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RESUMEN DEL PROYECTO: Las uroplaquinas (UPK) son una familia de proteinas que siempre
han estado muy vinculadas al sistema urinario de mamiferos debido a que forman unas placas
qgue recubren el urotelio de la vejiga, uretra y uréteres. Sin embargo se ha observado que la
expresion de estas proteinas no se encuentra restringida al urotelio y tampoco a mamiferos.

De los 6 miembros de la familia de las UPKs que se expresan en humanos, el grupo de
investigacion sabe que dos de ellos (UPK1b y UPK3c) se expresan en la cornea humana. Sin
embargo se desconoce si estos dos miembros se expresan en alguna otra parte del ojo
humano, si algln otro miembro de la familia de UPKs se expresa también en alguna parte del
ojo y finalmente si la alteracién en la expresidn de los miembros de la familia de las UPKs que
se expresan en alguna parte del ojo pueden estar relacionadas con alguna patologia ocular.

De esta manera el grupo de investigacion solicité la recogida de muestras de diferentes partes
del ojo por parte del servicio de oftalmologia del HUJXXIIl para poder obtener respuestas a las
incégnitas arriba planteadas.

OBJETIVOS PLANTEADOS: Los objetivos planteados por el grupo de investigacién fueron los
siguientes:

-Caracterizar la expresion de las UPKs en el ojo humano a través del andlisis de los
niveles de expresion transcripcional y proteica ademas de su localizacion mediante
immunohistoquimica.

-Estudiar la relacién que existe entre la expresion de UPKs y patologias oculares bien a
través de sus niveles de expresién transcripcional y proteica ademas de la
identificacion de posibles mutaciones.

OBJETIVOS OBTENIDOS: El grupo de investigacion ha conseguido recoger hasta la fecha de
finalizacion del plazo propuesto un total de 48 muestras. Del total de muestras la mitad de
ellas representan fragmentos de corneas donadoras que fueron implantadas a los pacientes y
el resto corresponden a fragmentos de corneas con diferentes patologias.



El hecho de que solo se hayan podido recoger corneas durante este periodo ha impedido que
se haya podido analizar la expresién de las UPKs en otras partes del ojo. De esta manera seria
necesario poder continuar con el proyecto para poder llevar a cabo un estudio en profundidad
de la expresion de las UPKs en las diferentes partes del ojo.

Atendiendo a esta disponibilidad de muestras, por lo tanto, el estudio se ha centrado
principalmente en el papel de las UPKs en cornea humana sana y patoldgica. Por un lado,
durante este periodo, ademads de la recogida de muestras, lo que se ha llevado a cabo ha sido
la optimizacién de los protocolos para llevar a cabo el procesamiento y andlisis de las
muestras. Para ello se han analizado un ndmero reducido de muestras que han validado los
protocolos planteados ademas de permitir obtener una serie de resultados preliminares.

Como resultados preliminares se ha podido detectar la expresion a nivel de proteina de la
UPK3c tanto en cornea sana como en pterigion. Ademds se ha podido comprobar que UPK3c
se encuentra glicosilada en cornea sana y que la sensibilidad de esta glicosilacién a diferentes
glicosidasas podria verse afectada por patologias como seria el caso del pterigién (Anexo). Sin
embargo por otro lado aun no se ha podido determinar la expresidn de UPK1b debido a que
los anticuerpos probados no presentan la sensibilidad necesaria.

Otro de los resultados preliminares obtenidos ha sido en relacién al andlisis de las copias de
UPK3c que se expresan en humanos. En un ndmero reducido de muestras se ha podido
observar que mientras que en cornea sana la relacidon de la expresion de ambas copias se
mantiene relativamente constante, en el caso de las muestras de pterigiéon se ha podido
observar que hay muestras que expresan solo una de las dos copias, otras que mantienen la
proporcién detectada en las muestras de cornea normal y otras que presentan una variacion
aparentemente significativa frente a las muestras de cornea normal (Anexo). En este caso seria
interesante analizar un mayor nimero de muestras para poder determinar si en aquellos casos
en los que se observa la expresién de una sola copia esto es debido a mutaciones o anomalias
cromosdmicas y si estas tienen algun tipo de repercusiéon en la patologia dado que existen dos
copias.

JUSTIFICACION SOLICITUD DE PRORROGA: Aunque durante el periodo que ha sido concedido
el proyecto se han conseguido recoger un nimero elevado de muestras estas solo han sido de
corneas normales y patoldgicas. De esta manera no se ha podido completar uno de los
objetivos que se basa en la caracterizacion de la expresién de las UPKs en las diferentes partes
del ojo. Por lo tanto seria necesario que el proyecto fuese prorrogado para poder llevar a cabo
esta caracterizacién y ademas ampliar la diversidad de patologias oculares.

Con un numero reducido de muestras que se han analizado se han obtenido resultados
prometedores para poder continuar con la linea de investigacion. Por un lado se ha visto que
existen diferencias en cuanto a la glicosilacién de muestras sanas o patoldgicas y por otro lado
se ha visto una variacién en el porcentaje relativo de expresién de ambas copias en pterigion.
Estos resultados podrian ayudar a profundizar dentro del estudio de las patologias oculares
pero para ello seria necesario ampliar la recoleccién de las muestras para tener un mayor
tamafio muestral y obtener resultados significativos.



ANEXO
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Diferentes grados de glicosilacion de UPK3c en cornea, pterigion. Extractos proteicos de lisados celulares de cornea, pterigion se
trataron con los dos tipos diferentes de N-glicosidasas. La immunodetecciéon de UPK3c en cornea sana, pterigion muestran
diferentes grados de glicosilacion y sensibilidad a N-glicosidasas. Una vez deglicosiladas se observan distintos grados de
maduracion de UPK3c. (Panel superior) UPK3c, (Panel medio) B-actina y (Panel inferior) membrana de nitrocelulosa tefiida con

Ponceau S solution como control de carga.
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Porcentaje de expresion de las dos copias humanas de UPK3c (UPK3c 532C/A). cDNA de 3 muestras de cornea y 10 de pterigion
fueron amplificadas para UPK3c y posteriormente secuenciadas. El porcentaje de expresion fue calculado midiendo la altura
relativa de los picos obtenidos para el nuicleétido 532. Mientras que en cornea sana la expresion relativa de las dos copias se

mantiene entre las muestras, en petirigon se pueden observar variaciones en las expresiones relativas de las dos copias.



