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RESUMEN

El glioblastoma (GBM) es el tipo de tumor cerebral méas agresivo, de progresion
répida y, a pesar de su tratamiento mixto (quirdrgico, radioterapico y quimioterapico), la

esperanza de vida esta entre los 15 meses y los dos afos.

Los exosomas, son vesiculas importantes en la comunicacion celular a distancia,
transportan DNA, RNA y proteinas que pueden modificar la funcion de las células y

tejidos que los reciben.

En este estudio analizamos el patron electroforético de proteinas en exosomas y
suero de pacientes con GBM, antes y después de la cirugia, previo a la quimioterapia, y
lo comparamos con el de controles sanos. Los proteinogramas se llevaron a cabo en
geles de poliacrilamida con duodecilsulfato soédico (SDS-PAGE), escaneados y las

gréficas de escaneado comparadas.

Hemos encontrado proteinas con Pm aparentes de 250, 125, 60, 37, 20, 18 y 10
kDa que estan en los exosomas de pacientes con GBM antes de la cirugia y desaparecen
tras ella, proteinas de en torno a 250, 125, 60 , 50, 28, 27, 20 y 10 kDa que estan en los
exosomas de pacientes con GBM antes de la cirugia pero no en el control sano y
proteinas de 250, 150, 75, 50 y 25 kDa aproximadamente que estan en los exosomas del
paciente con GBM tras la exéresis del tumor y en los controles sanos. La posterior
identificacion y estudio de estas proteinas nos permitird un mejor y mas temprano

diagndstico y seguimiento de los pacientes y un conocimiento mas profundo del GBM.
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SUMMARY

Glioblastoma (GBM) is a very aggressive type of brain tumour, very rapid
progression and, despite of treatment (surgery, radiotherapy and chemotherapy), life

expectancy is below two years.

Exosomes are important vesicles in remote cellular communication and carry
DNA, RNA and proteins that can modify the function of the cell and tissue where they

arrive.

In this study, we analysed the electrophoretic protein pattern in exosomes and
serum of patients with GBM, before and after surgery, but prior to chemotherapy,
compared to that of healthy controls. Proteinograms were carried out by SDS-PAGE,

gels were scanned and scan charts compared.

We have found proteins with apparent Pm of 250, 125, 60, 37, 20, 18 and 10
kDa that are in the exosomes of patients with GBM before surgery and disappear after
it, which proteins of around 250, 125, 60, 50, 28, 27, 20 and 10 kDa that are in the
exosomes of patients with GBM before surgery but not in the healthy control and
proteins of approximately 250, 150, 75, 50 and 25 kDa that are in the exosomes of the
GBM patient after tumour excision and in healthy controls. Further identification and
study of this proteins will allow a better and earlier diagnosis and follow up of patients
and a deeper knowledge about GBM.

Keywords: glioblastoma, exosomes, proteinogram, SDS-PAGE.
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1 INTRODUCCION

1.1 Exosomas

Los exosomas son vesiculas que se liberan al espacio extracelular tras la fusion
de los cuerpos multivesiculares con la membrana plasmaética en un proceso de brotacion
inversa, miden entre 40 y 100 nm y se componen de proteinas citosolicas o de la
membrana plasmatica, balsas lipidicas, DNA y RNA. Los exosomas son activados para
que secreten dichas sustancias por varias vias, como la expresion de Rab3D, Wnt o
ambientes &cidos [1, 2].
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Figura 1: Contenido exosomal y proceso de formacién de exosomas. Panel A, los exosomas
estan envueltos por una doble membrana lipidica y contienen en su interior proteinas citosolicas
0 de membrana, balsas lipidicas, ademas de DNA y RNA [1]. Panel B, el proceso se encuentra
dividido en tres etapas: génesis de exosomas, transporte de endosomas tardios hacia la membrana
y fusién de estos con la misma [3].

Hasta hace relativamente poco tiempo, los exosomas se tenian como basureros
puesto que se pensaba que su funcién se limitaba a la eliminacién de deshechos que no
eran de utilidad para las células [4]. En la actualidad, se sabe que tienen un papel muy
importante, ya que su funcion principal se desarrolla en la comunicacion celular a
distancia, encontrandose involucrados en procesos fisioldgicos y patologicos tales como
la migracién, la resistencia o la metastasis, que permiten la comunicacién sin necesidad

de que exista contacto célula-célula [1, 2].



La sangre normal contiene alrededor de 1500 millones de exosomas por mililitro
y en el caso de pacientes con cancer esta cifra es mas de dos veces superior dado que los
organos enfermos generan mas exosomas que los tejidos sanos. Ademas, los generados
por estas tienen propiedades Unicas que permiten que sean detectados de forma

temprana [1].
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Figura 2: Microg sformada por el virus
Epstein-Barr que muestra exosomas recién expulsados en la membrana plasmatica. Se
pueden ver cuerpos multivesiculares (MVB) que pueden entregar contenido a los lisosomas para
su degradacion o pueden fusionarse con la superficie celular para liberar exosomas. Barra de
escala: 500 nm [5].

En el caso del GBM, las células tumorales pueden mandar bolsas con proteinas
encargadas de modificar la funcionalidad de tejidos a distancia, lo que les permite
avanzar y les facilita la metéstasis. Esas bolsas contienen también factores para
estimular la formacion de nuevos vasos sanguineos (angiogénesis), y asi poder captar

nutrientes y factores necesarios para el crecimiento tumoral [4].

1.2 Cancer

En general, el cancer se puede definir como un conjunto de células que se
dividen de forma anormal y que generan agregados celulares que se nutren del
organismo, alteran su fisiologia, tienen una gran capacidad de proliferacion y son
capaces de dafiar tanto a los tejidos cercanos como a otros mas lejanos, ya que sus
células tienen la capacidad de liberarse de su lugar, migrar y encontrar nuevos nichos
donde continuar su crecimiento, pudiendo en muchos casos originar una metastasis y,

en ultimo término, provocar la muerte [6].


http://www.pnas.org/cgi/pmidlookup?view=long&pmid=23589885

El céancer representa la segunda causa de muerte en Espafia, tras las
enfermedades relacionadas con el sistema circulatorio [7]. De este modo, podemos
destacar que en el numero de casos diagnosticados en 2019 fue de 275.562, siendo
116.239 correspondientes con hombres y 159.323 con mujeres, asimismo, el nimero de
muertes ese afio se correspondié con 110.350 individuos, siendo nuevamente 43.115

hombres y 67.235 mujeres [8].

Las células normales de un organismo sufren un proceso de transformacion a
células tumorales denominado carcinogénesis. En él, las células adquieren una serie de
capacidades que las vuelve distintivas, ademas, en dicho proceso tienen un papel
importante las células del estroma asociado mediante relaciones heterotipicas. Las
denominadas “sefias de identidad” [9] son seis: resistencia a la muerte, induccion de
angiogeénesis, permitir la inmortalidad replicativa, invasion y metastasis, evasion de

supresores de crecimiento y mantenimiento de la proliferacion.

Recientemente se han definido dos nuevas capacidades distintivas: la
reprogramacion del metabolismo celular y la evasién de la destruccién inmunoldgica.
Por otro lado, también se cree que existen dos caracteristicas consecuentes de la
neoplasia que facilitan la adquisicion de las diferentes capacidades: la inestabilidad
genodmica, es decir, la mutabilidad que facilita la progresion tumoral y la inflamacién

por las células inmunes [9].

Emerging Hallmarks
Sustaining proliferative

signaling

Deregulating cellular Avoiding immune
energetics destruction

Inducing
angiogenssis

Genome instability N Tumor-promoting
and mutation Inflammation

Enabling replicative
immortalit R -
J Enabling Characteristics

Figura 3: Esquema de las sefias de identidad. Panel A, representa las 6 capacidades distintivas
principales. Panel B, muestra las dos nuevas capacidades distintivas descubiertas recientemente,
ademas de dos caracteristicas que facilitan la adquisicion de estas [9].




1.3 Glioblastoma

El glioblastoma (GBM), anteriormente denominado glioblastoma multiforme, es
un tipo de tumor maligno que surge de la glia o de sus precursores en el sistema
nervioso central (SNC). Los gliomas se clasifican en diferentes grados segun la OMS,
siendo el glioblastoma perteneciente al grado IV que se corresponde con el mas

agresivo y el mas comun en humanos [10].

Se localiza normalmente en alguno de los dos hemisferios cerebrales, pero se
puede localizar en cualquier otra parte del mismo. EIl GBM puede presentarse a
cualquier edad, pero en el 70% de los casos es en el rango de los 45-70 afios, con una
frecuencia de 3/100.000 personas anualmente. La enfermedad progresa muy
rapidamente y la esperanza de vida de los pacientes es de unos 15 meses [11]. Su
tratamiento es mixto, quirdrgico, radioterdpico y con quimioterapia adyuvante con
temozolomida, aungue en la mayoria de los casos, ninguno de ellos puede erradicar del
todo las células tumorales debido a la naturaleza difusa de la enfermedad, lo cual hace
que la cirugia sea insuficiente y que la quimioterapia también tenga limitaciones al no

poder atravesar muchos medicamentos la barrera hematoencefalica [12].

Las células que constituyen al GBM son pleomérficas, lo que anteriormente lo
llevé a ser llamado glioblastoma multiforme. La poblacién de células cancerosas que lo
componen consiste principalmente en células de astrocitoma y células madre de glioma
(GSC), las cuales generan poblaciones de células hijas méas diferenciadas y con
propiedades ilimitadas de proliferacion, mientras que el microambiente tumoral (TME)
celular consiste en astrocitos, pericitos, telocitos, células endoteliales, neuronas
(principalmente axones) y células microgliales como las células mieloides infiltrantes de
glioma (GIM) o macrofagos asociados a tumores (TAM) que comprenden entre un 30-
50% del tumor y son de gran importancia para el desarrollo del mismo. La conversacion

cruzada entre estos tipos de células es fundamental en la biologia de del tumor [13, 14].

La histopatologia de este tumor cerebral se caracteriza por la presencia de
células en empalizada alrededor del area de necrosis, el aumento de la permeabilidad
vascular o la proliferacion marginal de las células endoteliales. Estas caracteristicas
histoldgicas son distintivas ya que permiten separar al GBM del resto de tumores gliales

de menor grado [15].



Figura 4: Tincién hematoxilina/eosina de GBM. Panel A, se observan células en empalizada
alrededor del area necrética sefialadas con flechas. Panel B, se trata de un area de proliferacion
de vasos sanguineos. Panel C, células tumorales con alto grado de pleomorfismo. Barra de
escala: 200 um (A 'y B), 60 um (C) [15].

El GBM se caracteriza por presentar heterogeneidad celular, lo cual es clave
para la tumorogénesis. Este presenta subpoblaciones de células diferentes
epigenéticamente y genéticamente dentro de un solo tumor que contribuye al
crecimiento, progresion y fracaso del tratamiento [16]. Esta heterogeneidad puede ser de
dos tipos: intertumoral si la diferencia radica entre las células de los tumores localizados
en un mismo organo o la intratumoral en la que las diferencias estan entre las células
dentro de un mismo tumor. Igualmente, la heterogeneidad también se ve influenciada

por el microambiente del tumor y la plasticidad celular [13].

2 PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL

2.1 Hipotesis

El patron proteico de los exosomas de pacientes con glioblastoma podria diferir
del de sujetos sanos. Por ello, pretendemos estudiar los patrones de proteinas que
integran los exosomas circulantes de pacientes con GBM, y establecer diferencias con el
patrén proteico de las muestras de suero y exosomas de pacientes con GBM y de sujetos

Sanos.

Para establecer los patrones especificos del tumor GBM, tomaremos muestras
antes del tratamiento quirGrgico y después de él, pero previo al tratamiento

quimioterapico.



2.2 Objetivos

Los objetivos del presente estudio son los siguientes:

1. Determinar el patron de proteinograma en exosomas y suero de pacientes
con GBM antes y después del tratamiento quirdrgico, tratando de
establecer las diferencias de ambos patrones.

2. Compararlo con el patron del proteinograma de exosomas y suero de

individuos sanos.

3 MATERIAL Y METODOS

3.1 Muestras

Este trabajo fue aprobado por los Comités de Etica del Hospital Universitario
Nuestra Sefiora de la Candelaria (HUNSC) y por el de la Universidad de La Laguna
(ULL). La identificacion de pacientes y controles fue codificada de nuevo para
mantener en todo momento el anonimato. Las muestras de suero para este estudio se
obtuvieron de dos pacientes con GBM, procedentes del HUNSC, que no tenian otra
patologia concurrente y que no estaban sometidos a ninguna medicacién, en dos
momentos: 1, antes de ser sometidos a cirugia (preoperatorio); 2, transcurrido un tiempo
tras la misma, pero previo a recibir tratamiento quimioterapico (postoperatorio). El
primero de los pacientes denominado GBML1 se trataba de un vardn de 59 afios vy, el

segundo paciente denominado GBM2, se trataba de una mujer de 37 afios de edad.

Se usaron muestras de dos controles sanos denominados CTRL1 y CTRL2,
tratandose ambos de mujeres de 22 y 27 afios de edad. Pacientes y controles firmaron un

consentimiento informado para la extraccion y uso de la muestra.

3.2 Purificacion de exosomas

Para la purificacion de exosomas se empled el kit Total Exosome Isolation, from
serum (Invitrogen). Siguiendo las instrucciones del fabricante, las muestras se
centrifugaron durante 30 minutos a 2000 g para obtener un suero purificado sin células
ni residuos. Se tomaron 20 pL para llevar a cabo la electroforesis del suero sin procesar
(muestra S), y el resto de la muestra se conservo a -80°C para experimentos posteriores.

Para el aislamiento de exosomas, a 150 pL de suero se le afiadieron 0,2 volimenes de



reactivo de precipitacion y se incubaron en bafio de 2-8°C durante 30 minutos. Pasado
este tiempo, la muestra se centrifugd durante 10 minutos a 10.000 g a temperatura
ambiente, recuperandose el sobrenadante, del que 20 uL se usaron para la electroforesis
(muestra SN) y el resto se guardo para posteriores experimentos, y el pellet seco con los

€X0osomas.

3.3 Lisis de exosomas

Para lisar los exosomas se afiadieron 150 pL de RIPA (50 mM TRIS pH 8, 150
mM NaCl, 1% nonidet, 0,5% deoxicolato sédico, 0,1% SDS, complete 1X), y se
resuspendieron con pipeta. La muestra se incubd en hielo durante 20 minutos,
resuspendiendo de nuevo cada 5 minutos para asegurar que la lisis fuera completa.
Finalmente, se centrifugé a 12.000 g durante 2 minutos recuperando el sobrenadante
correspondiente a las proteinas contenidas en los exosomas aislados de las muestras de
suero que se guard6 para posteriores experimentos conservando-20 pL para llevar a

cabo la electroforesis (Muestra E).

La concentracion de proteinas totales presentes en las muestras de los pacientes
y controles se midi6 en el Nanodrop 2000. Se conservaron a unas concentraciones
finales de aproximadamente 5-10 pug/uL para exosomas, 50-55 pg/pL para suero y 35-
40 pg/uL para sobrenadante.

3.4 Preparacién de las muestras

Para las muestras del paciente GBM1 se usaron dos concentraciones diferentes,
en la primera de ellas se utilizaron 5 pg de cada una de las muestras. Para la segunda
concentracion se tomaron 10 pg para las proteinas del suero y del sobrenadante y 15 pg
para los exosomas. Para las tres muestras del paciente GBM2 se utilizaron 5 pg de

proteinas.

Para el control CTRL1 se emplearon dos concentraciones, la primera de 2,5 ug
de proteinas de suero y sobrenadante y 5 g en el caso de los exosomas, y la segunda
concentracion se tomaron 5 y 15 g respectivamente. Para las tres muestras del control
CTRL2 se usaron 2,5 ug de proteinas del suero y el sobrenadante y 5 pg en los

exosomas.



La cantidad correspondiente de cada muestra se prepar0 en un total de 15 pL
con buffer de carga LSB 3x (63mM Tris-HCI pH 6.8, 10% glicerol, 2% SDS, 1.5% B-
mercaptoetanol y 0.0025% de azul de bromofenol). Una vez preparadas las muestras, se
les dio un pulso en la centrifuga y se calentaron a 100°C en una placa térmica durante

aproximadamente 7 minutos, luego, se les volvio a dar un pulso antes de cargarlas en el

gel.

3.5 Electroforesis SDS-PAGE
Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida discontinuos al 10%
preparados de la siguiente manera:

1°) Gel de separacion:

Agua 30% 1,5M tris, pH 10% SDS Persulfato TEMED
Acrilamida/Bis 8,8 amonico
2,03 ml 1,67 ml 1,25 ml 0,05 ml 25 ul

2°) Gel de compactacion al 4% de acrilamida:

Agua 30% 0,5M tris, pH 10% SDS Persulfato TEMED
Acrilamida/Bis 6,8 amonico
1,82 ml 0,4 ml 0,75 ml 0,03 ml 15 pl

La separacion se llevé a cabo en tampdn de electroforesis 1X (0,2M glicina,
TRIS 0,025M, SDS 3,5X10°M, pH 8,3) a 200 V hasta que el azul de bromofenol salié
del gel.

Finalmente, los geles se tifieron con azul de Coomassie (105 ml solucion Stock
Coomassie, 105 ml metanol, 42 ml &cido acético) durante 20 minutos y, luego, se

trataron con la solucion de destefiido (40% metanol, 10% acido acético, 50% agua).

3.6 Escaneado de las bandas
Una vez llevada a cabo la electroforesis, los geles de poliacrilamida se

escanearon con el sistema Quantity One del Quemidoc (BioRad), con el que se




obtuvieron graficas de cuantificacion de las bandas de proteinas detectadas en el gel

junto con los pesos moleculares (Pm).

4 RESULTADOS

4.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
La figura 5 muestra, como ejemplo, dos electroforesis en geles de poliacrilamida
SDS-PAGE al 10% de muestras del paciente de GBML1 antes (panel A) y después (panel

B) de la exéresis del tumor, tefiidos con azul de Coomassie.
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Figura 5: Electroforesis de muestras del paciente GBM1 en geles de poliacrilamida. Panel

A, estado preoperatorio. Panel B, estado postoperatorio. Los geles se cargaron con 5 ug/muestra
de GBM. M, marcadores de Pm; 1, exosomas GBM; 2, suero GBM; 3, sobrenadante GBM.

4.2 SDS-PAGE, gréficas de escaneado y comparacion de picos

4.2.1 Gelesy graficas de escaneado de las muestras de exosomas, suero y
sobrenadante

La figura 6 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) y las graficas
del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E), suero (S) y
sobrenadante (SN) del paciente GBM1 en estadio preoperatorio. La comparacion
realizada en la gréfica del panel B identificO proteinas diferenciales de exosomas y
suero, pero no de sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con

elipses, correspondiéndose con unos Pm aparentes de 60, 50 y 37 kD.
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Figura 6: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del paciente GBM1 en estado
preoperatorio y grafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, gréfica de escaneado.
La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra. Las elipses y flechas sefialan proteinas diferenciales.
M, marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero; SN, sobrenadante.

La figura 7 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) y las graficas
del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E), suero (S) y
sobrenadante (SN) del paciente GBM1 en estadio postoperatorio. La comparacion
realizada en la grafica del panel B identific proteinas diferenciales de exosomas y
suero, pero no de sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con

elipses, correspondiéndose con unos Pm en torno a 60, 50, 28 y 27 kD.
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Figura 7: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del paciente GBM1 en estado
postoperatorio y grafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de

escaneado. Se cargaron 5 ug/muestra. Las elipses y flechas sefialan proteinas diferenciales. M,
marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero; SN, sobrenadante.

La figura 8 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las graficas
del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E), suero (S) y
sobrenadante (SN) del paciente GBM2 en estadio preoperatorio. La comparacion
realizada en la grafica del panel B identifico proteinas diferenciales de exosomas y
suero, pero no de sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con

elipses, correspondiéndose con unos Pm de 125, 75, 20 y 10 kDa aproximadamente.
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Figura 8: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del paciente GBM2 en estado
preoperatorio y grafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de escaneado.

La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra. Las elipses y flechas sefialan proteinas diferenciales.
M, marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero; SN, sobrenadante.

La figura 9 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las graficas
del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E) y suero (S) del
paciente GBM2 en estadio postoperatorio. La comparacion realizada en la gréfica del
panel B identifico proteinas diferenciales de exosomas y suero, pero no de
sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con elipses,

correspondiéndose con unos Pm aparentes de 75y 60 kD.
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Figura 9: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del paciente GBM2 en estado
postoperatorio y grafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de
escaneado. La cantidad cargada fue de 5 ug/muestra. Las elipses y flechas sefialan proteinas
diferenciales. M, marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero.

La figura 10 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréficas del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E), suero (S)
y sobrenadante (SN) del control CTRL1. La comparacion realizada en la grafica del

panel B identificO proteinas diferenciales de exosomas y suero, pero no de
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sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con elipses,

correspondiéndose con un Pm alrededor de 75 kD.

HD i ik e
200 -

15 kD L1 030 (70
10kp
e comparsci{on pacienie conc ! v controbes COHE pre (Rarw 1D Image)

Lane 1 Lane

Figura 10: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del control CTRL1 y gréafica
de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de escaneado. La cantidad cargada fue
de 5 ug de proteina en exosomas y 2,5 en suero y sobrenadante. Las elipses y flechas en azul
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero; SN, sobrenadante.

La figura 11 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréaficas del escaneado (panel B) de las bandas de las lineas de exosomas (E), suero (S)
y sobrenadante (SN) del control CTRL2. La comparacién realizada en la gréfica del
panel B identifico proteinas diferenciales de exosomas y suero, pero no de
sobrenadante, sefialadas en el panel A con flechas y en el B con elipses,

correspondiéndose con unos Pm de 75 y 30 kDa aproximadamente.
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Figura 11: Electroforesis de exosomas, suero y sobrenadante del control CTRL2 y gréfica
de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de escaneado. La cantidad cargada fue
de 5 ug de proteina en exosomas y 2,5 en suero y sobrenadante. Las elipses y flechas en azul
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; E, exosomas; S, suero; SN, sobrenadante.
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4.2.2 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de
exosomas, suero y sobrenadante

-Paciente GBM1 preoperatorio y postoperatorio: los picos sefialados por las
elipses 1 y 2 en la grafica de la figura 5 (paciente GBM1 preoperatorio) con unos
Pm en torno a 60 y 50 kD, se corresponden con los marcados por las elipses 1y 2 en
la grafica de la figura 6 (paciente GBM1 postoperatorio). La elipse 3 sefiala un pico
de 37 kDa en el preoperatorio y desaparece en el postoperatorio, apareciendo en este
los picos incluidos en las elipses 3 y 4 con Pm aparentes de 28 y 27 kDa

respectivamente.

-Paciente GBML1 preoperatorio y control CTRL1: los picos sefialados por las
elipses 1, 2 y 3 de 60, 50 y 37 kDa aproximadamente en la gréafica de la figura 5
(paciente GBM1 preoperatorio) no se corresponden con ningun pico del control
CTRL1 (figura 9), ya que el Unico que aparece en este es el marcado por la elipse 1

y posee un Pm en torno a 75 kD-

-Paciente GBM1 postoperatorio y control CTRL1: los picos sefialados por
las elipses 1, 2, 3y 4 con Pm aparentes de 60, 50, 28 y 27 kDa respectivamente en la
grafica de la figura 6 (paciente GBM1 postoperatorio) no se corresponden con
ningun pico del control CTRL1 (figura 9), ya que el Gnico que aparece en este es el

marcado con la elipse 1 y posee un Pm alrededor de 75 kD.

-Paciente GBM2 preoperatorio y postoperatorio: el pico sefialado por la
elipse 2 en la gréfica de la figura 7 (paciente GBM3 preoperatorio) sefialando un Pm
de en torno a 75 kDa se corresponde con el marcado por la elipse 1 en la gréfica de
la figura 8 (paciente GBM1 postoperatorio). Los picos marcados por las elipses 1, 3
y 4 del preoperatorio poseen unos Pm de 125, 20 y 10 kDa que desaparecen en el
postoperatorio, apareciendo el pico incluido en la elipse 2 con Pm de 60 kDa

aproximadamente.

-Paciente GBM2 preoperatorio y control CTRL2: el pico sefialado por la
elipse 2 de en torno a 75 kDa en la grafica de la figura 7 (paciente GBM2
preoperatorio) se corresponde con el marcado por la elipse 1 del control CTRL2
(figura 10). Los picos marcados por las elipses 1, 3 y 4 de en torno a 125, 20 y 10

kDa respectivamente del preoperatorio no se corresponden con ninguno de los del
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control CTRL2, ya que el Unico que hay en este es el pico incluido en la elipse 2 con
Pm aparente de 30 kD.

-Paciente GBM2 postoperatorio y control CTRL2: el pico sefialado por la elipse
1 de alrededor de 75 kDa en la grafica 8 (paciente GBM2 postoperatorio) se
corresponde con el marcado por la elipse 1 del control CTRL2 (figura 10). EIl pico
incluido en la elipse 2 del postoperatorio de 60 kDa no se corresponde con ninguno
del control, ya que el Gnico que hay en este es el marcado por la elipse 2 con Pm en
torno a 30 kD.

4.2.3 Gelesy graficas de escaneado de las muestras de suero con los Pm

La figura 12 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) y las
gréficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del paciente
GBML1 en estadio preoperatorio. Con la gréfica del panel B se han llevado a cabo las
comparaciones entre las proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del
panel A sefialan proteinas coincidentes con unos Pm aparentes de 250, 50 y 25 kDa que

aparecen en el panel B sefialadas por medio de elipses.
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Figura 12: Electroforesis y grafica de su escaneado del suero del paciente GBM1 en estado
preoperatorio. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, gréfica de escaneado. La cantidad cargada de
muestra fue de 10 ug de proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M,
marcadores de Pm; S, suero.

La figura 13 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
graficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del paciente
GBML1 en estadio postoperatorio. Con la grafica del panel B se llevaron a cabo las
comparaciones entre las proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del
panel A sefialan proteinas coincidentes con unos Pm aproximados de 150, 75, 50 y 25

kDa que aparecen en el panel B sefialadas por medio de elipses.

14



2501 |
1012

woko B
75 KB’

s0kp

THD | —

25kr,
wip -

15kD . L1} 020 040
0 EE- comparacion pacents conc | y controles RIGG post (R 1D Image)
L- Lane | Lame 2

Figura 13: Electroforesis y grafica de su escaneado del suero del paciente GBM1 en estado
postoperatorio. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de escaneado. La cantidad cargada de

muestra fue de 10 ug de proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M,
marcadores de Pm; S, suero.

La figura 14 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
graficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del paciente
GBM2 en estadio preoperatorio. Con la grafica del panel B se llevaron a cabo las
comparaciones entre las proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del
panel A sefialan proteinas coincidentes con unos Pm de en torno a 250, 150, 75, 50 y 25
kDa que aparecen en el panel B sefialadas por medio de elipses.
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Figura 14: Electroforesis y grafica de su escaneado del suero del paciente GBM?2 en estado
preoperatorio. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, gréfica de escaneado. La cantidad cargada de

muestra fue de 5 pg de proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M,
marcadores de Pm; S, suero.

La figura 15 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del paciente
GBM2 en estadio postoperatorio. Con la gréafica del panel B se llevaron a cabo las

comparaciones entre las proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del
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panel A sefialan proteinas coincidentes con unos Pm alrededor de 250, 150, 75, 50 y 25

kDa que aparecen en el panel B sefialadas por medio de elipses.

Figura 15: Electroforesis y grafica de su escaneado del suero paciente GBM2 en estado
postoperatorio. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de escaneado. La cantidad cargada de

muestra fue de 5 ug de proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M,
marcadores de Pm; S, suero.

La figura 16 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del control
CTRL1. Con la gréfica del panel B se llevaron a cabo las comparaciones entre las
proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del panel A sefialan
proteinas coincidentes con unos Pm aparentes de 150, 100, 50 y 25 kDa que aparecen en

el panel B sefialadas por medio de elipses.
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Figura 16: Electroforesis y gréafica de su escaneado del suero del control CTRL1. Panel A,

SDS-PAGE. Panel B, gréfica de escaneado. La cantidad de muestra cargada fue de 2,5 ug de
proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M, marcadores de Pm; S, suero.
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La figura 17 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
graficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de suero (S) del control
CTRL2. Con la gréfica del panel B se llevaron a cabo las comparaciones entre las
proteinas presentes en suero con respecto al Pm. Las flechas del panel A sefialan
proteinas coincidentes con unos Pm en torno a 250, 150, 75, 50 y 25 kDa que aparecen

en el panel B sefialadas por medio de elipses.

Figura 17: Electroforesis y grafica de su escaneado del suero del control CTRL2. Panel A,
SDS-PAGE. Panel B, gréfica de escaneado. La cantidad de muestra cargada fue de 2,5 ug de
proteinas. Las elipses y flechas sefialan proteinas coincidentes. M, marcadores de Pm; S, suero.

4.2.4 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de suero
con los Pm
-Paciente GBM1 preoperatorio y postoperatorio: los picos sefialados por las
elipses 2 y 3 de en torno a 50 y 25 kDa respectivamente en la grafica de la figura 11
(paciente GBML1 preoperatorio) se corresponden con los marcados por las elipses 3y 4
de la gréfica de la figura 12 (paciente GBML1 postoperatorio). El pico marcado por la
elipse 1 de alrededor de 250 kDa del preoperatorio desaparece en el postoperatorio,

donde aparecen los incluidos en las elipses 1 y 2 con Pm aparente de 150 y 75 kD.

-Paciente GBML1 preoperatorio y control CTRL1: los picos sefialados por las
elipses 2 y 3 de 50 y 25 kDa aproximadamente en la grafica de la figura 11 (paciente
GBMZ2 preoperatorio) se corresponden con los marcados por las elipses 3 y 4 del
control CTRL1 (figura 15). El pico incluido en la elipse 1 del preoperatorio de 250 kDa
desaparece en el control, donde aparecen los marcados por las elipses 1 y 2 con Pm
aparente de 150 y 100 kD.
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-Paciente GBM1 postoperatorio y control CTRL1: los picos sefialados por las
elipses 1, 3 y 4 de alrededor de 150, 50 y 25 kDa en la gréfica de la figura 12 (paciente
GBMZ2 postoperatorio) se corresponden con los marcados por las elipses 1, 3 y 4 del
control CTRL1 (figura 15). El pico incluido en la elipse 2 de 75 kDa en el
postoperatorio desaparece en el control, donde aparece el marcado por la elipse 2 con
Pm en torno a 100 Kd.

-Paciente GBM2 preoperatorio y postoperatorio: los picos sefialados por las
elipses 1, 2, 3, 4 y 5 con Pm aparente de 250, 150, 75, 50 y 25 kDa en la grafica de la
figura 13 (paciente GBM2 preoperatorio) se corresponden perfectamente con los
marcados por las elipses 1, 2, 3, 4 y 5 de la grafica de la figura 14 (paciente GBM2

postoperatorio).

-Paciente GBM2 preoperatorio y control CTRL2: los picos sefialados por las
elipses 1, 2, 3, 4 y 5 de alrededor de 250, 150, 75, 50 y 25 kDa en la grafica de la figura
13 (paciente GBMZ2 preoperatorio) se corresponden perfectamente con los marcados por
las elipses 1, 2, 4, 5y 6 del control CTRL2 (figura 16). En el caso del control aparece

ademas el pico incluido en la elipse 3 con Pm en torno a 125 kD.

-Paciente GBM2 postoperatorio y control CTRL2: los picos sefialados por las
elipses 1, 2, 3, 4 y 5 de aproximadamente 250, 150, 75, 50 y 25 kDa en la grafica de la
figura 14 (paciente GBM2 postoperatorio) se corresponden perfectamente con los
marcados por las elipses 1, 2, 4, 5y 6 del control CTRL2 (figura 16). En el caso del

control aparece ademas el pico marcado por la elipse 3 con Pm alrededor de 125 kD.

4.2.5 Gelesy gréaficas de escaneado de las muestras de exosomas de pacientes y
controles

La figura 18 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) y las
gréaficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de exosomas del paciente (Er)
GBML1 en estadio preoperatorio y del control (Ec) CTRL1. Con las gréaficas del panel B
se llevaron a cabo las comparaciones entre las proteinas presentes en exosomas del
paciente y del control. Las flechas del panel A sefialan proteinas diferenciales entre
ambas muestras de exosomas que aparecen en el panel B sefialadas por medio de

elipses, con Pm aparentes de 60, 50 y 18 kD.
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Figura 18: Electroforesis de exosomas del paciente GBM1 en estadio preoperatorio y del
control CTRL1 y gréfica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de
escaneado. La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra en ambos casos. Las elipses y flechas
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; EP, exosomas paciente; EC, exosomas
control.

La figura 19 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréaficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de exosomas del paciente (Er)
GBML en estadio postoperatorio y del control (Ec) CTRL1. Con las gréficas del panel B
se llevaron a cabo las comparaciones entre las proteinas presentes en exosomas del
paciente y del control. Las flechas del panel A sefialan proteinas diferenciales entre
ambas muestras de exosomas que aparecen en el panel B sefialadas por medio de

elipses, con Pm en torno a 85, 50 y 40 kD.
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Figura 19: Electroforesis de exosomas del paciente GBM1 en estadio postoperatorio y el
control CTRL1 y grafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, gréafica de
escaneado. La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra en ambos casos. Las elipses y flechas
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; EP, exosomas paciente; EC, exosomas
control.

La figura 20 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
gréficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de exosomas del paciente (Ep)
GBMZ2 en estadio preoperatorio y del control (Ec) CTRL1. Con las gréficas del panel B

se llevaron a cabo las comparaciones entre las proteinas presentes en exosomas del
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paciente y del control. Las flechas del panel A sefialan proteinas diferenciales entre
ambas muestras de exosomas que aparecen en el panel B sefialadas por medio de

elipses, con Pm de 60, 20 y 10 kDa aproximadamente.

Figura 20: Electroforesis de exosomas del paciente GBM2 en estadio preoperatorio y el
control CTRL2 y gréfica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de
escaneado. La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra en ambos casos. Las elipses y flechas
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; EP, exosomas paciente; EC, exosomas
control.

La figura 21 muestra la imagen de un SDS-PAGE al 10% (panel A) vy las
graficas del escaneado (panel B) de las bandas de la linea de exosomas del paciente (Er)
GBM2 en estadio postoperatorio y del control (Ec) CTRL1. Con las gréficas del panel B
se llevaron a cabo las comparaciones entre las proteinas presentes en exosomas del
paciente y del control. Las flechas del panel A sefialan proteinas diferenciales entre
ambas muestras de exosomas que aparecen en el panel B sefialadas por medio de

elipses, con Pm alrededor de 60 kD.

Figura 21: Electroforesis de exosomas del paciente GBM2 en estadio postoperatorio y el
control CTRL2 y gréafica de su escaneado. Panel A, SDS-PAGE. Panel B, grafica de
escaneado. La cantidad cargada fue de 5 pg/muestra en ambos casos. Las elipses y flechas
sefialan proteinas diferenciales. M, marcadores de Pm; EP, exosomas paciente; EC, exosomas
control.
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4.2.6 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de
exosomas de pacientes y controles

-Paciente GBM1 preoperatorio y postoperatorio: el pico sefialado por la
elipse 2 con un Pm de en torno a 50 kDa en la grafica de la figura 17 (paciente
GBM1 preoperatorio) se corresponde con el marcado por la elipse 2 de la gréfica de
la figura 18 (paciente GBM1 postoperatorio). En el preoperatorio las elipses 1 y 3
marcan picos de alrededor de 60 y 18 kDa respectivamente que desaparecen en el
postoperatorio, donde se encuentran los picos incluidos en las elipses 1 y 3 con Pm
aparente de 85 y 40 kD.

-Paciente GBM2 preoperatorio y postoperatorio: el pico sefialado por la
elipse 1 de 60 kDa aproximadamente en la gréfica de la figura 19 (paciente GBM2
preoperatorio) se corresponde con el marcado por la elipse 1 de la gréafica de la
figura 20 (paciente GBM2 postoperatorio). En el preoperatorio aparecen los picos
incluidos en las elipses 2 'y 3 con Pm en torno a 20 y 10 kDa que desaparecen en el
postoperatorio.

5 DISCUSION

El objetivo de este trabajo era determinar el patrén del proteinograma de
exosomas Y suero de pacientes con GBM y compararlo con el de individuos sanos. Los
resultados obtenidos nos permiten concluir que hay proteinas diferenciales entre los
pacientes y los controles, y en pacientes antes y después de haber sido operados, lo que
nos lleva a deducir que esas proteinas de exosomas Yy, consecuentemente, esos

exosomas son especificos del GBM.

Las muestras que fueron empleadas procedian del HUNSC y cumplian con los
requisitos necesarios para poder llevar a cabo este estudio, es decir, suero de pacientes
con GBM antes y después de haber sido operados, que no padecian enfermedad
concurrente y no estaban sometidos a quimioterapia o a cualquier otro tratamiento. Los
controles fueron individuos aparentemente sanos y que no estaban sometidos a ningun

tratamiento desde, al menos, dos afios antes.

La concentracion aplicada en el caso de las muestras de exosomas es mayor que

la aplicada para el suero y el sobrenadante dado que las proteinas presentes en estas dos
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ultimas se corresponden mayoritariamente con albdmina y en el caso de la muestra de

exosomas, entre las bandas de proteinas no hay ninguna tan predominante.

Se emplearon dos controles diferentes, el CTRL1 que fue estudiado junto a las
muestras del paciente GBM1 y el control CTRL2 que fue estudiado junto con las
muestras del paciente GBM2. Ambos son similares, con las pequefias diferencias

existentes entre individuos con la variabilidad genética de los humanos.

Las elipses y las flechas con las que se sefialan los elementos de las graficas
estan constituidas por lineas continuas, si se tiene certeza de que lo que ocurre es
totalmente cierto, o por lineas discontinuas si presentaba alguna duda, precisando, por
tanto, de posteriores experimentos.

5.1 Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida
Escogimos los geles pertenecientes al paciente GBM1 como muestra para la
Figura 5 por ser la electroforesis de su menor concentracion la mas representativa en

bandas de proteinas de los exosomas, suero y sobrenadante.

5.2 SDS-PAGE, gréficas de escaneado y comparacion de bandas

5.2.1 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de
exosomas, suero y sobrenadante

Hemos tomado las muestras del paciente GBM1 y del control CTRL1 en la
concentracion mas baja estudiada ya que pensamos que en dichos geles las bandas se
representan mejor, por otro lado, en el paciente GBM2 y el control CTRL2 se tom¢ la

Unica concentracion a la que fueron estudiados.

Sabiendo que el suero se compone de exosomas Yy de otro tipo de proteinas libres
y que hemos separado el sobrenadante que es el que contendria a estas Ultimas,
podriamos llegar a la conclusién de que las proteinas restantes son especificas de
exosomas al ser transportadas por ellos. Por este motivo, en las graficas se ha sefialado
exclusivamente con las elipses y flechas a las proteinas diferenciales que solo estan

presentes en estas muestras y no en el sobrenadante.

Teniendo en cuenta que para que una proteina pueda ser especifica del tumor es
necesario que esta aparezca en las muestras del paciente en estado preoperatorio pero

gue no aparezca en el estado postoperatorio ni en el control sano podemos concluir que,
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atendiendo a estos requisitos, el paciente GBM1 posee en las muestras de exosomas y
suero una proteina de 37 kDa que podria ser especifica del tumor y el paciente GBM2
posee tres proteinas de 125, 20 y 10 kD.

5.2.2 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de suero
con los Pm

Las muestras de suero del paciente GBML1 y el control CTRL1 empleadas fueron
las de la mayor concentracion dentro de las estudiadas por ser la mas representativa,
asimismo, en el caso del paciente GBM2 y el control CTRL2 se utilizé la Unica

estudiada.

El suero contiene tanto a las proteinas libres como a los exosomas, por ello, en
las graficas se ha tratado de sefialar con las elipses y flechas a aquellas proteinas
presentes en el suero con respecto al marcador molecular para asi poder identificar con

mayor certeza cuales son los Pm que poseen.

Teniendo en cuenta que para que una proteina pueda ser especifica del tumor es
necesario que esta aparezca en las muestras del paciente en estado preoperatorio pero
gue no aparezca en el estado postoperatorio ni en el control sano podemos concluir que,
teniendo en cuenta estos requisitos, el paciente GBM1 posee una proteina de 250 kDa

pero que el paciente GBM2 no posee proteinas que cumplan estos requisitos.

5.2.3 Comparacion de picos en las graficas de escaneado de las muestras de
exosomas de pacientes y controles

Las muestras de exosomas tomadas del paciente GBML1 y del control CTRL1
fueron las de menor concentracion estudiada en ambos casos por ser las mas
representativas, por otro lado, las del paciente GBM2 y el control CTRL2 se tomaron a

la Gnica concentracion estudiada para ellos.

En el estudio se pretende evidenciar la existencia de proteinas diferenciales de
los exosomas tumorales como punto de partida del estudio de su papel en el proceso de
expansion del tumor. Por ello, en las graficas se sefialan con elipses y las flechas la
presencia de proteinas que difieren entre las muestras de exosomas de pacientes y

controles.

Consideramos que una proteina puede ser especifica del tumor cuando esta en

las muestras de exosomas del paciente preoperatorio pero que no esté en las muestras de
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exosomas del estado postoperatorio (ya que, como habiamos comentado, las elipses y
flechas indican que no estan en el control), podemos concluir que, teniendo en cuenta
estos requisitos el paciente GBM1 posee proteinas diferenciales de 60 y 18 kDa y el
paciente GBM2 posee dos de 20 y 10 kD.

Una vez determinadas estas proteinas comenzamos nuevos experimentos para
comprobar si se trataban de proteinas glicosiladas mediante la técnica de Schiff pero,
tuvieron que ser interrumpidos debido a las medidas tomadas para la contencién de la
pandemia Covid-19, teniendo que ajustar este trabajo a los resultados obtenidos

previamente al decreto del estado de alarma.

El remanente de muestras de todas las fracciones estudiadas, exosomas, suero y
sobrenadante, tanto de los pacientes como de los controles se conservaron para
posteriores experimentos. ES necesario continuar y matizar este estudio con un mayor
nimero de pacientes para evidenciar las que realmente son proteinas tumorales,
diferencidndolas no solo de los controles, sino también de las que pudieran ser
circunstanciales en el proceso tumoral o en el momento de la extraccion. Poseemos
muestras de los tumores extraidos en los que debemos, bien por immunohistoquimica o
por otro medio, localizar estas proteinas diferenciales que, necesariamente, necesitan

una identificacion previa.
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6 CONCLUSIONES

1. Dentro de las limitaciones de nuestra muestra, los exosomas circulantes de
pacientes con glioblastoma presentan un proteinograma de electroforesis en gel
de poliacrilamida-SDS cuantitativa y cualitativamente diferente entre antes y
después de la exéresis quirargica del tumor. Proteinas con Pm aparentes de 250,
125, 60, 37, 20, 18 y 10 kDa estan en los exosomas de pacientes con GBM antes
de la cirugia y desaparecen tras ella.

2. EIl proteinogama de electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS de exosomas
circulantes de pacientes con glioblastoma presenta un patron diferencial respecto
al de controles sanos. Proteinas con Pm aparentes de 250, 125, 60, 50, 28, 27, 20
y 10 kDa estan en los exosomas de pacientes con GBM antes de la cirugia pero
no en el control sano.

3. Comparando los proteinogramas de exosomas obtenidos de los pacientes tras la
exéresis del tumor con los de los controles sanos, hemos encontrado que
proteinas con Pm aparentes de 250, 150, 75, 50 y 25 kDa aparecen en ambas

muestras y, por tanto, presentan patrén similares.
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7 CONCLUSIONS

1. Within the limits of our sample, circulating exosomes of patients suffering from
glioblastoma present a quantitatively and qualitatively differential SDS
polyacrylamide-gel electrophoresis proteinogram pattern before and after the
surgical excision of the tumour. Proteins with apparent Mr of 250, 125, 60, 37,
20, 18 and 10 kDa are in the exosomes of patients with GBM before surgery and
disappear after the procedure.

2. The SDS polyacrylamide gel electrophoresis proteinogram of circulating
exosomes from patients suffering from glioblastoma shows a differential pattern
compared to healthy controls. Proteins with apparent Mr of 250, 125, 60, 50, 28,
27, 20 and 10 kDa appear in proteinograms from exosomes of GBM suffering
patients with but not in the healthy control.

3. Comparing exosome proteinograms from patients after tumour excision with
those of healthy controls, we found that proteins with apparent Mr of 250, 150,
75, 50 and 25 kDa appear in both samples and, therefore, they show similar
patterns.
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