3p

vupP 90% miR-29a-3p - -

KAT2A 81% - - - miR-17-5p

LOX 84% miR-29a-3p - miR-20a-5p

LTBR 78% - - - miR-20a-5p; miR-17-5p
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ANNEXOS

F. Fibrosi renal (11)

ANN | PACIENTS vs CTL p.G20D vs CTL Homevs \\ 4vsienta  p.G20D_Mod vs Lenta
o miR-30e-5p; miR-4793-3p - - miR-106a-5p
MTAL 80% miR-30b-5p | miR-6799-5p
NFKB1* | 85% miR-152-3p - - -
PAHB 82% - | miR-670-5p - - miR-20a-5p
. miR-20a-5p; miR-106a-5p;
PDPK1 | 89% miR-27b-3p miR-17-5p

| miR-1299; miR-1183

PIAS2 80% miR-29a-3p - - miR-17-5p
PIASA 85% - | miR-185-3p; miR-7114-5p; - - miR-17-5p
POSTN 78% miR-29a-3p; miR-204-5p - - miR-17-5p
PTP4A3 93% - - - - miR-17-5p
PTPN23 92% - - - - miR-20a-5p
PTPN3 91% miR-30b-5p - - - -
PTPRN 79% - miR-185-3p - - -
RET 85% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - -
ISHH 89% miR-595; miR-297 - - -
ISMAD3 83% - miR-4685-3p - - miR-106a-5p; miR-17-5p
SMARCD1| 78% - - - - miR-17-5p
miR-6875-3p - miR-502-3p
ISTAT3 79% . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
miR-1299 miR—17-5?); miR-501-3pp
miR- miR-20a-5p; miR-106a-5p;
STK11 83% ) ) 1915-5p ] miFF){—17—5p P
[TEC 91% miR-204-5p - - -
ITFAP2C 80% miR-595 - miR-500a-3p miR-17-5p
ITFG 94% miR-30b-5p - - - miR-106a-5p; miR-17-5p
miR-30e-5p; miR-152-3p - - -
ITGFA 95% miR-30b-5p
[TGFB1 83% - - - - miR-106a-5p; miR-17-5p
[TPST2 89% miR-619-5p - - miR-619-5p
. miR-619-5p; miR-20a-5p;
XK 89% miR-619-5p i i miR-1oea-'_:,p; miR-17—5’:)
UBE2V1 | 90% miR-8071 - - -
miR-27b-3p - - -
\WDR5 89% miR-30b-5p
WNT1 90% miR-152-3p - - -
WNT5A 86% - - - - miR-17-5p
WNT5B 86% miR-30b-5p - - - -
WNT7B 86% - miR-6849-5p; miR-6799-5p - - -
WWP1 85% miR-595 - - -

G. Metabolisme de la vitamina D
PACIENTS vs

cTL p.G20D vs CTL Home vs Dona Mod vs Lenta p.G20D_Mod vs Lenta
SIAH2 80% miR-30b-5p - - - -
SNCA * 78% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - miR-20a-5p
miR-500a-5p

STAT1 81% |miR-500a-5p miR-1183 - - -
STAT2 79% miR-27b-3p - - -
STATSB 78% miR-204-5p - - -

AP1 81% miR-27b-3p; miR-204-5p - - miR-106a-5p
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ANNEXOS

H. Acidosi tubular distal (1)

Proteines

LU

PACIENTS vs CTL

p.G20D_Mod vs Lenta

o B o g B B miR-20a-5p; miR-106a-5p;
IACTR2 79% miR-1910-5p miR-17-5p
IATG5 78% miR-30e-5p - - -
miR-29a-3p; miR-100-5p; miR-30e-5p miR-502-3p
IATP2A2 * | 81% . - miR-20a-5p; miR-17-5p;
miR-30b-5p miR-501-3p
« o o ~ R : : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
C1QBP 78% miR-30b-5p miR-17-5p
CAPN1 78% miR-27b-3p - - miR-20a-5p; miR-6511b-5p
miR-152-3p miR-20a-5p; miR-106a-5p;
9 - -
CHMP3 82% miR-30b-5p miR-17-5p
o . miR-4708-5p; miR- . . .
CLEC17A 81% 6799-5p; miR-1273f
o E10. } } miR-619-5p; miR-20a-5p;
CPT1A 80% miR-619-5p miR-106a-5p; miR-17-5p
o B 9042 riRIOA . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
CREBS 79% miR-29a-3p; miR-204-5p miR-17-5p
cry2 78% miR-27b-3p; miR-4793-3p; miR-619-5p . . miR-619-5p; miR-20a-5p;
? miR-6799-5p miR-106a-5p; miR-17-5p
o : } : : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
CYBRD1 78% miR-17-5p
miR-4454
CYTH2 81% miR-6799-5p; miR- - - -
1910-5p; miR-1273f
DDOST 85% miR-29a-3p - miR-204-3p -
EDA2R 78% miR-297 - - -
EIF1B * 80% miR-30b-5p - - - -
miR-4454; miR-29a-3p; miR-4793-3p miR-502-3p
miR-4685-3p; miR- | miR-
EIF4G1 82% !
° miR-500a-5p 185-3p; miR-1910- |1915-5p | miR-500a-3p miR-501-3p
5p; miR-1299
miR-27b-3p
FKBP8 78% - - -
§ [ mir-185-3p
HSPD1 80% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - -
LAMTORS | 79% - - - - miR-20a-5p; miR-17-5p
MRPS35 78% miR-27b-3p - - -
MTAP 78% miR-6754-3p - - -
INDUFS5 78% miR-30b-5p | miR-6799-5p - - -
PDIA3 82% miR-4502 - - -
PDLIM7 78% - | mir-185-3p - - miR-17-5p
5 B 904.20 MiR-9Th. } : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
POGZ 79% miR-29a-3p; miR-27b-3p miR-17-5p
PSMB1 78% miR-30b-5p miR-1910-5p; - - miR-17-5p
RAB11A 85% miR-30b-5p - - miR-500a-3p miR-106a-5p
miR-489-3p; miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR- :
RAB14 78% 204-5p; miR-152-3p - -
miR-30b-5p | miR-4685-3p
miR-152-3p - - -
B1B 9
RA 8% [ miR-6799-5p
RC3H1 78% miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR-152-3p - - miR-20a-5p; miR-501-3p
° miR-6799-5p
RHEB 78% miR-27b-3p - - -
o } } } : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
RHOA 79% miR-17-5p; miR-501-3p
RPN2 80% miR-29a-3p; miR-27b-3p - - -
miR-27b-3p; miR-204-5p; miR-152-3p; miR- }
RTN4 79% 4793-3p - miR-20a-5p
| miR-1910-5p
miR-29a-3p; miR-30e-5p; miR-152-3p - .
SEC31A 78 R-502-3
* |miR-30b-5p; miR-500a-50] m P
miR-27b-3p; miR-4793-3p - - miR-20a-5p
SSR1 79%
i [ miR-6799-5p
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ANNEXOS

H. Acidosi tubular distal (II)

Proteines | ANN | PACIENTS vs CTL p.G20D vs CTL Homevs \\ dvsienta  p.G20D_Mod vs Lenta
miR-502-3p
TBC1D15 | 79% - - - miR-20a-5p; MiR-17-5p;
MiR-501-3p
TEADL 78% miR-27b-3p; MiR-152-3p - - -
i 82% B - - - miR-106a-5p
miR-27b-3p; miR-30e-5p - - -
TXNDC5 | 789
% miR-30b-5p |
UBRL 81% miR-27b-3p - - MiR-20a-5p; miR-17-5p
UBXNL | 79% miR-27b-3p - - -
UCHL5 83% miR-664a-5p; miR-4793-3p - - miR-20a-5p; miR-17-5p
o miR-27b-3p; . . .
AMP7 | 78% mMiR-204-5p
XPR1 80% miR-27b-3p - MiR-5189-3p

I. Transport de Mg?* i Ca?* (1)

es | ANN | PACIENTS vs CTL

p.G20D vs CTL i vs Mod vs Lenta p.G20D_Mod vs Lenta

IACBD5 89% miR-152-3p - - miR-20a-5p; miR-17-5p
o D 9 Th.2n. iR E10.En. iR . . miR-619-5p; miR-20a-5p;
IACOX1 78% miR-27b-3p; miR-619-5p; miR-595 miR-106a-5p; MiR-17-5p
IADA 82% - [ - - - miR-20a-5p
IAGL 79% miR-29a-3p - - miR-20a-5p
IAGRN 91% miR-27b-3p - miR-502-3p
IAKR1A1 | 84% - | - - miR-204-3p -
IAMIGO2 | 81% miR-29a-3p - - -
. miR-297 ] ] ]
AR 86% [ miR-3149
miR-99a-5p; miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR- . e .
ATP2B1 | 83% 100-5p; miR-204-5p ; ; m'R'Zcr’:i':‘;'OT'g'17'5p'
miR-30b-5p | P
IATP2B4 79% miR-29a-3p; miR-204-5p; miR-152-3p - - -
IATPEV1G2| 78% miR-27b-3p - - -
miR-502-3p
IATPSA 86% - miR-185-3p; miR-1306-3p - miR-20a-5p; miR-106a-5p;
miR-17-5p
miR-27b-3p; miR-204-5p; miR-30e-5p; miR- .
664a-5p miR-502-3p
BRWD1 92% - . -
miR-30b-5 miR-1910-5 miR-20a-5p; miR-106a-5p;
P P miR-17-5p; miR-501-3p
C90rf78 | 86% - - - - miR-20a-5p
o miR-29a-3p; miR-204-5p } } }
CACNA1C | 83% miR-1853p
CLDN4 78% - miR-1910-5p - - miR-6511b-5p
CNTNAP1 | 84% - miR-185-3p - - -
o B 97h-2m miR.1E9. } : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
CRIM1 83% miR-27b-3p; miR-152-3p miR-17-5p
CSF3 91% - - - - miR-20a-5p
CXADR * | 81% miR-27b-3p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p
DNAJBS 87% miR-204-5p - - -
DOLK 81% miR-100-5p - - -
o miR-664a-5p . . .
EMC10 81% miR-4685-3p; miR-185-3p
o miR-664a-5p . . .
EMC4 81% miR-30b-5p
o ) miR-4708-5p; : : :
EPBA2 78% miR-1273f
FAM109A | 90% miR-1972 - - -
FAM111A | 80% - miR-1910-5p - - -
GCM1 79% - miR-1273f - - miR-106a-5p
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ANNEXOS

I. Transport de Mg2* i Ca?* (1)

Proteines | ANN ‘ PACIENTS vs CTL

p.G20D vs CTL

Home vs

Mod vs Lenta

p.G20D_Mod vs Lenta

o miR-29a-3p; miR-27b-3p - - miR-20a-5p; miR-106a-5p;
GLO1 83% miR-4685-3p; miR-1910-5p | - - miR-17-5p
GRHPR | 83% - miR-185-3p - - -
iR-27b-3
HDGFRP2 | 81% il r:iR»185»3p - - -
HECW1 85% miR-29a-3p; miR-4701-3p - - -
HYI 80% miR-27b-3p - - -
o miR-30e-5p . . .
IFNE 86% miR3005p |
IL11 86% miR-204-5p - - B
IL20 91% - | - - - miR-20a-5p
P6K1 88% miR-29a-3p ) ) miR-20a-5p; miR-106a-5p;
? miR-6799-5p; miR-185-3p miR-17-5p
o A ) . . miR-20a-5p; miR-106a-5p;
KCNA7 81% IR17-5p
KCNE4 81% miR-99a-5p; miR-100-5p - - miR-20a-5p
o miR-29a-3p; miR-297 . iR ) .
KCNJ3 82% [ miR-4708-5p; miR-1273f miR-500a-3p
iR-297
KIAA1143 | 86% |m' — s - - -
iR-29a-3
KIAA1522 | 78% T' a m‘i’R—4685—3p - - mMiR-20a-5p; miR-17-5p
iR-1972
LTBP4 | 89% |m' ETETTER ; ; ;
o miR-27b-3p : : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
MAGTL | 80% miR-4708-5p; miR-1273f miR-17-5p
. ] ] ] miR-502-3p
MANBAL | 83% miR50130
MARC1 | 88% miR-100-5p; miR-6875-3p - - -
miR-29a-3p; miR-27b-3p; miR-204-5p; miR-
30e-5p; miR-152-3p; X .
o S ROh-Co R R o ~ miR-20a-5p; miR-106a-5p;
MDM2 | 84% | miR :85:;" MR- - iR-4685-3p; miR-4793-3p; miR-500a-3p miR-17-5p
; P MiR-6799-5p
miR-4793-3p
iR-152-3 - - -
MEGF8 | 89% m m‘i)R—1910—5p
MLLT10 82% miR-489-3p; miR-152-3p - - miR-20a-5p
MYT1L 78% miR-27b-3p - - -
miR-99a-5p; miR-27b-3p; miR-100-5p - - -
NEDD4 9
88% I iR300-5p |
miR-27b-3p - - miR-20a-5p
0,
NEDD4L | 87% miR30550 |
NELL2 83% miR-297 - - -
INEMF 83% - - - - miR-17-5p
oLIG1 84% - - - - miR-20a-5p
PCNP 89% miR-4793-3p; miR-8071 - - miR-20a-5p; miR-17-5p
. ] ] ] miR-502-3p
PCSK6 86% R50L3p
PGM1 85% miR-30b-5p - - - miR-17-5p
PNMA3 | 87% miR-6875-3p - - -
miR-27b-3p; miR-152-3p - - -
PNPLA6 | 89% miR67995p
PRKRIR | 88% | miR-30b-5p - - - -
miR-29a-3p;miR-100-5p; miR-204-5p; . .
- - -6772-3p: -20a-
PRRC2C | 78% miR-152-3p miR-6772-3p; miR-20a-5p
miR-30b-5p | miR-6772-3p
. miR-619-5p; miR-20a-5p;
PTGIS 84% miR-619-5p miR-106a-5p; miR-17-5p
miR-4685-3p |
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ANNEXOS

I. Transport de Mg?* i Ca?* (ll1)

PACIENTS vs CTL

Mod vs Lenta

p.G20D_Mod vs Lenta

p.G20D vs CTL

miR-27b-3p; miR-4793-3p

miR-20a-5p; miR-106a-5p;

0, iR- -
RBM12B | 86% I ¢ 30b-5p mMiR-5003-3p | iR 17-5p; miR-501-3p
RBM6 83% miR-30b-5p - - miR-106a-5p
i 37h.2me miR.E10. B miR-619-5p; miR-20a-5p;
RFK 85% miR-27b-3p; miR-615-5p miR-106a-5p; MiR-17-5p
| miR-1273f
SCAF8 83% miR-4793-3p - -
SEC62 80% miR-27b-3p - miR-20a-5p
o o R R : miR-20a-5p; miR-106a-5p;
SH3RF1 81% miR-500a-5p miR-17-5p
SLC12A3 | 82% - miR-4685-3p - -
SLC35A5 | 84% miR-27b-3p - -
SLC41A3 | 81% miR-29a-3p - -
SLC4A1 87% miR-4454 - R
SLC4A1AP | 84% - - - miR-20a-5p; miR-17-5p
SLC4A4 84% miR-30b-5p - - -
o miR-99a-5p; miR-100-5p - -
SLC7A8 86% | miR-185-3p
o miR-29a-3p; miR-27b-3p - -
SLC8A1 78% miR-500a-5p |
SMURF1 | 83% miR-27b-3p - miR-20a-5p; miR-17-5p
SMURF2 83% miR-4454; miR-29a-3p - -
SNX33 83% - | - - miR-20a-5p; miR-17-5p
SPRYD4 78% miR-4793-3p; miR-4701-3p - -
o . miR-4685-3p; miR-3064-5p; . .
SRRM4 88% miR-6772-3p
miR-6875-3p - -
0,
STXBP2 87% ‘ miR-7844-5p; miR-185-3p
o miR-489-3p - -
SUMF2 88% miR-6799-5p
TMEM14B| 84% - - - miR-20a-5p
o i 97h-2m- miR-1E9. } miR-20a-5p; miR-106a-5p;
ITMEM9B | 90% miR-27b-3p; miR-152-3p miR-17-5p
[TRMT10C | 88% miR-30b-5p - - -
ITRPM7 84% - - - miR-17-5p
[TSPAN7 85% - - - miR-20a-5p
o miR-489-3p; miR-29a-3p; miR-27b-3p - miR-17-5p
USP42 78% miR-4708-5p; miR-1273f
o miR-29a-3p; miR-27b-3p - miR-20a-5p
USP44 82% miR-30b-5p
o - R B miR-20a-5p; miR-106a-5p;
USP48 90% miR-30b-5p miR-17-5p
LPM1 90% - - - miR-17-5p
miR-27b-3p; miR-619-5p miR-502-3p
o miR-619-5p; miR-20a-5p;
EMAT3 85% miR-30b-5p miR-500a-3p | miR-106a-5p; miR-17-5p;

miR-501-3p
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Abstract

Background: Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis
(FHHNC) is an autosomal recessive tubulopathy characterized by excessive uri-
nary wasting of magnesium and calcium, bilateral nephrocalcinosis, and progressive
chronic renal failure in childhood or adolescence. FHHNC is caused by mutations
in CLDN16 and CLDN19, which encode the tight-junction proteins claudin-16 and
claudin-19, respectively. Most of these mutations are missense mutations and large
deletions are rare.

Methods: We examined the clinical and biochemical features of a Spanish boy with
early onset of FHHNC symptoms. Exons and flanking intronic segments of CLDN16
and CLDN19 were analyzed by direct sequencing. We developed a new assay based
on Quantitative Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments (QMPSF) to inves-
tigate large CLDN16 deletions.

Results: Genetic analysis revealed two novel compound heterozygous mutations of
CLDN16, comprising a missense mutation, ¢.277G>A; p.(Ala93Thr), in one allele,
and a gross deletion that lacked exons 4 and 5,c.(840+25_?)del, in the other allele.
The patient inherited these variants from his mother and father, respectively.
Conclusions: Using direct sequencing and our QMPSF assay, we identified the ge-
netic cause of FHHNC in our patient. This QMPSF assay should facilitate the genetic
diagnosis of FHHNC. Our study provided additional data on the genotypic spectrum
of the CLDN16 gene.

KEYWORDS
claudin-16, CLDN16, deletion, hypomagnesemia, novel mutations, QMPSF
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1 | INTRODUCTION

Loss-of-function mutations in two genes involved in renal
paracellular reabsorption of calcium and magnesium,
CLDN16 (OMIM *603959) and CLDN19 (OMIM*610036),
cause two types of a rare autosomal recessive disease known
as Familial Hypomagnesemia with Hypercalciuria and
Nephrocalcinosis, respectively (FHHNC; type 1, OMIM
#248250 and type 2, #248190) (Konrad et al., 2006; Simon
et al., 1999). This tubulopathy is characterized by excessive
urinary losses of renal magnesium and calcium, bilateral
nephrocalcinosis, and progressive chronic renal failure early
in life (Claverie-Martin, 2015; Praga et al., 1995). Patients
usually present with recurrent urinary tract infections, poly-
uria, polydipsia, and nephrolithiasis. The symptoms usually

regions. Only one large deletion has been identified in the
CLDN16 gene of a patient with FHHNC (Yamaguti et al.,
2015).

In this study, we aimed to describe the clinical and ge-
netic features of a patient with early onset of the first FHHNC
symptoms. Since direct DNA sequencing of coding exons
and flanking intronic sequences only detected a missense het-
erozygous mutation of CLDN16, we designed a Quantitative
Multiplex PCR of Short Fluorescent Fragments (QMPSF)
assay to identify a novel large deletion in the other allele.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Ethical compliance

appear in early childhood or adolescence. Common bio- chemical

characteristics include low levels of magnesium

in serum, high urine levels of calcium and magnesium, high
serum levels of parathyroid hormone, and reduced glomer-
ular filtration rate (Godron et al., 2012; Konrad et al., 2008;
Weber et al., 2001; Claverie-Martin et al., 2013). Defects in
enamel formation have been reported in some FHHNC pa-
tients (Bardet et al., 2016; Yamaguti et al., 2017). In addition,
patients with mutations in CLDN19 display severe ocular ab-
normalities such as myopia, macular colobamata, and nys-
tagmus (Konrad et al., 2006; Claverie-Martin et al., 2013;
Godronetal., 2012).

CLDN16 and CLDN19 encode tight junction proteins
claudin-16 and claudin-19, respectively, which are members
of a family of membrane proteins that contain four transmem-
brane domains, two extracellular loops, a cytoplasmic loop,
and cytoplasmic amino- and carboxy ends (Meoli & Guinzel,
2020; Suzuki et al., 2014). Both claudins interact with each
other on adjacent epithelial cells of the thick ascending loop
of Henle to form a cation paracellular selective barrier that
regulates the paracellular reabsorption of magnesium and
calcium in the kidney (Hou et al., 2008). Claudin-16 and
claudin-19 are also expressed in the tight junction of amelo-
blasts, which might explain their association with defective
enamel formation in FHHNC patients (Bardet et al., 2016;
‘Yamaguti et al., 2017). Moreover, severe ocular involvement
in FHHNC patients with mutation in claudin-19 might be
attributed to the expression of this claudin in fetal retinal
pigment epithelium (Peng, Rao, Adelman, & Rizzolo, 2011;
Wang et al., 2019).

The clinical diagnosis of FHHNC needs to be confirmed
by the detection of CLDN16 or CLDN19 pathogenic variants
in both alleles. Most CLDN16 and CLDN19 variants identi-
fied in FHHNC patients are missense mutations found in ho-
mozygous or compound heterozygous state (Claverie-Martin
et al., 2015; Prot-Bertoye & Houillier, 2020). These muta-
tions are mainly located in the two extracellular loops but a
few affect the transmembrane domains and the cytoplasmic
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The Ethics Committee of Hospital Universitario Nuestra
Sefiora de Candelaria (Santa Cruz de Tenerife, Spain) ap-
proved the protocols of this study, which was conducted
according to the Declaration of Helsinki. Written informed
consent was obtained from the patient's parents.

2.2 | Genomic DNA purification and direct

sequence analysis

After obtaining written informed consent, peripheral blood
samples of patients and relatives were collected for genetic
analysis. Genomic DNA was extracted using the GenElute
Blood Genomic DNA kit (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) following the manufacturer's instructions. The cod-
ing exons and flanking intronic sequences of CLDN16 and
CLDN19 were amplified by polymerase chain reaction (PCR)
using primers and conditions previously described (Claverie-
Martin et al., 2013; Perdomo-Ramirez et al., 2019; Simon
etal., 1999). PCR products were purified with the QIAquick
PCR purification kit (Qiagen, Hilden, Germany) and se-
quenced with the BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sequence
reactions were purified with Performa®DTR Gel Filtration
Cartridges (EdgeBio BioSystems, Gaithersburg, Maryland,
USA), and analyzed on a 3500 Series Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Mutations
were identified by comparison to the respective reference
sequences (GenBank accession numbers NG_008993.1 and
NG_008149.1, for CLDN19 and CLDN16, respectively), and
confirmed by sequencing additional independent amplifi-
cation products. We inspected several databases, including
ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/), Human
Gene Mutation database (HGMD, http://www.hgmd.cf.ac.
uk/ac/index.php), 1000 Genomes Project (http://www.1000g
enomes.org/), and gnomAD database (https://gnomad.broad
institute.org/), to verify that the variant detected in our patient
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was not a common polymorphism and to confirm that it was
novel. There are two potential start codons (methionine 1 and
methionine 71) in the CLDN16 gene that would produce a
short (235 amino acids) or a long (305 amino acids) clau-
din-16 isoform (Hou, Paul, & Goodenough, 2005; Weber
etal., 2001). It is currently unknown whether both iso- 2.4
forms are functional. For all CLDN16 mutations described
in the literature, nucleotide numbering starts with the A of
the first ATG translation initiation site as nucleotide 1 (see,
table 4 of Prot-Bertoye & Houillier, 2020, and HGMD).
We used this same numbering for the two mutations de-
scribed here (Reference NCBI sequence used for numbering:
NM_006580.3). We followed the recommendations of the
Human Genome Variation Society (http://varnomen.hgvs.
org/) for the description of sequence variants.

2.3 | Quantitative Multiplex PCR of Short
Fluorescent Fragments analysis

In order to detect the potential gross deletions or duplications
in the CLDN16 region, we used a QMPSF assay. Primer pairs
for amplification of short exonic fragments corresponding to
exons 1-5 of the CLDN16 gene and a sequence control of the
HNF1B gene were designed (Table 1). Simultaneous PCR-
amplification was performed in a 20pL reaction mixture con-
taining dNTPs (10 mM), MgClI2, 10% DMSO, KAPA Taq
DNA Polymerase (Kapabiosystems, Boston, Massachusetts),
dye-labeled primers (0.3 pM of each primer), and 40 ng of
genomic DNA. The amplification conditions consisted of
an initial step of denaturation at 94°C for 5 min, followed
by 24 cycles of denaturation at 94°C for 20 s, annealing at
60°C for 20 s, and extension at 72°C for 20 s. A final ex-
tension was performed at 72°C for 10 min. Then, the sam-
ples were denatured and loaded onto an ABI3130x| Genetic
Analyzer (Life Technologies). We used the GeneMapper®

the control-amplified product. Finally, the results obtained
from the test samples were compared with the results from a
healthy individual and positive control samples.

| Bioinformatics analysis

The potential detrimental effect of the amino acid substitu-
tion on the structure and function of claudin-16 was evalu-
ated using the following bioinformatics tools, which are
based on different principles: PolyPhen-2 (http://genetics.
bwh.harvard.edu/pph2/) (Adzhubei et al., 2010), Panther
v.15.0 (http://www.pantherdb.org/tools/csnpScoreForm.
jsp) (Tang & Thomas, 2016), MutPred2 (http:/mutpr
ed.mutdb.org/) (Pejaver, Mooney, & Radivojac, 2017),
MutationTaster2 (http://www.mutationtaster.org/) (Schwarz,
Cooper, Schuelke, & Seelow, 2014), and Fathmm-XF (http://
fathmm.biocompute.org.uk/fathmm-xf/) (Rogers et al.,
2018). The protein sequence of human claudin-16 was ob-
tained from the Uniprot database (https://www.uniprot.org/
entry identifier Q9Y5I17). Protein stability changes resulting
from the missense variant were estimated using web-based
programs  MUpro  (http://mupro.proteomics.ics.uci.edu/)
(Cheng, Randall, & Baldi, 2006) and I-Mutant 3.0 (http://
gpcr2.biocomp.unibo.it/cgi/predictors/I-Mutant3.0/1-Mutan
t3.0.cqi) (Capriotti, Fariselli, & Casadio, 2005). These tools
provide the predicted free energy change value (DDG) and
the sign of the prediction. The DDG value is calculated from
the unfolding Gibbs free energy value of the mutant protein
minus the unfolding Gibbs free energy value of the wild type
(kcal/mol). A DDG value below 0 means that the stability
of the protein has decreased, whereas a DDG superior to 0
means it has increased.

25 | Protein modeling

Software v. 4.0 (Applied Biosystems, California) for data analysis.

Normalization was performed by dividing the peak
height of each amplification product by the peak height of

There is no experimentally determined 3D structure avail-
able for claudin-16 protein in the Protein Data Bank (PDB).

TABLE 1  Primer used for QMPSF analysis of the human CLDN16 gene
Amplicon
Exon? Forward primer (5'-3") Reverse primer (5'-3") size (bp)
1 GACCACCACTAGCCCACAGT 56-FAM-TGGTACCTGGCAATGTGAAA 243
2 AATGCTTTTGATGGGATTCG 56-FAM-CCATTACAAACTGGACCGAAC 185
3 TGGTAACTCGAGCGTTGATG 56-FAM-GTTGCTAGTCCAGCCAGACC 181
4 CCAGGAATCATTGGCTCTGT 56-FAM-GAACAGCTCCAGCCAAAAAG 160
5 TTGGACCTGAGAGAAACTATCCTT 56-FAM-AGCATACATTTTGGCCGTCT 113
Control® 56-FAM-TGTCTAGTGAGGACCCTTGG GGATCTCTCGTTGCTTTCTG 199

“Numbering is according to DNA sequence (Ensembl: ENST00000264734.2).
PHNF1B gene.
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Therefore, wild-type and mutant claudin-16 were modeled
using the SWISS-MODEL server (Waterhouse et al., 2018)
(https://swissmodel.expasy.org/). ~Protein sequences in
FASTA format were uploaded and modeled with the crystal
structure of human claudin-4 in complex with the C-terminal

3.2 | Detection of a novel CLDN16missense
mutation by direct DNA sequencing

DNA sequence analysis showed that the CLDN19 coding
exons and their flanking intronic regions had the normal se-

fragment of Clostridium perfringens enterotoxin (PDBe: 5b2g.2)quence. Analysis of the CLDN16 gene revealed a heterozy-

(Shinoda et al., 2016).

3 | RESULTS

3.1 | Clinical description

An 11 month old previously healthy boy consulted for
fever and respiratory symptoms, and leukocyturia was
identified incidentally. Urinary tract infection was sus-
pected but the finding by renal ultrasound of severe and
bilateral nephrocalcinosis led to additional diagnostic
work-up. His physical exam, height, and weight were
normal by age (percentile >99), as well as his blood pres-
sure. Previously unnoticed polyuria and hyposthenuria
were also identified. Biochemistry serum tests revealed
increased creatinine (0.61 mg/dl) [estimated Glomerular
Filtration Rate (eGFR): 56 ml/min/1.73 m?)], without asso-
ciated electrolytes anomalies (potassium 5.3 mEg/L, chlo-
ride 106 mEq/L, total calcium 10.2 mg/dl, and phosphorus
4.9 mg/dl) except mild hypomagnesemia (magnesium
1.54 mg/dl) and elevated uric acid (7.4 mg/dl), and remark-
ably significant high intact parathyroid hormone (175 pg/
ml), for the degree of renal function impairment, with
adequate 25-hydroxy-vitamin D levels (25 ng/dl). Acid-
base balance was preserved. Urine exam demonstrated in-
creased urinary calcium and magnesium excretion: urinary
calcium/creatinine (Uggcy) 0.39 mg/mg, urinary magne-
sium/creatinine (Uygcr) 0.21 mg/mg (at the high-normal
level but inappropriately increased for the level of serum

magnesium), and elevated fractional excretion of magne-
sium (FEyg, 8.2%). At the age of 2 years, under the clinical
suspect of FHHNC, genetic analysis was performed (see,
below). The patient's follow-up 7 years later was consist-
ent with FHHNC with moderate chronic kidney disease
(serum creatinine 1.16 mg/dl (€GFR: 40 ml/min/1.73 m?),
persistent hypomagnesemia despite oral supplements
(magnesium 1.3 mg/dL) due to maintained hypermagne-
siuria (Upgicr 0.27 mg/mg, FE g 24%), associated with sig-
nificant hypercalciuria (Ucyc, 0.42 mg/mg; VCa 5.4 mg/
Kg/day). His PTH levels were normalized under medical
treatment. Dentistry careful evaluation did not demonstrate
any enamel defects. Furthermore, the patient had no ocu-
lar abnormalities. His parents are not consanguineous, and
there is no family history of nephropathy except a maternal
great grandmother with a single kidney and nephrolithiasis.
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gous variant ¢.277G>A, in exon 1 (Figure 1a). This variant
was also detected in heterozygosis in the patient's mother,
who was unaffected. Sequence analysis of the patient's fa-
ther and brother, both healthy, showed the CLDN16 normal
sequence (Figure 1a). The pedigree of the family is shown
in Figure 1b.The G to A substitution leads to the replace-
ment of alanine for threonine in residue 93 of the claudin-16
protein, p.(Ala93Thr). Alanine 93 is located next to the last
amino acid of the first transmembrane domain (Figure 1c),
and is highly conserved throughout the evolution (Figure
1d). We searched several databases to verify that the vari-
ant detected in our patient, c.277G>A; p.(Ala93Thr), was
not a common SNP and to confirm that it was a novel muta-
tion not previously reported. This variant was not found in
ClinVar, HGMDor 1000 Genomes Project database. In the
gnomAD database, it was found in only one allele from a
genome sample from African population with a frequency
of 0.00003 (variant I1D: 3-190106185-G-A). In silico predic-
tion tools PolyPhen-2, Panther, MutPred2, MutationTaster,
and Fathmm-XF indicated that this rare variant was probably
pathogenic (Table 2). Furthermore, this variant caused a de-
crease in claudin-16 protein stability according to programs
that predict the protein stability of mutated proteins including
I-Mutant 3.0 (DDG in kcal/mol: —1.51).We submitted this
new missense CLDN16 mutation to ClinVar and it was in-
cluded with accession number VCV000930213.1.

3.3 | Identification by QMPSF of a new
CLDN16 deletion

Direct sequencing of CLDN16 revealed only a mutated allele,
therefore, since FHHNC is an autosomal recessive disease,
we suspected that the mutation in the other allele was a large
heterozygous deletion in this gene. In order to detect a po-
tential heterozygous deletion of CLDN16 that could explain
the clinical phenotype and to map precisely the deletion, we
designed a QMPSF assay, a method based on simultaneous
amplification of multiple short sequences under quantitative
conditions. The results of this assay revealed a novel large de-
letion in the CLDN16 gene of the patient that, at least, lacked
exons 4 and 5, ¢.(840+25_?)del. As illustrated by Figure 2,
exonic deletions were easily detected by a 50%decrease of
the corresponding peaks; the probes designed for exons 4 and
5 presented half the expected signal in the patient, brother
and father. In contrast, exons 1, 2, and 3 were not deleted.
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FIGURE 1

TGFFLAFVSAGFLIAATWTDCWMENADDSLE

Claudin-16

Identification of novel CLDN16 heterozygous missense mutation ¢.277G>A; p.(Ala93Thr) in patient with FHHNC. (a)

Electropherograms showing the heterozygous substitution in exon 1 of the patient and his mother. Arrows indicate the position affected by the

mutation in the patient and his mother. The brother and father revealed the normal sequence. (b) Pedigree of the family showing segregation of
both CLDN16 variants (missense mutation and deletion in blue and black, respectively). Circle, female individual; squares, male individual; P,
proband; del, c.(840+25_?)del detected in the other allele. The patient inherited the missense mutation and the deletion from his mother and father,
respectively. (c) Schematic representation of the CLDN16 gene, cDNA, and claudin-16 protein. Arrows indicate the position affected by missense
mutation ¢.277G>A;p.(Ala93Thr). Colored boxes represent the five coding exons and black lines indicate intron sequences; exons missing in

the deletion mutant are in red. Exons and introns sizes are not at scale. The positions of the ATG start codon and the TAA stop codon are also
shown. Exons are associated by dotted lines to the schematic representation of the claudin-16 protein where transmembrane domains (TM1-TM4),
extracellular segments (EC1 and EC2) and cytoplasmic regions (white boxes) are indicated. (d) Multiple sequence alignment of claudin-16 or
related proteins from different species showing evolutionary conservation of alanine 93. *T. rubripes does not contain the ortholog for mammalian
claudin-16. The sequence shown is that of claudin-11B
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TABLE 2

Tool PolyPhen-22 Panther®
Score 0.85 362
Significance Possibly damaging Possibly damaging

Pathogenicity prediction for claudin-16 mutation p.(Ala93Thr) using bioinformaticstools

Fathmm-
MutPred2® MutationTasterd ~ XF®
0.747 58 0.615
Probably pathogenic Disease causing Pathogenic

“The PolyPhen-2 score varies from 0 to 1 Variants with scores in the range 0.85 to 1.0 are more confidently predicted to be damaging.

bPanther measures the length of time (in millions of years, my) an amino acid position in the protein has been preserved. The longer a position has been preserved, the
more likely that amino acid change will have a deleterious effect. The thresholds are: probably damaging (preservation time is greater than 450 my), possibly
damaging (preservation time is between 200 my and 450 my), and probably benign (preservation time is less than 200 my).

“The MutPred? prediction ranges from 0.0 and 1.0, in which a higher score indicates a greater propensity to be pathogenic.
9The MutationTaster score ranges from 0.0 to 215. It is derived from the Grantham Matrix for amino acid substitutions and shows the physicochemical difference

between the original and the mutated amino acid.

°Fathmm-XF predictions are given as p-values in the range 0-1: values above 0.5 are predicted to be deleterious, while those below 0.5 are predicted to be neutral or

benign.
(37))00 Ex5 Ex 4 Ex3 Ex2 Control Ex 1 FIGURE 2 Detection of the CLDN16
deletion using a QMPSF assay. Panels

2000 show the QMPSF electropherograms of:
1000 | ’ Jl[ k\ i Jf | (a) normal control, (b) proband, (c) brother,

0 v | A I, I v 1 and (d) father. Blue peaks and red peaks

120 120 160 160 200 20 240 correspond to CLDN16 exons 1-5fragments

(b) and molecular weight markers, respectively.
3000 Ex5 Ex4 Ex3 Ex2 Control Ex1 The Y-axis indicates fluorescence in
2000 + | arbitrary units, and the X-axis displays the
1000 \ ‘| | ‘ | size in base pairs. The heterozygous deletion

ol JL ESE— - Y Jj‘_\,, b ] Jh s - ﬁJLL is easily detected by a reduction of the peaks

120 140 160 180 200 220 240 corresponding to exons 4 and 5 (arrows)
© in the proband, his brother and father
Ex5 Ex4 Ex3 Ex2 Control Ex1 compared to a normal control
3000 -
2000+ + *
] \ I

1000 Jlx L1 i U I Ly

L 120 140 160 180 200 220 240
(@) ‘

Ex5 Ex4 Ex3 Ex2 Control Ex1

3000 -‘
2000 + + M
e ) La Jb ) L

00— J—A—r ——— — — — —

120 140 160 180 200 220 240

The patient's unaffected brother and father were found to be
carriers of this deletion (Figure 2). This novel CLDN16 dele-
tion was submitted to ClinVar and it was included with ac-
cession number SCV001335520.

34 Modeling of claudin-16
protein structure

To analyze the structural impact of the two CLDN16 muta-
tions detected in the patient, the 3D structure of the claudin-16
protein was modeled based on the solved protein structure of
claudin-4 using SWISS-MODEL. The results did not reveal

any derangement in the structure of the mutant claudin-16
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protein with the missense mutation (Figure 3). The predicted
3D structure of the claudin-16 protein encoded by the allele
with the deletion of exons 4 and 5 resulted in the removal
of nine amino acids of the third transmembrane domain, the
second extracellular loop, the fourth transmembrane domain
(encoded by exon 4) and the carboxy-terminal cytoplasmic
region containing a PDZ-binding motif and potential phos-
phorylation sites (encoded by exon 5) (Figure 3).

4 | DISCUSSION

FHHNC is a rare hereditary disease characterized by
excessive renal losses of magnesium and calcium,
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Predicted 3D structures of wild-type and mutant claudin-16 proteins generated using homology modeling with SWISS-MODEL.

TM1 to 4, transmembrane domains 1 to 4; EC1 and EC2, extracellular loops 1 and 2; CS, cytoplasmic segment. (a) Wild type claudin-16. (b)
Mutant p.(Ala93Thr). Blue arrows indicate the location of the original alanine 93 residue and missense mutation p.(Ala93Thr). The NH,and
COOH termini correspond to threonine 70 and cysteine 255, respectively. (c) Deletion mutant lacking part of TM3, EC2, TM4, and COOH
terminus. The COOH terminus corresponds now to alanine 197. The models are based on template 5b2 g.2 of claudin-14

bilateral nephrocalcinosis, and progressive chronic renal fail-
ure (Claverie-Martin, 2015; Praga et al., 1995). Clinical ob-
servations and clearance studies in patients suggested that the
primary defect was associated with reduced paracellular re-
absorption of magnesium and calcium in the thick ascending
loop of Henle (Rodriguez-Soriano, Vallo, & Garcia-Fuentes,
1987). The disease is caused by loss-of-function mutations
of CLDN16 (previously known as PCLN1) (type 1), (Simon
et al., 1999) or CLDN19 (type 2).The majority of Spanish
patients with FHHNC are homozygous for CLDN19 founder
mutation p.(Gly20Asp), and they also have severe ocular
defects (Konrad et al., 2006, Claverie-Martin et al., 2013;
Martin-Nufiez et al., 2015). We examined the phenotype
and genotype of a Spanish child with the typical character-
istics of FHHNC and no ocular abnormalities. He suffered
from polyuria and hyposthenuria. Bilateral nephrocalcinosis,
mild hypomagnesemia, hypercalciuria, elevated fractional
excretion of magnesium, increased parathyroid hormone,
and decreased glomerular filtration rate were found. Genetic
analysis of the proband and family members revealed two
novel mutations of CLDN16 in a compound heterozygous
state, which confirmed the clinical diagnosis of FHHNC type
1

The CLDN16 gene is located on chromosome 3q27, and
to date, 69 pathogenic mutations have been identified: 43
missense, 10 nonsense, 5 splicing, 5 small deletions, 2 small
insertion, 2 small indels, 1 complex, and 1 gross deletion
(Prot-Bertoye & Houillier, 2020). Because of the autosomal
recessive pattern of inheritance in FHHNC type 1, patients
are homozygous or compound heterozygous for the particular
mutations. Functional studies have shown that CLDN16 mu-
tations may cause partial or complete loss of claudin-16 func-
tion (Hou et al., 2005; Kausalya et al., 2006; Konrad et al.,
2008; Muller et al., 2003). The majority of mutant claudin-16
proteins display normal trafficking to the cell membrane, but

others remain in the endoplasmic reticulum, Golgi apparatus,
or lysosomes. Even mutant proteins that are correctly local-
ized to the tight junction frequently show defective magne-
sium paracellular transport (Hou et al., 2005; Konrad et al.,
2008). Hou and colleagues have shown that claudin-16 inter-
acts with claudin-19 conferring cation selectivity to the tight
junction in a synergistic manner (Hou et al., 2008). Mutations
that disturb this interaction cause loss of cation selectivity.

Direct sequencing of CLDN16 exons identified heterozy-
gous missense variant ¢.277G>A; p.(Ala93Thr) in our pa-
tient, which was inherited from his mother. This very rare
variant, which results in the replacement of an alanine residue
for threonine, has not been described previously in FHHNC.
The substitution of a hydrophobic amino acid for a polar
amino acid in the first transmembrane domain of claudin-16
could lead to misfolding or defects in membrane insertion.
Therefore, p.(Ala93Thr) could affect the formation of clau-
din-16/claudin-19 tight junctions. We consider this variant is
a pathogenic mutation based on the following: (1) it affects a
highly conserved amino acid residue, (2) bioinformatics anal-
ysis predicts deleterious consequences, (3) it's extremely low
frequency, and (4) it results in a decrease of protein stability.
However, this would have to be confirmed experimentally by
functional analysis. Most CLDN16 mutations affect the two
extracellular loops of the protein, and only two previously re-
ported missense mutations are located in the first transmem-
brane domain, p.(Cys80Tyr) and p.(Gly88Glu) (Prot-Bertoye
& Houillier, 2020). Functional analysis of p.(Gly88Glu) has
revealed that this mutation results in a complete loss of func-
tion (Konrad et al., 2008).

Since only one heterozygous mutation of CLDN16 could
not explain the FHHNC phenotype of our patient, we used a
QMPSF assay designed by us to detect the mutation in the
other allele. The results showed a heterozygous dele- tion of
exons 4 and 5 that was inherited from his father. The
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claudin-16 protein encoded by this mutant would lack part
of the third transmembrane domain, the second extracellular
loop, the fourth transmembrane domain, and the cytoplasmic
carboxy terminus, which plays an important role in protein
stability and trafficking to the tight junction (Itoh et al., 1999;
Miiller et al., 2003). Therefore, we assumed that this deletion
induces a complete loss of function of the mutant claudin-16
protein. Only one large homozygous deletion in the CLDN16
gene of a patient with FHHNC has been reported in the litera-
ture (Yamaguti et al., 2015). This deletion was detected using
a multiplex ligation-dependent probe amplification assay,
and included exons 2 to 5. CLDN16 large deletions may be
underestimated, and we suggest that in cases where only one
mutated allele is detected, the genetic analysis should include
a method to detect large deletions.

The pathogenesis of chronic renal disease in patients
with FHHNC remains unclear. The hypercalciuria and
nephrocalcinosis present in these patients may contribute to
progression to end-stage renal disease, however, a suitable
correlation has not been found (Praga et al., 1995). Moreover,
not all hereditary tubulopathies characterized by nephrocal-
cinosis lead to end-stage renal disease. Other factors related
to the progression of chronic kidney disease could be the
activation of the inflammasome by crystal nephropathy or
the anomalies caused by the defective claudin-16 function
early in the development of tubular tight junctions (Godron
et al., 2012; Claverie-Martin et al., 2015). Konrad and col-
leagues have suggested a genotype-phenotype correlation re-
lated to the progression of renal failure in FHHNC patients
with CLDN16 mutations (Konrad et al., 2008). They found
that the progression of renal failure is significantly faster in
patients with complete loss-of-function mutations in both
alleles as compared with patients with partial loss-of-func-
tion mutations in one or both alleles. As most patients with
FHHNC, our patient presented the typical characteristics of
FHHNC, including moderate chronic kidney disease early in
infanthood. However, during the last 7 years of follow-up, he
showed a slow deterioration in renal function (eGFR from
56-40 ml/min/1.73 m?) in comparison with other patients
(Weber et al., 2001). This suggests that at least one of the two
mutations detected in the patient has a partial loss of func-
tion. Since the large deletion obviously has a complete loss of
function, we speculate that p.(Ala93Thr) has a residual clau-
din-16 function that delays progression of renal failure.

In conclusion, we report the clinical and genetic features
of a Spanish boy with early onset of FHHNC symptoms but
slow deterioration in renal function. By applying direct DNA
sequencing and a QMPSF analysis designed by us, two novel
compound heterozygous pathogenic variants of CLDN16
were identified; a missense mutation,c.277G>A; p.(Ala-
93Thr), in one allele and a large deletion, c.(840+25_?)del, in
the other allele. The missense mutation affects the first trans-
membrane domain of claudin-16 and probably conserves a

304

residual function, while the deletion involves exons 4 and 5
and most likely leads to a complete loss of function. These
mutations were inherited from his mother and father, respec-
tively. Our study provides further insights into the molecu-
lar basis of FHHNC. Moreover, the QMPSF assay described
here should facilitate the genetic diagnosis of FHHNC.
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Abstract

Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC; OMIM
248250) is a rare autosomal recessive kidney disease caused by mutations in the CLDN76
or CLDN79 genes encoding the proteins claudin-16 and claudin-19, respectively. These
are implicated in the paracellular magnesium and calcium transport in the thick
ascending limb of Henle's loop and account for most of the magnesium reabsorption in
the tubules. FHHNC is characterized by hypomagnesaemia, hypercalciuria and
nephrocalcinosis, and progresses to renal failure, requiring dialysis and kidney
transplantation at early stages of life. Patients carrying CLDN79 mutations frequently
exhibit associated ocular congenital defects leading to variable visual impairment.
Despite this severe clinical course, phenotype variability even among siblings has been
described in this entity, suggesting the implication of unidentified epigenetic
mechanisms or other genetic or environmental modifiers.

Currently, there is no specific therapy for FHHNC. Supportive treatment with high fluid
intake and dietary restrictions, as well as magnesium salts, thiazides and citrate are
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commonly used in an attempted to retard progression of renal failure. Kidney transplant
remains the only curative option for renal failure in these patients.

In this review we summarize the current knowledge about FHHNC and discuss about the
remaining open questions in this entity.

Key words

Hypomagnesemia-Hypercalciuria-Nephrocalcinosis, FHHNC, CLODN76, CLDN79, claudin,
tight junctions, macular colobomata

Introduction

Familial hypomagnesemia with hypercalciuria and nephrocalcinosis (FHHNC) is a rare
autosomal recessive renal tubular disease, with an incidence of <1/1.000,000 individuals,
characterized by severe urinary magnesium (Mg) wasting, associated with hypercalciuria,
nephrocalcinosis and progression to renal failure [1, 2]. Described in 1972 [3], most
patients are diagnosed in childhood, but the disease may be overlooked due non-
specific manifestations [4, 5]. Common symptoms include polyuria-polydipsia, failure to
thrive and urinary tract infections (UTI). Further, hypercalciuria with nephrocalcinosis,
hypomagnesemia and significant hyperparathyroidism regardless of glomerular
filtration rate are characteristic but not universal findings [1, 6, 7]. FHHNC pathogenesis
is explained by impaired paracellular Mg and calcium (Ca) reabsorption at the thick
ascending limb of Henle's loop (TAL). In 1999, Simon et al, identified that FHHNC was
caused by pathogenic variants in CLDN76 gene, (FHHNC type 1, OMIM #248250) [8].
Some years later, in 2006, Konrad et al, identified a second type of FHHNC, often
associated with ocular manifestations, caused by mutations in CLON79 gene (FHHNC
type 2, OMIM #248190) [9].

Herein, FHHNC is a monogenic disorder caused by loss of function mutations in CLON76
or CLDN179 genes encoding the tight junction (TJ) proteins claudin-16 [8] and claudin-
19 [9], respectively. Genetic advances led to better understanding of the selective
paracellular cation transport pathway at the TAL [10, 11]. In addition, discovery of
CLDN19 expression in retina explained the coexistence of ocular disease in some
affected individuals, a clinical feature known since 1979 [12]. Unfortunately, increased
FHHNC knowledge was not followed by significant therapeutic advances, and patient
outcome remains poor with progression to renal failure [7, 13-18]. Remarkably, disease
severity differs between FHHNC patients, even in those carrying the same mutations,
and siblings, a finding that points out that other potential pathogenic factors could play
a role in progression and outcome [17, 19].

In this review we aim to increase awareness about FHHNC and summarize current
knowledge and remaining open questions about this entity.
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Etiopathogenesis

Mg is the second most abundant intracellular cation and essential for several vital
functions, such as neurotransmission, cardiac conductance, blood glucose and blood
pressure regulation, being a cofactor of >600 enzymes, including those participating in
ATP metabolism. Further, Mg enhances DNA and RNA resistance against oxidative stress,
and participates in cell cycle and cell proliferation control [20].

Most body content of Mg is stored at muscle (39%) and bone (60%), whereas plasma
Mg represents only 1% of body Mg. Circulating Mg level (normal values 1.8-2.3 mg/dL
or 0.70-1.1 mmol/L) reflects the equilibrium between Mg intestinal reabsorption, which
is poorly regulated and depends on Mg intake (highly present in chocolate, cocoa, nuts,
peanuts, green vegetables), and Mg excretion by urine [normal values: total magnesiuria
1.6-2.8 mg/Kg/day [21], 3-5 mmol/24h[22] and fractional excretion of Mg (FEMg) <4%
[23]).

Kidneys are the primary regulators of Mg homeostasis and can modify the amount of
Mg excreted in urine to maintain or restore its body balance. lonized Mg (~80% of total
serum Mgq) is freely filtered at the glomerulus and ~95-99% is recovered along the
nephron. The main location for renal Mg reabsorption (~60%) is the TAL, but final Mg
content in urine is determined by the reabsorption at the distal tubule (~10%), since no
further reabsorption takes place beyond that segment [24, 25]. Tubular Mg handling had

been extensively reviewed elsewhere and is out of the scope of this review.

The TAL is the tubular segment where 60% of filtered Mg and 25% of filtered Ca are
reabsorbed through a paracellular pathway in a lumen-positive transepithelial voltage
(Vte) dependent manner [26]. That electric gradient is a result of Na, K and Cl
transtubular transport, and depends on its integrity. Differential ionic conductance
between the apical and basolateral cellular membranes generates a lumen-positive Vte
around +8 mV in the deeper medullary TAL, which is the driving force for Na paracellular
reabsorption since tubular fluid is more concentrated. Na secretion to the luminal fluid
increases the lumen-positive Vte up to values of +30 mV at the cortical TAL, constituting
the driving force for Mg and Ca paracellular transport through the claudin-16/19
complex [2, 27, 28] (Figure 1).

Claudins are a family of transmembrane proteins that constitute TJ, a type of intercellular
union with a key role in selective paracellular tubular transport and cell polarity. Claudins
polymerize with other claudins from the same cell (cis interaction) as well as with those
from adjacent cells (trans interaction), forming claudin complexes which constitute an
ion pore that mediates paracellular ion conductance between the apical and the
basolateral cell compartments [29]. Claudin-16 and claudin-19 are co-expressed in TAL
of the nephron [8, 9] and form a selective cation pore for Mg, Ca and others. More
specifically, claudin-16 acts as a cation pore and claudin-19 as an anion blocker [11, 27].
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Preserved function of both claudin-16 and claudin-19 is mandatory to maintain
paracellular pore selectivity. Consequently, mutations in CLODN 76 or CLDN79genes result
in defective transtubular Vte gradient generation and loss of ion synergistic effects on
paracellular transport [27]. Claudin-16/19 complex activity is negatively modulated by
claudin-14, expressed also at the TAL, through an epigenetic mechanism triggered by
the activation of calcium-sensing receptor (CaSR) by high extracellular Ca concentrations
[30].

Further, claudin-16 and claudin-19 are also located outside the kidney, in the TJ of
ameloblast, which might explain their association with defective enamel formation in
FHHNC patients [31, 32]. Moreover, claudin-19 is also expressed in retinal pigment
epithelium [9], where it is involved in ocular development, and in Schwann cells of the
peripheral nervous system [33]; whereas claudin-16 has been detected in salivary glands
[34].

Genetic heterogeneity and geographic distribution - Founder mutations

To date, at least 70 different mutations in CLDON76 and 24 in CLDN79 have been
described [35]. Most CLDN76 and CLDN79 variants identified in FHHNC patients are
missense mutations found in homozygous or compound heterozygous state [2, 36].
These mutations are mainly located in the two extracellular loops of the protein but a
few affect the transmembrane domains and the cytoplasmic regions. Few large deletions
in these genes had been also identified [14, 19, 37].

Functional studies have shown that CLON76 mutations may cause partial or complete
loss of claudin-16 function [7, 10, 38, 39]. Most mutant proteins display normal
trafficking to the cell membrane, but others are retained in intracellular compartments.
Even mutant proteins that are correctly localized to the tight junction frequently show

defective magnesium paracellular transport [7, 10].

Characteristically, there is a geographic distribution of genetic variants. Most FHHNC
patients are carriers of CLDN76 mutations, namely those with North-European and
North-African ancestry but in the South of Europe (mainly Spain and France), CLDN79
mutations are highly prevalent. Moreover, ~ two-thirds of CLON79 patients exhibit the
¢.59G>A (p.G20D) mutation in homozygosis, which was named the Spanish/Hispanic
mutation due to its founder effect in the region [9, 14, 17]. Regarding CLDN76, two
different mutations [c.453G>T (p.L151F) and c.416C>T (p.A139V)] recurrent in Germany
and the east of Europe [16], and in the north of Africa [14], respectively, were also found

to have a common ancestor.
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Clinical Presentation

Patient age at clinical onset is variable, but commonly within the first 5 years of life. Some
individuals are identified later in life, commonly within the 2" decade, due to scarce
early symptoms [19, 40, 41].

- Renal manifestations: Initial symptoms include failure to thrive, polyuria and polydipsia,

and recurrent UTI. Additional clinical manifestations at diagnosis are abdominal pain,
vomiting, feeding problems, enuresis, nephrolithiasis or rickets [7, 14-17]. Half patients
present hyperuricemia and persistent leukocytes in sterile urine [15]. Hypomagnesemia,
hypercalciuria and nephrocalcinosis are prominent findings in FHHNC patients at
diagnosis too [7, 14, 16, 17]. In some patients, serum Mg levels persist within normal
range at diagnosis because an underlying moderate to advanced chronic kidney disease
(CKD) and parallel reduction of Mg urinary loss. However, the FEMg always remains
inappropriately elevated for serum level of Mg and associates significant hypercalciuria
[15]. In most cases hypomagnesemia is not severe, but can cause muscle cramps,
exercise intolerance or even seizures [16]. Often, serum potassium remains normal or at

the upper high normal value, and patients maintain normal acid-base balance [1, 2, 6].

Image findings include medullary nephrocalcinosis due to Ca deposit in almost every
patient at diagnosis, regardless of the degree of renal function, and renal cysts are also
common [7, 14-17]. Histological findings in historical patients who underwent a kidney
biopsy for diagnosis demonstrated Ca deposits, glomerular sclerosis and tubular atrophy
with interstitial fibrosis [16].

Associated incomplete distal renal tubular acidosis without hypokalemia is often
reported in FHHNC, unrelated to renal dysfunction [6, 16]. Although the exact
mechanism remains unknown, nephrocalcinosis or primary claudin dysfunction per se
may be involved. Hypocitraturia, a frequent finding in FHHNC patients, probably
contributes to the development of nephrocalcinosis as well [15, 16]. Polyuria and
polydipsia and often enuresis, which are seeing from diagnosis, are explained by
impaired urinary concentrating ability with scarce response to desmopressin [42].

Renal manifestations are similar in FHHNC type 1 or 2 [14]. CKD occurs frequently
beyond the first decade of life in FHHNC patients, and >50% progress to renal failure
within the 2" or 3 decade of life. However, some patients, in general with CLDN79
mutations, require renal replacement therapy (dialysis or transplant) during the first
decade of life [7, 14-17].

- Ocular_manifestations: Different reports have described severe ocular congenital

defects in about 90% of patients with CLON79 mutations, mainly myopia magna,
horizontal nystagmus, and a characteristic retinal lesion or dysplasia named macular
colobomata, leading to severe visual impairment in some cases [9, 14, 17]. This is due to
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the embryonic retinal epithelium expression of CLDN79, which may be involved in retinal
neurogenesis [43]. Few patients with CLON76 mutations may present ocular
abnormalities but these are less frequent and severe [2, 10, 16, 31].

- Other clinical manifestations: One clinical hallmark in FHHNC patients is the presence

of early hyperparathyroidism, independent of CKD stage, and more severe than
observed in patients with CKD of other origin [7]. That may be the result of an excessive
elimination of Ca in the urine and the need for maintaining normal serum Ca level, or
secondary to mild or moderate hypomagnesemia, in an attempt of high PTH levels to
balance those excess urinary loss by enhancing Ca and Mg renal absorption within other
tubular transporters [7, 44]. Thus, rickets [45] and bilateral slipped capital femoral
epiphysis has been reported in FHHNC patients with severe hyperparathyroidism [46].

Another clinical feature more rarely related to FHHNC is calcium pyrophosphate
dehydrate deposition in the joints, also known as chondrocalcinosis [47]. This is a
common manifestation in  other tubulopathies presenting with chronic
hypomagnesemia, such as Gitelman syndrome, or even in hypomagnesemia of intestinal
origin [48, 49]. Amelogenesis imperfect (inherited enamel formation abnormalities) is
described in patients with both CLON76 and CLDN79 mutations too, as both genes are
expressed in ameloblasts [31, 32].

Finally, different neurological symptoms have been observed in FHHNC patients,
independent of the presence or degree of hypomagnesemia, such as gait instability,
tremors, troubles with fine psychomotricity or even cerebral convulsions [14, 16, 17].
Neuromuscular disorders, including exercise intolerance, limb stiffness or cramps, are
reported in those patients even after receiving a kidney transplant and having
normalized serum Mg levels [50].

Phenotype variability among siblings

Clinical presentation and severity of the renal disease progression differ between FHHNC
patients, even in those carrying the same mutations causing the disease [17, 19]. A clear
demonstration of this phenomenon is the phenotype variability among siblings. Some
of the differences described in the literature include the age of clinical presentation, the
recurrence of UTI or nephrolithiasis, the age when patients develop renal failure, and the
presence and type of ocular abnormalities [51-54].
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Diagnosis

Clinical diagnostic clues for FHHNC includes early nephrocalcinosis in an infant or child
with hypercalciuria and mild to moderate hypomagnesemia of renal origin. High FEMg
is always observed despite inappropriately low serum Mg level [15]. It is important to
remark that hypomagnesemia may be absent in affected patients with advanced CKD
[17, 55, 56]. Increased PTH levels without correlation with CKD stage is characteristic of
FHHNC as well [1, 3]. Detection of prototypic ocular manifestations such as macular
colobomata, horizontal nystagmus and CKD at diagnosis is highly suggestive of this
disease [2, 14, 17, 50].

Whenever possible, molecular analyses of CLDN76 and CLDN79 genes should be
performed to confirm diagnosis and provide patient and family counselling. Keeping in
mind the geographic distribution and ocular phenotype, genetic diagnosis may start
with single CLDN76 or CLDN79 analyses by traditional Sanger sequencing [14, 16, 17,
57]. However, nowadays many laboratories proceed with next generation sequencing
(NGS) directly, as it allows not only analyses of both genes at the same time, but also
other genes associated with other inherited diseases with hypomagnesemia of renal
origin. In cases where only one heterozygous mutation in CLON76 or CLDN19 is
detected, quantitative multiplex polymerase chain reaction can be used to look for

partial or whole exon deletions [14, 19, 37].

Differential diagnosis

FHHNC differential diagnosis includes other inherited and acquired causes of urinary Mg
wasting [58] and other entities with loss of the transtubular voltage gradient at the TAL

and defective Mg and Ca paracellular reabsorption [23].

Most frequent differential diagnosis includes Gitelman Syndrome (caused by loss of
function mutations in SLC72A3, the sodium chloride co-transporter, NCC), as it is more
prevalent than FHHNC. Gitelman Syndrome is easily identified by its characteristic
hypocalciuria without nephrocalcinosis [59]. Further, mutations in 7TRPM6, FXYDZ, EGF,
CNNMZ2 and KCNAT genes encoding different proteins involved in renal tubular Mg
handling, are generally associated with a more severe hypomagnesemia and consequent
early neurologic severe manifestations, but rarely present with nephrocalcinosis [23, 44].
Other primary tubulopathies such as Bartter Syndrome, EAST Syndrome (caused by
KCNJ70 mutations) or Autosomal dominant hypocalcemia (caused by gain of function
mutations in the CaSR gene) should be considered as impaired Na, K and Cl reabsorption
at the TAL and distal nephron impacts on the driving forces essential for Mg tubular
handling, as explained. Hypomagnesemia may be observed in renal dysplasia caused by
HNF1bgene mutations or in mitochondrial diseases, but often extrarenal clinical features
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help with the differential diagnosis [60]. Recently, a diagnostic flowchart for a suspected
genetic cause of hypomagnesemia has been proposed based on clinical characteristics
as hypercalciuria, prenatal onset, inheritance transmission mode and/or extrarenal
symptoms [23].

Further, the most frequent causes of hypomagnesemia are related to medications.
Proton pump inhibitors (omeprazole), diuretics (furosemide, thiazides), anticalcineurin
inhibitors (cyclosporin, tacrolimus), antimicrobials, cisplatin and anti-EGF receptors
(cetuximab, panitumumab), among others, may cause hypomagnesemia and should be
excluded [59].

Finally, in patients without significant hypomagnesemia, or whenever Mg is not
measured routineously, clinical picture could resemble distal tubular acidosis [61].
Normalization of Ca and Mg wasting in urine after correction of acidosis guides the
diagnostic approach in those cases [62].

Treatment

To date there is not specific therapy for FHHNC. Supportive treatment, hydration and
prevention of acquired renal damage remain the only option for those patients with
preserved renal function, in an attempted to retard CKD progression. Kidney

transplantation cures the disease but has no impact on ocular disability if present.

General measures such high fluid intake, low dietary intake of salt, as well as protein and
potassium intake adjusted for CKD are advised in patients with FHHNC. Based on local
availability, different magnesium salts are prescribed for treating those individuals with
significant hypomagnesemia. The usual daily dose in children is 10 to 20 mg of elemental
Mg per kg of body weight, distributed in 3 times [23, 46, 59]. Doses are titrated based
on the presence and severity of related symptoms as most patients do not achieve
complete correction of serum Mg level, and to avoid high Mg dose adverse events as

diarrhea, abdominal pain and other gastrointestinal side effects [59].

Low thiazides dose (0.5-1.5 mg/kg/day) are cautiously used in FHHNC patients to treat
hypercalciuria and reduce progression of nephrocalcinosis, but avoiding further renal
damage due to volume depletion. Although thiazides have been proved to effectively
correct hypercalciuria in some studies [15, 63], its long-term impact in the natural course
of the disease, severity of nephrocalcinosis and decline of renal function is controversial.
Potassium citrate is also commonly prescribed to treat the frequent hypocitraturia seen
in those patients, to prevent nephrocalcinosis and lithiasis, and correct the acidosis if
present [15, 18].
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Prostaglandin inhibitors, especially indomethacin, may be used with caution to avoid
polyuria and optimize growth in some selected FHHNC patients [14, 64]. However, this
treatment is highly controversial because associated side effects due to diminished renal
blood flow, especially in situations of volume contraction that can deteriorate renal
function and even precipitate renal failure [65].

Treatment of early secondary hyperparathyroidism with active vitamin D is advised.
Nevertheless, non-active forms of vitamin D should be used with caution to avoid
secondary hypercalciuria that may aggravate nephrocalcinosis.

Patients with renal failure are treated with renal replacement therapies, both
hemodialysis and its variants, and peritoneal dialysis. Renal transplant is the only curative
therapy in FHHNC patients.

Outcome

Most reported FHHNC patients exhibited CKD at diagnosis and progressed invariably to
renal failure over time (50% of patients at 20 years old) [1, 14-18]. Early development of
CKD in FHHNC is attributed to different risk factors, such as nephrocalcinosis, chronic
dehydration due to polyuria, recurrent UTI, and gender [5, 66]. However, it remains
unclear why FHHNC patients develop renal failure in contrast with other tubulopathies
sharing similar risk factors, such as distal renal tubular acidosis or Bartter syndrome, with
more favorable outcome if treated [67]. Animal studies suggest a developmental tubular
defect in FHHNC [68] that may explained patient bad prognosis.

Genetic factors may influence patient outcome too. Despite renal presentation is
indistinguishable between FHHNC patients with mutations in either CLDN76 or CLDN'79
genes, individuals with pathogenic variants in CLDN79 gene have more risk to progress
earlier to CKD stage 3 and renal failure [14]. For CLDN76 mutations a genotype-
phenotype relationship has been established in patients with complete loss-of-function
mutations in both alleles (nonsense, truncating, splice-site and missense mutations with
a demonstrated deleterious effect) who exhibit earlier symptoms and a faster CKD
progression compared to those with at least one partial-function mutation [7]. Reversely,
no genotype-phenotype association has been established in individuals affected by
CLDN179 mutations, though the high frequency of the p.G20D mutation hampers those
kind of studies [17]. Even more, there is evidence of large phenotypic variability among
patients sharing the founder Spanish/Hispanic mutation p.G20D (c.59G>A) mutation in
homozygosis, even among siblings [2, 17]. This phenotypic variability suggests the
presence of unidentified epigenetics, other genetic and/or environmental modifier

events that could be modulating the disease progression.
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Future research

Future research should be focused on increasing knowledge on FHHNC physiopathology
to identify what factors (environmental, modifier genes or differential epigenetic
regulation) determine phenotype variability and on novel therapeutic targets and drug
discovery. Thus, exome analysis, and renal protein/mRNA/microRNA profile might help
us to identify biomarkers of progression. On the other hand, new therapeutic approaches
to rescue claudin-16 function in some mutant proteins open promising expectations.
Using cell models, primaquine is described to increase claudin-16 mutant (p.D97S)
stability and cell surface localization [69]. In the same context, Miiller et a/ demonstrated
that the presence of the p.Y207X claudin-16 mutant in the plasmatic membrane can be
improved by inhibiting clathrin-mediated internalization [70].

Key summary points

o FHHNC is an ultrarare autosomal recessive tubular disease characterized by
severe renal Mg and Ca wasting, nephrocalcinosis and progressive CKD, caused
by loss of function mutations in either CLON76 or CLDN79 genes, which encode
protein claudin-16 and -19 respectively.

. Claudin-16 and -19 are co-expressed at the tight junction of the TAL, where they
regulate the selectivity of paracellular Mg and Ca reabsorption through the efflux
of Na into the tubular lumen. The lumen-positive potential difference represents
the major driving force for that process and depends on K secretion via ROMK,
Na*, K* and ClI~ absorption via NKCC2, and dilution potential between the
medulla and cortex.

o Clinical expression of kidney disease is similar in patients with FHHNC type 1 or
type 2, but those affected by CLON79 mutations commonly present ocular
manifestations including retinal involvement. Increased fractional excretion of Mg
associated with hypercalciuria and nephrocalcinosis with early CKD, and
hyperparathyroidism are highly suggestive of FHHNC.

. Despite current knowledge in disease pathogenesis, specific treatment is lacking
and poor outcome with progression to renal failure remains the rule. Kidney

transplant is curative, but many patients present severe visual impairment.
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Questions

1. What clinical manifestations are common in FHHNC?
a) Polyuria-polydipsia
b) Urinary tract infections
¢) Muscle cramps
d) All the above
2. Identify which clinical finding that may be absent in FHHNC.
a) Increased fractional excretion of magnesium in urine
b) Hypomagnesemia
¢) Hypercalciuria
d) Nephrocalcinosis
3. Magnesium tubular transport is characterized by:
a) Most tubular Mg reabsorption occurs at TAL
b) Tight junction proteins claudin-16 and claudin-19 constitute a selective
cation pore for Mg, Ca and others
c) Loss of lumen-positive potential difference at the TAL explains Mg renal
wasting in different tubulopathies
d) All the above
4. What of the following factors is not helpful for differential diagnosis
between FHHNC type 1 and type 2?
a) Kidney disease manifestations
b) Geographic origin
¢) Ocular symptoms
d) Genetic testing
5. Treatment of FHHNC may include:
a) Oral Citrate
b) Thiazides
¢) Mg supplements
d) All the above
Correct answers: 1. d) All the above; 2. b) Hypomagnesemia; 3. d) All the above; 4. a)

Kidney disease manifestations; 5. d) All the above
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FIGURE CAPTION:

Fig. 1 Ca and Mg reabsorption in the TAL. Along the TAL, the apical Na-K-2Cl co-transporter
(NKCC2) reabsorbs Na, K and Cl. Na ions are extruded to the basolateral compartment through the
Na/K-ATPase, in exchange for K input, which is returned to the apical lumen through the renal outer
medullary potassium (ROMK) and BK channels. In parallel, intracellular Cl reabsorbed by NKCC2 is
extruded by the CIC-Kb (requiring the Barttin subunit functionality) and the K-Cl cotransporter 4
(KCC4) to the basolateral side. The differential ionic conductance between the apical and basolateral
cellular membranes generates a lumen-positive Vte around +8 mV in the deeper medullary TAL,
allowing Na paracellular reabsorption (lower part). The continuous reabsorption of Na generates a
concentration gradient that induces paracellular backflow of Na through the claudin-16/19
complex. This Na secretion increases the lumen-positive Vte up to values of +30 mV, being the
driving force for Ca and Mg paracellular reabsorption through the claudin-16/19 complex in the
cortical TAL (upper part).
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TABLES:

Table 1 Symptoms and signs characteristics of FHHNC.

. L Radiological Extrarenal
Clinical symptoms Laboratory findings L ) )
findings manifestations
Polyuria/Polydipsia  Hypomagnesemia Medullary Horizontal nystagmus

Feeding difficulties
Vomits

Failure to thrive
Abdominal pain
Enuresis

uTl

Rickets

Cramps
Tremors

Gait instability
Seizures

Hypercalciuria nephrocalcinosis

Hypermagnesiuria Nephrolithiasis
Hyperuricemia Renal cysts
Elevated serum Bilateral slipped

capital femoral
epiphysis

creatinine

High PTH
Metabolic acidosis
Sterile leukocyturia
Hypocitraturia

Myopia magna

Macular colobomata
Macular degeneration
Pigmentary retinitis
Macular scar

Strabismus, astigmatism
Amelogenesis imperfecta
Chondrocalcinosis

UTI: Urinary tract infection; PTH: Parathyroid hormone

Table 2 Urinary and plasmatic values of Ca and Mg in FHHNC patients.

Serum Mg Urinary Mg Urinary Ca Ref.
M:70 £ 17 24h
M:1.1 £ 02 mg/dL® mo/ M6.23 + 4.6 mg/Kg/day 1
FEMg: M:16.2 + 7.1%
UCa/Cr:
CLDN16 — Mdn: 0.49 aDAI//76 N Ard"" 08(03-53)
mmol/mmo
(0.39-0.60) mmol/L 0.3 (0.1-1.9) mg/mg] (4]
CLONTS~ Meln:0.59 CLONT9 'Mdn91 og(os 17)
(0.50-0.60) mmol/L T
mmol/mmol
[0.4 (0.3-0.6) mg/mg]
Madn:0.59 (0.29-0.96
mm’;VL ( ) FEMg: Mdn:10.6 (6.2-26.7) % Mdn:8.9 (4.5-17.8) mg/Kg/day ~ [15]
Man: 0.40 mmol/LP - Mdln: 10.0mg/kg/day* [16]
Man: 0.53 (0.45-0.62
4 ( ) M5034-615) mg/kg/day ¢ Mdn:10.6 (3.1-16.6) mg/Kg/day ¢ [17]
mmol/L ¢
M ;0. .8-1.2 - Mdn:1.71 (1.38-2.
Mdn:0.62 (053-063) 9Lk 096 (08-1.2) ucalr dnd (138-25)
mmol/mmol mmol/mmol ¢ [0.6 (0.5-0.9) [18]

mmol/L ¢

[0.2 (0.18-0.26) mg/mg]

mg/mg]

21mg/dL = 0.41152mmol/L; "Median of the lowest value; ‘Median of the highest value; “Values

calculated from clinical data of patients described in the articles.

FEMg: Fractional excretion of Mg; UMg/Cr: Urinary Mg/Creatinine; UCa/Cr: Urinary Ca/Creatinine.

M Mean, expressed as mean = standard deviation; Mdnm Median, expressed as median

(interquartile range).

323












	Títol de la tesi: ESTUDI DELS MECANISMES GENÈTICS I MOLECULARS ASSOCIATS A LES DIFERÈNCIES FENOTÍPIQUES OBSERVADES EN PACIENTS AMB HIPOMAGNESÈMIA FAMILIAR AMB HIPERCALCIÚRIA I NEFROCALCINOSI (HFHNC)
	Nom autor/a: Mònica Vall Palomar


