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Rezumat

Exosomii sunt microvezicule de origine endocitard, care sunt eliberate in spa-
tiul extracelular §i in variate fluide biologice prin fuziunea corpilor multiveziculari cu
membrana celulara apicald. Exosomii sunt eliberati de catre variate tipuri celulare
din organism, iar cei identificati in urind provin din toate tipurile de celule epiteliale
renale.

Studiile de proteomica au evidentiat cd exosomii contin un set comun de
proteine membranare si citosolice si un subset de proteine caracteristice celulei de
origine, precum podocina si podocalixina pentru podocit.

Cercetarile recente in domeniul proteomicii se concentreaza asupra descope-
ririi de biomarkeri noninvazivi pentru diagnosticul precoce si monitorizarea evolutiei
si a raspunsului la tratament a variatelor nefropatii. In acest sens, exosomii urinari
reprezintd o sursd potentiala importantd de biomarkeri, deoarece prin spectrometrie
de masa s-a evidentiat concentrarea in aceste microvezicule a unor proteine rare, cu
posibila semnificatie diagnostica specifica pentru nefropatiile care afecteaza practic
orice segment al nefronului.

Analiza exosomilor urinari este un domeniu recent de cercetare, care are
de infruntat numeroase provocadri pand la aplicarea ei in laboratorul clinic, insd
rezultatele actuale sunt de perspectivd in cercetarea nefrologica.

Cuvinte cheie: exosomi urinari, biomarkeri, nefropatii glomerulare.

URINARY EXOSOMES: A NOVEL NONINVASIVE APPROACH TO
GLOMERULAR DISEASES?

Abstract

Exosomes are microvesicles of endocytic origin, which are released into the
extracellular environment and various body fluids by fusion of the multivesicular
bodies with the apical cell membrane. They are released from various cell types in
the organism and the ones identified in urine originate from all renal epithelial cell
Hypes.

Proteomic analysis revealed that exosomes harbour a common set of membrane
and cytosolic proteins, as well as a subset of proteins charcteristic for their cell of
origin, like podocin and podocalyxin for the podocyte.

Recent proteomic research focuses on the discovery of noninvasive biomarkers
for early diagnosis and monitoring evolution and treatment response of various
nephropathies. In these regards, mass spectrometry analysis showed that urinary
exosomes are an important potential source of biomarkers, as they concentrate
numerous rare proteins with possible specific diagnostic value for nephropathies
involving practically every segment of the nephron.

Urinary exosome analysis is a recent research field which still faces many
challenges, but it has already shown to be of perspective in nephrology research.
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Introducere

Termenul de ,,exosom” a fost utilizat prima oara
in 1987 de catre Johnstone et al. [1,2] pentru a descrie
vezicule eliberate de catre reticulocitele de oaie pe parcursul
cultivarii in vitro a acestora in studii asupra maturarii lor.
S-a sugerat ca secretia de exosomi ar reprezenta un meca-
nism de modulare a functiilor membranare, prin eliminarea
de proteine inutile in cursul maturarii reticulocitelor [3].

In prezent exosomii sunt definiti ca si vezicule
membranare cu diametre cuprinse intre 40 si 100 nm,
eliberate in mod normal de catre variate tipuri celulare
hematopoetice, tumorale si epiteliale [4].

Exosomii urinari sunt vezicule bioactive, formate in
compartimentele celulare endocitare tardive - si anume in
interiorul corpilor multiveziculari (CMV). Sunt eliberati de
catre toate tipurile celulare epiteliale care vin in contact cu
spatiul urinar: podocite, celule epiteliale tubulare si celulele
epiteliului tranzitional [5].

In prezent se depun mari eforturi pentru descoperirea
de biomarkeri neinvazivi pentru evaluarea nefropatiilor a-
cute si cronice. Mai multi biomarkeri candidati se afld in
curs de evaluare pentru a se stabili eficacitatea acestora in
detectia precoce, clasificarea, prognosticarea si monito-
rizarea raspunsului la tratament a nefropatiilor. Exosomii
urinari sunt o sursa bogatd de biomarkeri, deoarece sunt
eliberati din fiecare segment al nefronului, inclusiv de
catre podocite. Prin modul lor de formare, exosomii
concentreaza proteine membranare, precum transportori
diversi si canale ionice, dar si proteine citosolice, precum
factori de transcriptie cu rol central in initierea si progresia
a numeroase nefropatii, a glomerulosclerozei si a fibrozei
interstitiale [6].

Biogeneza si eliberarea exosomilor

Sistemul celular endosomal are un rol important
in separarea moleculelor endocitate destinate reciclarii de
cele care vor fi degradate 1n lisosomi [7,8]. CMV descrisi
in 1959 de catre Sotelo si Porter [9] sunt organite celulare
rotunde sau ovale, localizate cel mai adesea in regiunea
apicala a celulelor endoteliale. Ei apartin lisosomilor
secundari, fiind al doilea situs major, alaturi de proteasom,
de procesare a proteinelor membranare [10]. Exosomii
deriva din veziculele interne ale CMV. Mecanismul
molecular care std la baza formarii exozomilor este in
prezent incomplet elucidat. Veziculele interne se formeaza
probabil prin bombarea spre interior a membranei CMV,
rezultand astfel un compartiment delimitat de membrana
in care lumenul este echivalent din punct de vedere topo-
grafic cu citoplasma, spre deosebire de endosomi, care au
fata citoplasmatica orientatd spre exterior [11].

Proteinele si lipidele membranare sunt recrutate
selectiv de pe membrana limitantd a CMV 1in veziculele
in curs de formare. CMV urmeaza doua cai distincte: fie
fuzioneaza cu lisosomii, fapt care conduce la degradarea
continutului lor proteic la acest nivel, fie fuzioneaza
cu membrana plasmatica apicald, rezultand exocitoza

veziculelor interne in spatiul extracelular [12].
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Fig. 1 — Biogeneza si eliberarea exosomilor. Proteinele
endocitate sunt transferate endosomilor precoce (EP), iar apoi
corpilor multiveziculari (CMV), de unde sunt fie preluate de catre
lisosomi si degradate, fie sunt eliberate in spatiul extracelular prin
intermediul exosomilor.

Semnalul care marcheaza proteinele membranei
plasmatice pentru incorporarea in CMV este reprezentat de
monoubiquitinare - proces prin care pe suprafata proteinei
se ataseaza o singura moleculd de ubiquiting, si care difera
de poliubiquitinare, care marcheaza proteinele pentru
degradarea in proteasom [13]. In procesul de formare al
veziculelor interne intervin in continuare trei complexe
proteice care apartin mecanismului de ,,endosomal sorting
complex required for transport” (ESCRT). in final se
produce sechestrarea proteinelor cargo in veziculele inter-
ne in curs de formare, iar componentele mecanismului
ESCRT sunt disociate si reciclate [14,15,16].

Procesul de eliberare al veziculelor interne in
spatiul extracelular necesitd transportul CMV spre peri-
feria celulei, atagarea si fuziunea acestora cu membrana
plasmatica. Se pare cad aceste procese depind de proteina
Rab 11, care se asociaza cu lipidele prezente in CMV si
regleazi motilitatea acestor compartimente [14]. in diverse
tipuri celulare eliberarea veziculelor interne este reglata de
stimuli specifici [12], precum: modificari ale concentratiei
de calciu intracelular in mastocite [17] si intr-o linie celulara
umana de eritroleucemie [18], iar depolarizarea indusa de
potasiu creste secretia de exosomi neuronali [19].

Rolul biologic al exosomilor

Compozitia moleculara a exosomilor reflecta func-
tiile specializate ale celulelor de origine, iar prezenta lor
in fluide biologice si tesuturi sugereaza participarea lor la
procese fiziologice si/sau patologice [14].

In ultimii ani cercetarea exosomilor a fost stimulati
de observatia ca celulele prezentatoare de antigen secreta
exosomi cu capacitate de stimulare a limfocitelor T in vitro
[20] si de a induce raspuns imun antitumoral in vivo [21].

Exosomii reticulocitari elimind proteine membra-
nare precum receptorul pentru transferind, care devin
inutile eritrocitelor mature, deci exosomii ar reprezenta
o alternativa in procesarea proteinelor fatd de degradarea
lisosomala [22].
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Exosomii pot fi manipulati genetic, astfel Incat
sd exprime o gama largd de tinte pentru medicamente,
incluzand receptorii cuplati cu proteina G, precum
receptorul pentru somatostatina 2 [23].

S-a evidentiat ca exozomii contin ARN mesager si
astfel ar avea rol In comunicarea intercelulara prin transfe-
rul de ARNm [24,25].

S-a observat ca prezenta exosomilor in urind este o
caracteristica constanta, cu variatie mica interindividuala
si in cursul zilei, sugerand posibilitatea rolului exosomilor
urinari in detoxifierea organismului [4].

Compozitia exosomilor urinari

Proteinele urinare includ proteine solubile, majori-
tatea provenind din filtrarea glomerulara si componentele
proteice de faza solida, care sedimenteaza la viteze reduse
de centrifugare. Exosomii apartin proteinelor de fazd solida,
dar avand densitate foarte scazuta sedimenteaza doar prin
ultracentrifugare [26].

Exosomii contin proteine citosolice, precum §i pro-
teomul membranei plasmatice apicale al celulelor epiteliale
renale [5].

Analiza proteomica a exosomilor urinari a identi-
ficat peste 295 de proteine, dintre care cel putin 22 sunt
cunoscute a fi implicate in diverse nefropatii si boli sistemi-
ce [5]. S-au identificat proteine comune tuturor exosomilor,
precum tubulina, actina [22], proteinele complexului
ESCRT, care joacd rol central in biogeneza exosomilor
[27], precum si proteine si ARN specifice celulei de origi-
ne: podocina si podocalixina pentru podocite, aquaporina 1
pentru tubul proximal, aquaporina 2 pentru ductul colector
[13,22].

Compozitia lipidica a exosomilor este in prezent
putin elucidata, se pare ca este similara cu cea a membra-
nei plasmatice a celulei de origine [22,28]. Majoritatea
exosomilor studiati contin cantitati mari de lipide, precum
colesterolul, sfingolipide si glicerofosfolipide [29,30].

Izolarea si identificarea exosomilor urinari

Cea mai eficientd metoda de izolare a exosomilor
se bazeaza pe centrifugarea diferentiala: initial urina este
centrifugata la viteza standard pentru a indeparta sedimentul
urinar, apoi supernatantul este supus ultracentrifugarii
pentru a obtine sedimentarea membranelor cu densitate
joasa [1,31].

O altd metoda de izolare, propusa pentru studiile
clinice, se bazeaza pe filtrarea supernatantului rezultat in
urma centrifugarii la viteza standard printr-o nanomem-
brana de polietersulfona, care retine majoritatea exosomi-
lor si elimind majoritatea proteinelor solubile [32]. Metode
alternative de izolare a exosomilor urinari, care presupun
absorbtia, evaporarea, dializa si/sau imunoizolarea necesita
evaluare suplimentara [1].

Identificarea veziculelor urinare ca si exosomi se
bazeaza pe criterii morfologice si biochimice. Datorita

dimensiunilor reduse, exosomii pot fi vizualizati doar
in microscopie electronica [33]. Din punct de vedere
morfologic exosomii sunt descrisi ca si vezicule rotunde,
relativ mici, cu diametre cuprinse intre 40 si 100 de nm,
acestea fiind de doar 5-10 ori mai mare decat membrana lor
limitanta bistratificata, aspect tipic pentru veziculele interne
ale CMV. Analiza distributiei dimensiunii veziculelor
evidentiaza ca majoritatea diametrelor se situeaza intre 35
$1 40 de nm [13].

100 nm

Fig. 2 — Microscopie electronici de transmisie. Vezicule
urinare cu diametre cuprinse intre 40 si 100 de nm, izolate prin
metoda ultracentrifugarii (Laboratorul de microscopie electronica
al Universitatii RWTH Aachen).
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Fig. 3 — Microscopie electronica de transmisie (Marire
60.000X). Vezicule urinare cu diametre cuprinse intre 50 si 200
de nm izolate prin metoda filtrarii (Laboratorul de microscopie
electronica al Universitatii RWTH Aachen).

In vederea caracterizarii biochimice a continutului
veziculelor urinare este necesara separarea proteinelor
exosomale prin Western blot. Pentru a putea sustine
ca veziculele sunt exosomi este necesara evidentierca
proteinelor tipice pentru CMV [13], iar pentru identificarea
originii veziculelor este necesara evidentierea proteinelor
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celulare specifice: podocina si podocalixina in cazul
podocitelor.

Rolul exosomilor urinari ca sursa de biomarkeri
in nefropatiile medicale

O tinta majord in domeniul proteomicii clinice este
identificarea biomarkerilor in fluide biologice, care pot
fi masurati cu un cost relativ redus pentru diagnosticul
precoce al bolii. O provocare importantd in acest proces
este reducerea complexitatii proteomului fluidului biolo-
gic respectiv, pentru a amplifica detectabilitatea proteinelor
cu concentratie redusa, care ar putea avea semnificatie
fiziopatologica importanta [13].

Datorita faptului ca poate fi colectatd neinvaziv in
cantitati mari, urina reprezinta o sursa de biomarkeri ideala
[13,34] in vederea evaluarii rolului acestora in diagnosti-
cul si clasificarea nefropatiilor. Noi biomarkeri vor ajuta
la accelerarea dezvoltarii de noi optiuni terapeutice pentru
nefropatiile de diverse etiologii [1].

Studii recente au evidentiat adevarata complexi-
tate a urinii normale, utilizdnd spectrometre de masa sen-
sibile. S-a evidentiat cd urina contine sute de proteine,
unele din ele in concentratie scazutda, precum proteine
membranare integre sau elemente de faza solidd, care
raman in supernatant la viteze de centrifugare standard, dar
care sedimenteaza prin ultracentrifugare [35].

De asemenea s-au identificat variate tipuri de ARN
mesager $i micro ARN in stare inactiva, dar care au poten-
tial de activare cand exosomii sunt transfectati in celulele
din vecinatate. Profilul expresiei exosomale a micro ARN-
urilor ar putea avea rol diagnostic si terapeutic in variate
afectiuni. Datorita aprofundarii studiului exosomilor in
ultimii ani si a cantitatii crescande de informatii legate de
compozitia acestora, s-a ivit necesitatea crearii unei baze de
date publice, care sa centralizeze si s actualizeze periodic
informatiile legate de exosomi. In acest sens a fost creat
un compendiu, denumit ExoCarta in care sunt catalogate:
numarul de studii care implicd exosomii, numarul pro-
teinelor, a ARN mesager si a micro ARN exosomale
identificate precum si numarul organismelor, a tipurilor
celulare si a fluidelor biologice din care au fost izolati
exosomi [36].

S-a reusit izolarea unor proteine asociate cu diverse
nefropatii din fractiunea exosomala a urinii, sustindndu-se
astfel ipoteza ca analiza proteomicad a exosomilor ar putea
reprezenta o cale de descoperire de biomarkeri urinari
utili in detectia precoce si monitorizarea tratamentului
nefropatiilor [1].

Exosomii urinari contin aproximativ 3% din
totalitatea proteinelor urinare excretate de catre subiectii
sandtosi, deci prin izolarea exosomilor se obtine concen-
trarea de peste 30 de ori a proteinelor lor constitutive.
Astfel creste detectabilitatea unor proteine rare, care ar
putea avea valoare diagnostica specifica [37].

Este cunoscut faptul ca nivelul proteinelor abun-

dente precum albumina, transferina si ol antitripsina
este crescut in glomerulopatii. Acestora le lipseste insa
specificitatea diagnostica si prin abundenta lor impiedica
evidentierea proteinelor cu concentratie redusa, mai ales in
cazul glomerulopatiilor. Astfel s-a emis ipoteza conform
careia proteinele urinare cu concentratie redusd ar repre-
zenta tinte mai bune in descoperirea de noi biomarkeri
[38].

Utilizarea metodelor bazate pe spectrometrie
in cercetarea nefrologica in vederea descoperirii de
biomarkeri potentiali pentru glomerulopatiile idiopatice a
condus la analiza posibilitatii de diferentiere a trei tipuri
de glomerulopatii idiopatice — glomerulopatia cu leziuni
minime (GPLM), glomerulopatia membranara (GPM) si
glomeruloscleroza focalda (GSFS) si segmentald pe baza
paternului de distributie a proteinelor mici si a peptidelor
urinare [26].

S-a observat ca aquaporina 2 este eliminata in urina
prin intermediul exosomilor si reprezinta un marker sensibil
in diagnosticul a variate tulburdri ale balantei hidrice,
precum diabetul insipid [39,40].

O aplicatie potentiala a exosomilor ca si biomarkeri
este reprezentata de boala polichistica renald [37], cea
mai frecventd nefropatie genetica care progreseaza spre
insuficientd renald cronica. In fractiunea exosomald sunt
concentrate policistina 1 si fibrocistina/poliductina, pro-
teine dificil de detectat in tesutul renal adult normal [23].

Analiza exosomilor urinari este de asemenea utila
in sindromul Batter de tip I, cauzat de mutatii in gena
care codifica cotransportorul Na-K-Cl, unde imunoblotul
evidentiaza absenta benzilor proteice corespunzatoare
transportorului. Astfel, analiza exosomilor urinari prin
spectrometrie de masa si imunoblot poate furniza infor-
matii privind boli genetice care implicd proteinele
membranare apicale [27].

S-a observat ca isoforma 3 a canalului de Na*/H*
(NHE3), cel mai abundent transportor apical de sodiu in
tubul renal, a crescut in fractiunea exosomala a pacientilor
cu insuficienta renala acutd (IRA) prerenald si a fost de
6 ori mai crescuta la pacientii cu necroza tubulara acuta.
Proteina a fost absenta in urina subiectilor de control, iar
nivelurile acestei proteine nu au crescut la pacientii cu IRA
intrinseca, alta decat necroza tubulara acutd. Acest studiu
preliminar sugereazd ca NHE3 exosomala urinara ar putea
reprezenta un nou biomarker sensibil si specific pentru
leziunea tubulara in IRA si ca ar fi un marker util pentru
diferentierea necrozei tubulare acute, a IRA prerenale si a
IRA intrinseci, alta decat necroza tubulara acuta [41].

S-a evidentiat cd Fetuina-A urinard exosomala este
crescutd semnificativ la pacientii cu IRA comparativ cu
lotul de control si ca este crescutd doar in faza precoce
a IRA experimentald indusa de cisplatind sau ischemie/
reperfuzie, dar nu este crescutd la modelele de IRA prin
depletie volemica [38].

Zhou et al. au observat ca factorul de transcriptie
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ATEF3 creste precoce in IRA, inainte de aparitia leziunilor
tubulare si poate fi detectata doar in fractiunea exosomala
a urinii, dar nu in urina nefractionata. Astfel ATF3 ar putea
reprezenta un nou marker pentru detectia precoce a IRA

[6].

Rolul exosomilor urinari ca sursa de biomarkeri
in nefropatiile glomrulare

In cazul nefropatiilor glomerulare s-a evaluat rolul
de biomarker al Wilm’s tumour 1 (WT-1) si al podocalixi-
nei exosomale.

WT-1 este un factor de transcriptiec necesar
maturarii podocitare, dar care raméane exprimat si in
celulele mature. Factorii de transcriptie sunt implicati in
dezvoltarea celulelor, care pot dobandi in cursul agresiunii
prin intermediul lor un fenotip dediferentiat. Podocitele
sunt celule epiteliale inalt diferentiate, care contribuie la
selectivitatea barierei de filtrare glomerulara.

Mutatiile dominante ale genei care codificd WT-1
cauzeaza aparitia tumorii Wilms (nefroblastomul), pre-
cum si o serie de podocitopatii: sindromul Denys Drash,
sindromul Fraiser si scleroza mezangiala difuza izolata.
WT-1 este utilizat adesea ca si marker molecular pen-
tru podocite diferentiate, expresia sa scdzand in variate
glomerulopatii umane §i experimentale in care se pro-
duce agresiune asupra podocitelor. Podocitele sunt lezate
in majoritatea glomerulopatiilor primare sau secundare,
incluzand: GSFS, GPM, glomerulonefrita membrano-
proliferativa, amiloidoza si nefropatia diabetica.

Leziunea podocitara este evaluatd in prezent prin
examinarea biopsiei renale in microscopie electronica.
Metode noninvazive de cuantificare a leziunilor podoci-
tare, precum detectia podocituriei, a ARNm WT-1 urinar
si a proteinelor asociate podocitelor in sedimentul urinar se
afla in prezent in curs de dezvoltare. Oricum, cuantificarea
podocitelor urinare este dificila din motive tehnice, iar
nivelurile ARNm WT-1 urinar si a podocalixinuriei au o
variabilitate prea mare pentru a diferentia intre fiziologic
si patologic.

Zhou et al. au examinat comportamentul WT-1
la pacienti cu GSFS si douda modele experimentale de
podocitopatii: GSFS si glomerulopatia colabanta.

WT-1 urinara a fost detectatd mai precoce decat
aparitia proteinuriei si mult mai precoce decat leziunile
histologice glomerulare la animalele cu GSFS. WT-1
urinara s-a detectat la pacientii cu GSFS, dar nu si in
urina subiectilor din lotul de control. Ca si in cazul ATF3,
factorul de transcriptic WT-1 a fost detectat doar in
fractiunea exosomala a urinii, fiind absent in urina totala.
S-a mai observat ca WT-1 urinard a crescut la ambele
modele experimentale, in timp ce concentratia tisulara era
in scadere, sugerand astfel ca exosomii sunt eliberati din
podocite lezate. Nu s-a elucidat daca eliberarea exosomilor
se produce din podocite mai putin afectate de agresiune,
care sunt responsabile de nivelurile tisulare scazute sau din

podocite dediferentiate atasate in continuare de membra-
na bazald glomerulara (MBG) sau dacd podocitele lezate
se detaseaza de pe MBG si elibereaza apoi exosomii.
Oricum, toate aceste observatii sugereaza cd WT-1 urinara
exosomala ar putea reprezenta un biomarker util pentru
detectia precoce a leziunilor podocitare [6].

Un studiu a evidentiat ca podocalixina urinara
— marker cunoscut pentru membrana podocitarad apicald, a
fost prezenta in preparatul exosomal si a avut concentratii
semnificativ mai reduse la pacientii cu GSFS comparativ
cu voluntarii sanatosi [32].

Bariere si limite in analiza exosomilor urinari

Inainte ca analiza proteomici a exosomilor urinari,
ca si cale spre descoperirea de biomarkeri pentru nefropa-
tiille glomerulare sd poatd fi aplicatd in clinica, trebuie
depasite o serie de bariere importante [5,27]. Acestea sunt
reprezentate de:

- absenta unor protocoale standardizate pentru
colectarea, procesarea §i stocarea probelor urinare in
vederea efectudrii unor masuratori reproductibile in orice
laborator clinic [1,25,42];

- necesitatea ultracentrifugarii probelor, proces
care necesitd aparaturd costisitoare si timp indelungat de
procesare - ca si alternativa de izolare a exosomilor s-au
propus metode bazate pe filtrare;

- necesitatea indepartarii proteinei Tamm-Horsfall
(uromodulina), care se afla in cantitati mari in concentratul
exosomal si interfereaza cu spectrometria de masa si
cu imunoblotul. Proteina Tamm Horsfall este cea mai
abundenta proteind urinara in conditii fiziologice, prezenta
sub forma polimerica asamblata in filamente. S-a observat
cd un numar semnificativ de exosomi raman prinsi intre
aceste filamente in cursul centrifugarii, iar cantitatea finala
de exosomi izolati este redusa [27]. Recent s-a constatat
ca prin utilizarea ditiotrietolului in cursul centrifugarii
se distrug filamentele care retentioneazd exosomii, iar
cantitatea recuperata in final creste semnificativ [43].

Totusi, cea mai mare provocare tehnicd este
reprezentatd de dezvoltarea unor metode de cuantificare a
biomarkerilor candidati in vederea detectarii modificarilor
ratei de excretie a acestora. In prezent se utilizeazi rapor-
tarea la creatininurie, care este insa inadecvata datorita
Recent s-a evidentiat cad exista o corelatie semnificativa
intre cantitatea de proteind Tamm-Horsfall i cantitatea de
markeri proteici exosomali, astfel uromodulina ar putea fi
utilizata ca si variabila de normalizare a probelor din spotul
urinar [43].

Concluzii

Analiza exosomilor urinari poate furniza informatii
importante legate de procesele fiziologice si fiziopatologice
care au loc la nivelul podocitelor. Ca si orice metoda noua
de investigare prezintd avantaje si limite, care trebuie
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depasite inainte de aplicarea analizei acestei fractiuni
urinare in laboratorul clinic. Datoritd modului neinvaziv de
colectare a probelor, precum si datoritd cantitatii mari de
informatii continuta in veziculele urinare — analiza acestora
este de mare actualitate in cercetarea nefrologica.
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