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1.- RESUMEN

La apolipoproteina ApoD se expresa en el sistema nervioso durante su desarrollo y aumenta
con el envejecimiento y la neurodegeneracion. Estudios previos a nivel celular han
demostrado que ApoD se sobreexpresa en respuesta a diversas formas de estrés (reducciéon
de suero o tratamiento con agentes pro-oxidantes como el Paraquat). Nuestros datos
sugieren que cuando una célula sufre estrés oxidativo, ApoD es endocitada. Nuestra
hipétesis de trabajo es la siguiente: tras su endocitosis, ApoD podria llegar hasta
compartimentos subcelulares como los lisosomas, que son un elemento critico en el inicio de
programas de muerte celular o de supervivencia. Proteger la membrana lisosomal seria
suficiente para explicar que ApoD pueda evitar la muerte celular en condiciones de estrés
oxidativo.

Para poder estudiar el trafico subcelular de ApoD ha sido necesario obtener una proteina
que se pueda distinguir de la propia. Para ello, hemos desarrollado un sistema de expresiéon
eucariota con el que obtenemos ApoD de ratén fusionada con dos secuencias de
reconocimiento: polyHis-tag en el extremo N-terminal y Strep-tag en el C-terminal. Tras
adaptar las células a condiciones de cultivo de bajo suero (1-2% de FBS) para evitar que la
albimina, componente muy abundante en el suero, interfiera con los sistemas de
purificacion, realizamos la transfeccion de células HEK293T y estudiamos el curso temporal
de la produccion de la proteina. Finalmente, hemos obtenido la proteina pura mediante
cromatografia de afinidad.

Se ha encontrado ApoD dentro de la célula tanto durante su produccion y secrecién como
durante su internalizaciéon. Una fraccion importante de la misma colocaliza con marcadores
lisosomales. Para conocer el papel de ApoD en los lisosomas, hemos cuantificado la proteina
que colocaliza con el marcador lisosomal Lamp-2 en situaciones de deprivacién de suero y
tratamiento con Paraquat.

2.- INTRODUCCION
Apolipoproteina D

La Apolipoproteina D (ApoD) es una glicoproteina de aproximadamente 29 kDa. Se expresa
en el sistema nervioso durante su desarrollo [1, 2] y aumenta con el envejecimiento y con la
aparicion de madaltiples patologias neurodegenerativas. Este cambio de expresiéon ocurre
como mecanismo de defensa ante dafios oxidativos e inflamatorios [3].

ApoD fue detectada por primera vez en 1963 [4] en el plasma, asociada a lipoproteinas de
alta densidad (HDL), de donde en 1973 fue aislada por McConathy y Alaupovic [5].
Inicialmente se consideré que ApoD pertenecia al grupo de las apolipoproteinas, pero los
estudios posteriores demostraron que tenia homologia con la familia de las lipocalinas [6].

Las lipocalinas son pequefias proteinas de unos 20kDa de peso, globulares y extracelulares
[7]. Estan presentes tanto en animales vertebrados como en invertebrados, en plantas e
incluso en bacterias [8]. Su estructura terciaria esta formada por un barril-f de 8 laminas
antiparalelas abierto por uno de los lados y que forma una cavidad interior delimitada por
aminoécidos apolares.




Figura 1.- Estructura tridimensional de ApoD humana obtenida mediante difraccién de rayos
X por Eichinger et al. en 2007 [9].

A esta cavidad o bolsillo se pueden unir diferentes moléculas hidrofébicas, como por
ejemplo acidos grasos, odorantes, esteroides, etc. [10, 11]. Funcionalmente las lipocalinas
estin implicadas en numerosos procesos biol6gicos. En un principio se consideré a las
lipocalinas como proteinas de transporte y almacenaje de vitaminas, hormonas y otros
metabolitos secundarios. Actualmente se ha comprobado que estdn implicadas en otros
procesos tales como la regulacién del metabolismo y de la respuesta inmune, la respuesta al
estrés, la guia de axones, etc.

El gen de ApoD se encuentra localizado en humanos dentro de la regiéon pl4.2 en el
cromosoma 3 y en ratén en el cromosoma 16. Su cDNA fue clonado por primera vez en 1986
[12]. En humanos este gen contiene 855 pb divididos en 5 exones con una distribucion
caracteristica de la familia de las lipocalinas en cordados [13]. El gen de ApoD muestra una
region promotora que abarca 10 kpb por delante del primer exén, y estudios en esta region
muestran la presencia de muchos elementos reguladores [14, 15].

La estructura primaria de ApoD es una cadena de aproximadamente 18,1 kDa. Dependiendo
del tejido en el que sea sintetizada, presenta un patron de glicosilaciones diferente;
fundamentalmente en los residuos de asparragina en las posiciones 45 y 178, lo que varia su
peso entre los 19 y los 32 kDa. En su secuencia aminoacidica se encuentra un péptido sefial
formado por 20 aminoacidos, que se elimina en el procesamiento. Las 5 cisteinas de su
secuencia forman puentes disulfuro dos a dos para mantener la estructura. La quinta cisteina
desapareada se unird a otras macromoléculas biologicas del plasma. Esta tltima es una
peculiaridad de ApoD humana que no se encuentra en el resto de los organismos conocidos,
incluyendo al ratén [7].

ApoD consta de 8 ldminas [-antiparalelas flanqueadas por una hélice a y conectadas entre si
por 7 lazos. Los puentes disulfuro de sus cisteinas ayudan finalmente a mantener la
estructura de barril-p ligeramente distendido [9].

Figura 2.- Estructura tridimensional de ApoD humana. Se observa su estructura en barril-f3
formando un bolsillo y su hélice a. Se han destacado en amarillo los puentes disulfuro entre
las cisteinas 41-165 y 8-114 y la cisteina 116 desapareada (esfera naranja).

ApoD se expresa durante la gestaciéon y en el desarrollo del feto, pero también se expresa
durante la vida adulta, siendo el Sistema Nervioso el tejido de maxima expresiéon de ApoD
[16], tanto el central (SNC) como el periférico (SNP) [17]. ApoD es sintetizada
fundamentalmente por las células de Schwann en el SNP [18]. La presencia de ApoD se ve
aumentada en el nervio periférico de rata y de ratén tras una lesion [19, 20]. Su falta provoca
en nervios sanos una disminucién en la velocidad de la conductividad motora y vainas de
mielina més delgadas. Se ha demostrado que ApoD, ante un dafio, ayuda a recuperar la
funcién locomotora, promoviendo la limpieza de mielina y regulando el ntmero de
macréfagos en la zona dafada, estando implicada en la sefalizaciéon de procesos
inflamatorios [20].



Ademds, ApoD se expresa en condiciones normales en el SNC en astrocitos y
oligodendrocitos. Se detecta un aumento importante de la expresion durante el
envejecimiento [21] y en muchas patologias neurodegenerativas como Alzheimer [22],
Parkinson [23], esquizofrenia, trastorno bipolar, ataxias, etc. También es interesante destacar
que tanto en cénceres de diversos tejidos, como en obesidad y diabetes, se ha detectado la
sobreexpresion de ApoD [24]. ApoD esté presente en altas concentraciones en el fluido de la
enfermedad quistica de mama, una condicién asociada con un menor riesgo de cancer de
mama [7]. Ademads en cancer colorrectal, se ha comprobado que los niveles de ApoD
descienden durante la progresion del tumor. Una sobreexpresiéon de ApoD favoreceria la
apoptosis, disminuyendo su agresividad.

Ante estas situaciones de sobre-expresion se plante6 la pregunta de si ApoD es la causa o la
respuesta protectora del organismo frente a la enfermedad.

La funcién de ApoD ha sido ampliamente estudiada tanto en organismos modelo como en
seres humanos [25]. Por otra parte, se ha demostrado que ApoD presenta efectos protectores
en el cerebro del ratéon ante el estrés oxidativo, caracteristica respaldada por los resultados
con moscas transgénicas que expresan ApoD humana [26].

Estudios previos en células en cultivo han demostrado que ApoD se sobreexpresa en
respuesta a diversas formas de estrés celular: (i) deprivacion de suero en diversas lineas
celulares [27], (ii) tras lesionar monocapas confluentes de células de musculo liso vascular
[28] y (iii) tras tratar las células con agentes pro-oxidantes como el Paraquat (PQ) [29].

El Paraquat es un productor de especies reactivas de oxigeno (ROS) y por lo tanto un
generador de estrés oxidativo, que afecta tanto a astrocitos [29, 30] como a neuronas [31]. Se
ha visto que ApoD secretada por los astrocitos proporciona una proteccién autocrina a estas
células gliales contra el estrés oxidativo inducido por PQ [32]. Si se afiade ApoD al medio de
cultivo, ésta es internalizada en la célula y aparece en compartimentos subcelulares. Estos
compartimentos estan ain por determinar.

Ademas se sabe que ApoD evita la acumulacién de lipidos peroxidados, tanto in vivo [3, 33]
como en células en cultivo [29]. El Paraquat produce una mayor peroxidacién lipidica en
ratones deficientes en ApoD (knock out) como en animales wild-type [34]. Por el contrario, la
sobreexpresion de ApoD en el cerebro ante este estimulo, provoca una disminucién de dicha
peroxidacion lipidica [3].

Se ha analizado la inducciéon de mRNA de ApoD en células 1321N1 expuestas a Paraquat,
observandose una respuesta temprana al estrés oxidativo [34]. El méximo pico de expresiéon
de mRNA se produce a las 6 horas después de la exposicion a Paraquat, manteniéndose la
proteina presente durante las 24 horas posteriores. La adicion de ApoD humana a cultivos de
astrocitos deficientes en esta proteina, promueve la supervivencia a través de un mecanismo
acompafado de la internalizacién y la modulaciéon de la reactividad astroglial. Esto indica
que ApoD favorece una proteccion autocrina, lo cual contribuye a la homeostasis del sistema
nervioso ante el estrés oxidativo [34].

Toda esta informacién revela que ApoD ejerce un mecanismo neuroprotector y que este
mecanismo se pone en marcha ante el estrés oxidativo y la inflamacién, a fin de evitar el
efecto dafiino que ambos procesos tienen sobre las células.

Lisosomas y estrés oxidativo

Los lisosomas son los compartimentos principales de degradacion de la célula. Estos
compartimentos se componen de numerosas vesiculas 4cidas citoplasmaticas
monomembrana (con un pH interior de 4-5), que constantemente se fusionan y se dividen.
Sus principales marcadores son las proteinas Lamp-1 y Lamp-2 que estan ubicadas en la



membrana lisosomal. El compartimento lisosomal recibe un gran ntimero de hidrolasas de la
red trans-Golgi y sus sustratos llegan tanto desde el exterior de la célula (heterofagia) como
del interior (autofagia). Muchas macromoléculas que se degradan contienen hierro que,
cuando se libera, hace a los lisosomas sensibles al estrés oxidativo [35].

La magnitud de la desestabilizacion lisosomal determina si una célula estd sufriendo
autofagia, apoptosis o necrosis. Dependiendo de lo eficiente que sea la actividad lisosomal,
se permitira o no a las células reparar el dafio producido y sobrevivir.

Aunque una célula haya desencadenado el programa de apoptosis, si el compartimento
lisosomal estd intacto y mantiene su funcionalidad, se podria llevar a cabo de manera
eficiente una autofagia que contrarrestaria a dicha apoptosis. Por el contrario, si la célula
presenta una degradacion lisosomal vinculada a un estrés oxidativo, este proceso no tendria
lugar. Todo esto originaria, por ejemplo, cambios degenerativos en las neuronas durante el
envejecimiento [36].

Durante el envejecimiento, la entrada inevitable de peréxido de hidrégeno en los lisosomas
ricos en hierro provoca la formacioén lenta de lipofuscina por oxidacién de macromoléculas.
La lipofuscina ocupa una parte sustancial del volumen del compartimento lisosomal en
células envejecidas. Esto parece dar lugar a un mal direccionamiento de enzimas lisosomales,
lo que resulta en una depresién de la autofagia y en la acumulacién de mitocondrias y
proteinas defectuosas con la consiguiente disfuncién celular [35].

Rutas de endocitosis

En los altimos afios se han producido importantes avances en la comprensién de las rutas y
de los mecanismos de endocitosis. Ademas de las rutas clasicas de la endocitosis mediada
por clatrina y la endocitosis caveolar, se han descrito otras formas mas diversas de
endocitosis, como la endocitosis dependiente de RhoA o la endocitosis dependiente de
flotilina [37].

La endocitosis mediada por caveolina es un mecanismo de endocitosis no fagocitica, ya que
no se combina con los lisosomas [38]. Esta se produce a través de una invaginacién en la
membrana plasmatica. El interés actual por las caveolinas se basa en sus maltiples funciones:
en la activacién de endocitosis, en la homeostasis del colesterol, en la transcitosis en las
células endoteliales, en la modulacién de la sehalizacién celular, en la entrada de patégenos
y en el cancer [37].

La endocitosis dependiente de clatrina se produce a través de la invaginaciéon de la
membrana plasmaética en regiones que tienen una densidad alta de la proteina citosodlica
clatrina. Este proceso traslada materiales atrapados desde el endosoma temprano al
endosoma tardio, para finalmente fusionarse con lisosomas y formar un hibrido lisosoma-
endosoma [38].
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Figura 3.- Esquema representativo de las diferentes rutas de endocitosis celular fagociticas y
no fagociticas [38].

Antecedentes inmediatos al proyecto: Hipétesis de trabajo

Dada la relacion demostrada entre lisosomas y estrés oxidativo y entre ApoD vy estrés
oxidativo, nos proponemos explicar una posible relacién entre ApoD y lisosomas.

Por lo tanto, nuestra HIPOTESIS DE TRABAJO es la siguiente:

Ante el estrés oxidativo, ApoD es capaz de entrar en la célula por endocitosis.

Por esta via llega hasta compartimentos subcelulares protegiendo sus membranas de
la peroxidacion.

Entre los compartimentos subcelulares esperados estan los lisosomas. Las membranas
de los lisosomas son un elemento critico de cuyo nivel de oxidacién depende que la
célula inicie un programa de muerte celular apoptética, muera por necrosis o
sobreviva.

Proteger la membrana lisosomal seria suficiente para explicar que ApoD pueda evitar
la muerte celular en condiciones de estrés oxidativo.

3.- OBJETIVOS

El OBJETIVO GENERAL de mi proyecto consiste en establecer si el mecanismo celular
subyacente a la capacidad protectora de ApoD frente al estrés oxidativo, tanto en modelos
humanos como murinos, requiere su internalizacién en las células afectadas mediante
endocitosis, y encontrar en qué compartimento subcelular realiza su funciéon. Para ello,
necesitamos generar una fuente de produccién y purificaciéon de ApoD y una manera de
analizar la colocalizacién de ApoD con los diversos compartimentos celulares.

Como OBJETIVOS ESPECIFICOS me he propuesto:

- Objetivo 1. Obtencion de ApoD de ratéon (mApoD) y ApoD humana (hApoD) mediante
un sistema de expresién eucariota. Para poder analizar el trafico subcelular de ApoD tras la
endocitosis y dado que en la actualidad no se conocen lineas celulares productoras de



mApoD fiables, el primer objetivo sera producir dicha proteina en un sistema de expresion
eucariota y purificarla a partir del medio.

0 Purificacion de plasmidos.
0 Caracterizacion de cultivos celulares idéneos para transfectar.
0 Puesta a punto de un sistema de purificaciéon basado en cromatografia de afinidad.

- Objetivo 2. Analisis del trafico de la proteina ApoD a nivel subcelular ante estimulos
que ocasionan estrés oxidativo. Podemos encontrar ApoD dentro de la célula tanto durante
su produccién y secrecion como durante su internalizaciéon. Para conocer el trafico celular
debemos realizar un estudio de colocalizacién, comenzando por un estudio de colocalizaciéon
con marcadores lisosomales.

4.- MATERIALES Y METODOS
Cultivos celulares

Para la realizacién de este estudio se han utilizado lineas celulares adherentes HEK293T
(human embryonic kidney 293T) altamente transfectables. Estas células se cultivan en medio
completo DMEM (Dulbecco’s Modifies Eagle’s Medium) con 4,5 g/l de glucosa
suplementado con 1-10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado por calor, 1% de L-
glutamina y 1% P/S/A (penicilina 10 U/pl, estreptomicina 10 pg/ul y anfotericina B 25
pg/ml). La densidad celular 6ptima de los cultivos es de 2 10¢ células por placa en 10 ml de
medio. Hemos comprobado en mis experimentos que las placas sobre las que mejor se
adhieren pertenecen a la casa comercial IWAKI. Las células se mantienen en incubacién a
37°C con 5% de COz y 90-95% de humedad en incubadores de CO, (Heraeus). Para realizar
los sucesivos pases, las células se levantan perfectamente con medio de cultivo atemperado.

Para los experimentos de inmunocitoquimica se utiliz6 la linea celular adherente 1321N1 de
astrocitoma humano, que presenta una caracteristica morfologia glial. Se cultivan en medio
completo de DMEM (con 1 g/l de glucosa) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS), 1% de L-glutamina y 1% P/S/A (penicilina 10 U/pl, estreptomicina 10 pg/pl y
anfotericina B 25 pg/ml). La densidad celular 6ptima de los cultivos de 1321N1 es de 2 10¢
células por frasco de 25 cm? en 5 ml de medio. Las células se mantienen en incubacién a 37°C
con 5% de COz y 90-95% de humedad. Para realizar los sucesivos pases (o subcultivos), las
células se levantan mecanicamente con PBS frio (manteniendo el frasco de células sobre
hielo).

En ambos casos las células precipitan bien con una centrifugacién de 4 min a 201g (1.000 rpm
en una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810R).

Adaptacién del cultivo de HEK293T a condiciones de bajo suero

Inicialmente las células se cultivan con un suplemento del 10% de FBS. Este porcentaje se fue
descendiendo gradualmente para adaptar a las células a las nuevas condiciones de cultivo
siguiendo el siguiente esquema:

‘ 10% > 5 pases > 8% —> 4 pases = 6% > 4 pases > 4% > 1 pase > 2% > 7 pases 2> 1%

Las células se habittian perfectamente a esta disminucion hasta el 2%, en el cual requieren un
suplemento extra de 0,048 g de glucosa (obteniendo una concentracién final de 5,22 g/1 de
glucosa). En estos casos la densidad celular 6ptima de los cultivos continuaba siendo de 2 10¢
células por placa.



Congelacién y descongelacion de células

Las lineas celulares utilizadas fueron descongeladas a partir de su almacenamiento en
nitrégeno liquido en un bafio a 37°C en agitacién continua y resuspendidas en medio de
cultivo.

Las células adaptadas a 2 6 1% de FBS fueron congeladas en FBS con 5% de DMSO cuando se
encontraban en un pase 19 y 12 respectivamente, y descongeladas al mes siguiente para
comprobar la eficiencia de la congelacion. Aunque tras el descongelado, la tasa de
duplicacién celular era inferior a lo esperado, se recuperaban perfectamente tras 2 pases.

Tratamiento con bajo suero y Paraquat de la linea celular 1321N1

En placas de Petri de 4 pocillos con cubres tratados con poli-L-lisina se sembraron 75.000
células de la linea celular 132IN1. Se realizaron 2 tipos de tratamiento: bajo suero y
tratamiento con Paraquat (a su vez en medio de bajo suero). El tratamiento se mantuvo
durante los siguientes tiempos: 1 h, 2 h, 3 h, 6 h, 24 h y 48 h. Ademaés se sembré una placa
control con medio normal que se incubé durante 48 h. El medio con bajo suero esta
constituido por DMEM sin Phenol Red con 4,5 g/l de glucosa, 1% de L-glutamina, 1%
P/S/Ay 0.2% de FBS. Las placas tratadas con Paraquat fueron sembradas en medio de bajo
suero con 500 uM de Paraquat. Tras las horas de tratamiento, las células fueron fijadas y se
realiz6é una inmunocitoquimica.

Purificacion de plasmidos

Se sembraron bacterias provenientes de los stocks congelados de los clones necesarios en
placas de medio LB con ampicilina al 0,1% y se dejaron crecer durante 24 horas a 37°C. Una
vez crecidas las colonias, se seleccioné una colonia individual y se crecié en LB liquido a
37°C durante 24 horas. De este cultivo liquido se extrajeron los plasmidos.

Se utiliz6 el kit “QiAprep Spin Miniprep Kit Qiagen” para aislar los plasmidos mApoD-IBA42
(ampr, neor, N-terminal his-tag) y hApoD-IBA42 (ampr, neor, N-terminal his-tag) generados
anteriormente en el laboratorio; y los plasmidos pCMV-hApoD-GFP (kant, peor, C-terminal
GFP, Rassart Lab) y GFP alone (Kanr, Gibson Lab), que se utilizaran como controles. Los
plasmidos experimentales presentan la secuencia de ApoD (de ratén o humana) clonada en
el vector de expresion eucariota Pexpr-IBA42 (que presenta resistencia a ampicilina)
fusionada a una secuencia Strep-tag en el extremo C-terminal de la proteina recombinante y
una secuencia 6xHistidina-tag en el N-terminal.

Para obtener los plasmidos, el cultivo se centrifuga durante 2 min a 13.000 rpm en una
centrifuga CM-50M Centrifuge-Mixer. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las
bacterias en 250 ul de Buffer P1. Se afaden 250 ul de Buffer P2 y se invierte la mezcla, que
adquiere un color azul. A continuacién se afiaden 350 pl de Buffer N3 e inmediatamente se
voltea. La solucién se vuelve blanca. Se centrifuga 10 min a 13.000 rpm y se aplica el
sobrenadante sobre una micro-columna (”spin column”) por decantacién. Se centrifuga 60
segundos a 13.000 rpm y se anade sobre la columna 0,75 ml de Buffer PE. Se centrifuga 2 min
a 13.000 rpm y finalmente se eluye el pldsmido con 50 pl de Buffer EB centrifugando 2 min a
13.000 rpm. Se mide la concentracién con un espectrofotémetro en gota (Nanodrop®
ND1000) a 260 nm y se guarda a -20°C hasta su utilizacién.

Transfeccion con lipofectamina

Las transfecciones se realizaron en células sembradas en placas con o sin cristales de 1,13 cm?
recubiertos con poli-L-lisina (ver protocolo mas abajo). Se utiliz6 el método quimico de la
lipofectamina LTX para la transfeccion. Para ello se siguié el protocolo del proveedor



Invitrogen. Se probaron distintas concentraciones de los reactivos para optimizar el
protocolo.

La densidad 6ptima celular para realizar la transfeccion fué de 75.000 células/pocillo. Se
siembran las células en un medio sin antibiéticos 12 horas antes de la transfecciéon. En el
momento de realizar la transfeccion se retira este medio y se afiade medio Optimen (GIBCO)
(300 pl) para evitar interacciones con la lipofectamina. Se preparan 50 ul de Optimen con 1 pl
de lipofectamina y se dejan 5 min a temperatura ambiente (RT) para permitir la formacion de
los liposomas. A continuacién se afiaden 50 pl de Optimen con la cantidad de plasmido
deseada. Se utilizan 300 ng del plasmido. Se deja reposar entre 20 y 30 min a RT y se afiade al
cultivo. Tras una incubacién de 5-6 horas a 37°C y 5% de CO, se sustituye el medio por
medio completo.

La comprobacién de las transfecciones se realiz6 mediante inmunocitoquimica o mediante la
observacion de la sefial fluorescente de GFP mediante un microscopio invertido de
fluorescencia: NIKON modelo Eclipse TS100 (Objetivos: 4x, 10x, 20x y 40x. Filtros: B-2A (Ex
450-490) y G-2A (510-560)).

Transfeccion con X-fect.

Se realizaron en células sembradas en placas con cubres con poli-L-lisina. Se utiliz6 el
método quimico de X-fect™ de la casa comercial Clontech para la transfeccién. Para ello se
siguié el protocolo del proveedor. Se probaron distintas concentraciones de los reactivos
para optimizar el protocolo. Es necesario agitar en Vértex durante al menos 10 segundos
todos los reactivos antes de utilizarlos. La densidad o6ptima celular para realizar la
transfecciéon fué de 75.000 células/pocillo. Antes de realizar la transfeccién se sustituy6 el
medio completo por medio Optimen. Se preparan 25 pl del tampoén de reacciéon Xfect con la
concentracion de plasmido deseada y se le afiaden 25 pl del mismo tampoén Xfect con el
polimero Xfect. Siempre se debe usar 0,3 pl del polimero por cada pg de pldsmido. La
suspension se incuba durante 10 min para que se formen los complejos de nanoparticulas
(DNA-polimero) y se afiade sobre el cultivo en forma de gotas. Tras una incubacion de 4
horas a 37°C y 5% de COz se sustituye el medio por medio completo.

Produccién de cubres con sustrato de adhesion de poli-L-lisina.

Se utilizaron 2 métodos distintos para la produccién de cubres con poli-L-lisina (SIGMA
4707). El protocolo utilizado preferentemente se denomina “en fresco”. Consiste en anadir 200
ul de poli-L-lisina sobre cada cubre autoclavado para permitir su polimerizaciéon. Se
mantiene 5 min a RT, se retira y se lava al menos 2 veces con agua. Antes de sembrar los
cultivos sobre los cubres, debemos asegurarnos de que la poli-L-lisina se haya secado
correctamente. El otro método utilizado sirve para obtener gran nimero de cubres de 12 mm
de didmetro (maximo 50 cubres/tratamiento). Para ello se colocan los cristales autoclavados
con 4 ml de poli-L-lisina en placas de Petri de 5 cm de didmetro. Tras incubar 5 min se retira
la poli-L-lisina y se lava 2 veces con 4 ml de dH>O estéril. Los cristales pueden usarse una
vez secos, 2 horas después.

Inmunocitoquimica

La caracterizacion de los cultivos celulares se realizé inicialmente por inmunocitoquimica.
De esta manera se podia comprobar el éxito de las transfecciones. Ademas, se utiliz6 la
inmunocitoquimica para observar la situacion de ApoD en su trafico intracelular.

Tras 24 horas de cultivo (células HEK293T transfectadas o células 1321N1 tratadas), se
realiz6 una fijacion con formaldehido al 4% en PBS durante 15 min a RT después de haber
realizado 1 lavado con PBS de 5 min. Debemos tener cuidado de que no se despeguen las
células durante el proceso. Transcurrido ese tiempo se realizaron otros 3 lavados de 10
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minutos con PBS para eliminar cualquier resto del fijador. Las muestras se mantienen
selladas con Parafilm a 4°C hasta la realizacion de la inmunocitoquimica.

El proceso contintda para todos los experimentos de inmunocitoquimica con un bloqueo y
permeabilizacién realizados con PBS con 0,1% Tween-20 y 1% suero de cabra durante 30
min. Los anticuerpos primarios fueron diluidos en solucion PBS - 0,1% Tween-20 e
incubados a 4°C toda la noche (“overnight”) o 2 horas a RT. A continuacion se realizaron 3
lavados de 5 minutos con PBS y se procedi6 a la incubacién con el anticuerpo secundario en
PBS - 0,1% Tween-20 durante 30 min a RT.

En los experimentos de inmunocitoquimica con anticuerpo secundario conjugado con HRP,
el revelado del color se realiz6 afiadiendo una solucién de 5 ml Tris 0,05 M con DAB 0,03% y
H>O, 0,0018%. Se debe controlar la reaccién bajo lupa para pararla en el momento en que las
células adquirieren un color marrén; momento en que se retira la solucion de revelado y se
afade PBS. El montaje de las muestras se realiz6 con glicerol y agua en relacion 1:1
sellandolas con laca de ufas. Otras veces se utiliz6 como medio de montaje Vectashield-
DAPI (Vector Labs). En los experimentos de inmunocitoquimica con un anticuerpo
secundario conjugado con un fluoréforo, y mas concretamente en la deteccién de lisosomas,
se utiliz6 el medio de montaje EverBrite™ con DAPI y el sellador CoverGrip™ (Biotium).

Anticuerpos primarios

Anticuerpos secundarios

Proteina detectada

- Policlonal de raton anti-
strep-tag (1:100)

- Policlonal de cabra anti-IgG
de raton-HRP (1:200) DAKO

-mApoD y hApoD
recombinante

- Policlonal de conejo anti-
hApoD [Oviedo] (1:1000)

- Policlonal de cabra anti-IgG
de conejo-HRP (1:200)

- hApoD recombinante

- Monoclonal H4B4 de ratén
anti- hLAMP-2 (1:20)

- Policlonal de cabra anti-IgG
de raton-Alexa 594 (1:1000)

- Policlonal de cabra anti-IgG

- LAMP-2

de ratén-FITC (1:1000)

- Policlonal de conejo anti-
hApoD [Oviedo] (1:4000)

- Policlonal de conejo anti-
hApoD 2B9 [Rassart] (1:100)
Melon-Pure

- Policlonal de cabra anti-IgG

de conejo-Alexa 488 (1:1.000) | - hApoD recombinante

Tabla 1.- Lista de anticuerpos utilizados.

Ademas se probaron otros anticuerpos para ver la eficiencia de los mismos (datos no
mostrados).

Por otro lado se comprobé la especificidad de los anticuerpos primarios que reconocen
hApoD. Para ello se preincubé en solucién una mezcla de proteina:anticuerpo en una
relacién 2:1 molar (2,04 ng de hApoD purificada de fluido cistico més 1,02 pg de anticuerpo
anti-hApoD [Oviedo]). Se realiz6 una incubacién durante una hora a RT antes de realizar la
inmunocitoquimica.

La observacién de las células se realizé en un microscopio Nikon Eclipse 80i equipado con
una Céamara Digital DMX 1200c y con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 90i
equipado con una camara digital DS-Ril (Nikon).
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Para el analisis de colocalizacién en células 1321N1 se utilizé el microscopio Confocal Leica
TCS SP5 con scanner Resonante, laser Blanco (470 nm - 670 nm), 5 lineas de laser de Argén 'y
una linea de 405 nm. Se realizaron series (“stacks”) en el eje Z de 0,772 um de grosor en
células individuales de unos 10-14 pm. La fluorescencia inespecifica del anticuerpo
secundario y la autofluorescencia de las células se eliminaron incluyendo un control sin
anticuerpo primario en el que se disminuyé la ganancia, hasta anular las sefiales
inespecificas. Con esta ganancia se tomaron las imagenes de los pocillos experimentales.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas mediante Image], utilizando un “Plug-in” de
colocalizacion denominado “Colocalization Indices” [39]. Los datos obtenidos del % de
colocalizacion (T-overlap) se analizaron mediante el programa Sigma Plot, utilizando un test
estadistico ANOVA de una via, un t-test o el test de Mann-Whitney Rank Sum.

Estudio del curso temporal de la produccion de ApoD

Se estudi6 el curso temporal de la producciéon de la proteina mediante Western blots del
medio de cultivo tomando muestras en diferentes momentos (0, 17, 21, 24, 41, 45 y 48 h) a
partir de la transfeccion.

Recoleccién y concentracion del medio de cultivo

Se han utilizado dos tipos de concentradores MILLIPORE dependiendo de la cantidad de
medio del que se quiera partir en la purificacién. Para volimenes de aproximadamente 15 ml
se utilizaron los concentradores Amicon® Ultra-15; en cambio para volimenes pequefios de
aproximadamente 500 ul se han utilizado los concentradores Amicon® Ultra-0.5.

Para la utilizacién del Amicon® Ultra-15 utilizamos una centrifuga ROTANTA 460R (Hettich
Zentrifugen). Primero lavamos la membrana del concentrador con agua y centrifugamos a
4.000 g durante 5 min a 4°C. Para la concentracién de las muestras se centrifugé a 2.750 g

durante 15 min a 4°C. Para los concentradores Amicon® Ultra-0.5 se utiliz6 una centrifuga
CM-50M a 1.000 g durante 15 min a 4°C.

Electroforesis (PAGE y SDS-PAGE) y Western blot

Las proteinas fueron separadas en funcién de su peso molecular mediante una electroforesis
vertical de proteinas en geles de poliacrilamida al 12%. Se polimerizaron monémeros de
acrilamida/bisacrilamida 37,5:1 utilizando como catalizadores persulfato de amonio (APS)
al 10% y TEMED (N, N, N’, N'-Tetrametildiamina). Las electroforesis se realizaron bajo
condiciones desnaturalizantes con 0,1% dodecilsulfato sédico (SDS) segin el método de
Laemmli (SDS-PAGE). Los extractos proteicos se prepararon afiadiendo un tampén de carga
(Tris-HCl 63 mM, Glicerol 10%, SDS 2% y DTT 10mM) y se desnaturalizaron durante 5
minutos a 100°C. Las electroforesis se realizaron en una cubeta con una solucién
amortiguadora (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, SDS 0,1% y dH>O) a un voltaje de 80 V
durante 30 min y posteriormente elevado a 100 V hasta el final de la electroforesis. Los geles
fueron tenidos con tincién de Coomassie y analizados mediante un Densitometro GS 800.

Otras veces, tras la separacion de las proteinas por SDS-PAGE, éstas fueron
electrotransferidas a membranas de PVDF a un amperaje constante de 400 mA durante 90
minutos en un tampén de transferencia (Tris-HCI 25 mM, glicina 190 mM, metanol 20% con
un pH 8,5).

Ademas también se realiz6 un PAGE discontinuo en estado nativo, en condiciones no-
desnaturalizantes (sin SDS), para comprobar la interaccién entre proteinas. En este caso las
proteinas fueron separadas en funcién de su carga nativa, la cual depende de su punto
isoeléctrico y del pH del tampén utilizado en la electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida al 12%. Los extractos proteicos se prepararon afiadiendo un tampén de carga
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(Tris-HC1 0,5 M, Glicerol 30%, azul de bromofenol 0,5% con un pH 6,8). Las electroforesis se
realizaron en una cubeta con una solucion amortiguadora (Tris-HCl 25 mM y glicina 190 mM
en dH>O) a un voltaje de 200 V para compensar la baja densidad de carga. A continuacién
fueron electrotransferidas a membranas de PVDF con un amperaje constante de 400 mA
durante 90 minutos en un tampén de transferencia (Tris-HCl 25 mM, glicina 190 mM,
metanol 20% con un pH 8,5).

Al finalizar la transferencia, las membranas se lavaron durante 10 min en TBS con Tween-20
al 0,05%. Posteriormente fueron bloqueadas durante 30 min a RT con 5% de leche en polvo
en solucién tamponada con Tris (TBS + 0,05% Tween-20). El anticuerpo primario se afiadié
diluido en la solucién de bloqueo y la incubacién se realizé durante 12 horas a 4°C. Tras 3
lavados de 10 min con TBS + 0,05% Tween-20, la membrana se incub6 durante 2 horas con el
anticuerpo secundario conjugado con HRP diluido en TBS + 0,05% Tween-20. En el caso de
utilizar un anticuerpo primario conjugado con HRP, la incubacion de éste se realizé durante
1 hora a RT.

Finalmente tras los 3 tultimos lavados, se procedi6 a revelar la sefial quimioluminiscente con
una solucién de ECL (Millipore) usando el sistema de captura de imagen VersaDoc™
(BioRad).

Anticuerpo primario Anticuerpo secundario

- Policlonal de cabra anti-mApoD | - Policlonal de burro anti-IgG de
SCL-16 [Santa Cruz] (1:500/1:1.000) cabra (1:10.000)

- Policlonal de conejo anti-hApoD | - Policlonal de cabra anti-IgG de
[Oviedo] (1:1.000) conejo-HRP (1:10.000)

- Monoclonal anti-poliHis [Sigma]
(1:2.000)

Tabla 2.- Lista de anticuerpos utilizados para Western blot.
Stripping de membranas para doble marcaje en Western blot

Una vez analizada una membrana con un determinado anticuerpo, para poder realizar un
nuevo analisis de esa membrana, realizamos un “stripping” (o eliminacién de los
anticuerpos). Para ello incubamos la membrana 2 veces durante 10 min en el “Stripping-
Buffer”. Este contiene 0,6 g de glicina, 4 ml de HCI 1 N, 0,04 g de SDS, 40 pl de Tween-20 y
hasta 40 ml de dH>O (pH 2.5). A continuacién realizamos 5 lavados con TBS + Tween 0,05%
durante 10 min cada uno. Antes de tratar la membrana con un nuevo anticuerpo debemos
realizar el bloqueo de nuevo.

Purificacion mediante cromatografia de afinidad

Se realiz6 una cromatografia de afinidad utilizando el sistema Strep/6xHistidine. Para ello se
sigui6 el protocolo del proveedor (5SPRIME/IBA Biotagnology). El sistema Strep/6xHistidine
(de etiqueta doble) fue desarrollado para garantizar la purificacion de proteinas
recombinantes en condiciones estandarizadas. Las proteinas recombinantes llevan la etiqueta
6xHistidina en el extremo N-terminal y la Strep-tag en el extremo C-terminal. Después de la
elucion de la matriz Ni-NTA con imidazol, se carga directamente la proteina recombinante
en una matriz Strep-Tactin. Para la elucién de la proteina recombinante de la matriz Strep-
Tactin se usa destibiotina. Ademas se utilizé un método de purificacion en batch y un método
mixto batch-columna. En ambos casos utilizamos la matriz de agarosa PerfectPro Ni-NTA
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para la purificacion mediante colas de histidina y la matriz Strep-Tactin para la purificacion
mediante la Strep-tag. Los lavados y eluidos son idénticos en batch y en columna. Antes de
cualquier purificacién, las matrices deben de ser equilibradas en la solucién de lavado. El
resultado se analiza mediante una electroforesis PAGE seguida de una tincién con
Coomassie.

e Purificacion mediante His-tag: purificacion en Batch.

En el procedimiento en batch, la proteina se une a la resina en solucién en un eppendorf de
1,5 0 2 ml. Este procedimiento se utiliza cuando la cantidad de muestra de partida es baja.
Inicialmente se lava la matriz con solucién de lavado vy, tras centrifugar, se retira el
sobrenadante evitando que la matriz se seque. Se afiade el medio de cultivo procedente de
células transfectadas, al que previamente se le realiz6 una centrifugacién breve para eliminar
particulas. Se incuba la suspensiéon medio-matriz con ayuda de un Agitador Intelli-Mixer
RM-2M de SKY LINE (programa F1) a 10 rpm overnight. Tras la incubacién se centrifuga y se
retira el sobrenadante. Se afade la solucién de lavado, se mezcla con ayuda de la pipeta y se
vuelve a centrifugar. Este dltimo proceso se repite 3 veces. A continuaciéon se afiade la
solucién de elucién, se incuba durante 5 min y se vuelve a centrifugar. Este proceso se repite
4 veces. Todo este proceso debe realizarse a 4°C para evitar la degradacion de la proteina de
interés.

e Purificacion mediante His-tag: purificacién en Batch y columna.

En el procedimiento en batch se lava la matriz con solucién de lavado en un tubo Falcon. Tras
centrifugar, se retira el sobrenadante evitando que la matriz se seque; se afiade el medio de
cultivo con las proteinas (eliminando previamente particulas mediante centrifugacion) y se
incuba la suspensién medio-matriz con ayuda de un Agitador Intelli-Mixer RM-2M de SKY
LINE (programa F1) overnight a 10 rpm. Tras la incubacién, se transfiere la matriz a una
columna de 5 ml. Se afiade la solucién de lavado y la de elucién utilizando un Generador de
Gradientes Hoefer SG100 y una bomba peristéltica modelo EP-1 Econo Pump (Bio-rad) con
un flujo del 2%. Todo este proceso debe realizarse a 4°C para evitar la degradacién de la
proteina de interés.

Las relaciones entre la cantidad de muestra, matriz, soluciones de lavado y de elucién, asi
como sus concentraciones, se describen en las tablas 3 y 4.

Método Cantidad de Cantidad Cantidad | Cantidad de | Centrifugacion
muestra de matriz de lavado eluido
Batch 4 ml concentrados 100 pl 3x1200 ul | 3 x100 pl 10 segundos a
hasta 500 pl 1000 g
24 ml concentrados
hasta 1 ml 1x 200 ul
Batchy 48 ml 5 ml 40 ml 20 ml

columna

Tabla 3.- Resumen de los volimenes utilizados para la purificaciéon mediante His-tag.

14



Concentracion | Concentracion
Método de imidazol de NaCl en la Solucion de lavado Solucion de elucion
en la muestra muestra
Batch-1 | 0 mM 150 mM 50 mM de NaH,PO, 50 mM de NaH;PO,
300 mM de NaCl 300 mM de NaCl
20 mM de imidazol 250 mM de imidazol
0,05% Tween-20 0,05% Tween-20
pH 8,0 con NaOH pH 8,0 con NaOH
Batch-2 | 20 mM 500 mM 50 mM de NaH,PO, 50 mM de NaH;PO,
500 mM de NaCl 500 mM de NaCl
20 mM de imidazol 250 mM de imidazol
0,05% Tween-20 0,05% Tween-20
pH 8,0 con NaOH pH 8,0 con NaOH
Batch y | 20 mM 600 mM 50 mM de NaH;PO, 50 mM de NaH>PO,
columna 500 mM de NaCl 500 mM de NaCl
20 mM de imidazol 20-200 mM de imidazol
0,05% Tween-20 (gradiente)
pH 8,0 con NaOH 0,05% Tween-20
pH 8,0 con NaOH

Tabla 4.- Resumen de las concentraciones utilizadas para la purificacién mediante His-tag.

e Purificacion mediante Strep-tag: purificacion en Batch.

En el procedimiento en batch se us6 la misma escala y procedimiento que el descrito arriba
para la purificacion mediante His-tag. En este caso el protocolo no requiere de una
incubacion muy larga de la proteina con la matriz, ya que existe la posibilidad de que se
pierda la Strep-tag. Tras una incubacién de 8 horas se centrifuga y se retira el sobrenadante.
En este caso se realizan 5 lavados. A continuacion se afiade la solucién de elucién, se incuba
durante 5 min y se vuelve a centrifugar (5 veces). Todo este proceso debe realizarse a 4°C
para evitar la degradacién de la proteina de interés.

e Purificacion mediante Strep-tag: Purificacion en columna.

En el procedimiento en columna se transfiere directamente la matriz a una columna de 5 ml,
se lava con solucién de lavado y se aplica la solucién con la proteina. La proteina se deja
interaccionar con la resina durante 8 horas parando el flujo de la columna. Posteriormente se
afiade la solucién de lavado y la de elucion utilizando un Generador de Gradientes Hoefer
SG100 y una bomba peristaltica modelo EP-1 Econo Pump (Bio-rad) con un flujo del 2%.
Todo este proceso debe realizarse a 4°C para evitar la degradacién de la proteina de interés.

Las relaciones entre la cantidad de muestra, matriz, solucién de lavado y de elucién, asi
como sus concentraciones, se describen en las tablas 5y 6.
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Cantidad de Cantidad Cantidad | Cantidad

Meétodo muestra de matriz | delavado | de eluido Centrifugacion
Batch 4 ml 100 pl 5x300 ul 5x200 ul | 30 segundos a
concentrados 700 g

hasta 500 ul

Batchy 10 ml 5 ml 25 ml 20 ml
columna | concentrados
hasta 1 ml

Tabla 5.- Resumen de los volimenes utilizados para la purificaciéon mediante Strep-tag.

Método Solucion de lavado Solucion de elucion
Batch 100 mM de Tris-Cl pH 8,0 100 mM de Tris-Cl pH 8,0
150 mM de NaCl 150 mM de NaCl
1 mM de EDTA 1 mM de EDTA
2,5 mM de destibiotina
Batchy 100 mM de Tris-Cl pH 8,0 100 mM de Tris-Cl pH 8,0
columna | ) M de NaCl 150 mM de NaCl
1 mM de EDTA 1 mM de EDTA
2,5 mM de destibiotina

Tabla 6.- Resumen de los volimenes utilizados para la purificaciéon mediante Strep-tag.

Finalmente, la concentracién de la proteina purificada se midi6 utilizando wun
espectrofotémetro Nanodrop® ND1000 a 280 nm utilizando como blanco la solucién de
elucion. Ademas se calcul6 la concentraciéon de la proteina midiendo la absorbancia a 280 nm
mediante un espectrofotometro UV-1800 Shimazu utilizando una cubeta QS10.00 mm
(Hellma) previamente lavada con acido nitrico 2 M y dH>O.

5.- RESULTADOS

- Objetivo 1. Obtenciéon de ApoD de ratén (mApoD) y ApoD humana (hApoD) mediante un
sistema de expresion eucariota.

Inicialmente se realizaron pruebas para conseguir una mayor eficiencia en la transfecciéon de
las células adaptadas previamente a condiciones de bajo suero. Finalmente se decidié que la
relacion de 75.000 células por pocillo, 300 ng de DNA y 1 pul de Lipofectamina era la mejor.
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Figura 4.- Determinacién de la eficiencia de transfeccion en medio con bajo suero. A)
Microfotografia de fluorescencia de células transfectadas con el control GFP (se muestra
también la imagen en Nomarski del cultivo). Microfotografia de campo claro de células
transfectadas con mApoD y hApoD detectadas por inmunocitoquimica. B) Cuantificacién de
la eficiencia de la transfeccion.

A continuacién se analiz6 el curso temporal de la produccién de ApoD (mApoD y hApoD).
Para ello se analiz6 el medio de cultivo con Western blots tomando muestras en diferentes
momentos (17, 21, 24, 41, 45 y 48 h) a partir de la transfeccién. Se exploré asi un intervalo de
entre varias horas a varios dias tras la transfeccion (Figura 5).

mApoD (100 ng) mApoD (300 ng)
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Figura 5.- Estudio del curso temporal de la produccién de mApoD mediante Western Blot. Se
representan las cantidades de DNA utilizadas en las transfecciones (100 6 300 ng) y los seis
puntos temporales explorados (de 17 a 48 h). El revelado de la membrana se realiz6 con el
anticuerpo que reconoce las colas de poli-His de la proteina de interés. Este anticuerpo
reconoce inespecificamente a la albtimina presente en el suero. La flecha indica la sefial de
albamina y mApoD.

Se comprob6 que tras 48 horas de transfecciéon con un pulso de suero con un cambio de
medio a las 24 h (entre t3 y t4 en la Figura 5), se consigue la mayor produccién de mApoD en
el intervalo temporal explorado.

En el caso de hApoD, las células eran transfectadas correctamente tanto en bajo suero (Figura
4) como en condiciones estandares de 10% de FBS (Figura 6). Sin embargo, no son capaces de
secretar hApoD al medio de cultivo (Figura 7).
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Figura 6.- Determinaciéon de la eficiencia de transfeccion en medio con 10% de FBS. A)
Microfotografia de fluorescencia de células transfectadas con el control GFP (se muestra
también la imagen en Nomarski del cultivo). Microfotografia de campo claro de células
transfectadas con hApoD (300 y 500 ng de DNA) detectada por inmunocitoquimica. B)
Cuantificacion de la eficiencia de transfeccion.
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Figura 7.- Estudio del curso temporal de la producciéon de hApoD mediante Western Blot. Se
representan las cantidades de DNA utilizadas en las transfecciones, 300 o 500 ng, y los seis
puntos temporales explorados (de 17 a 48 h). El revelado de la membrana se realiz6 con el
anticuerpo que reconoce la proteina de interés (hApoD). La flecha indica la sefial de hApoD.

Los problemas de secreciéon de hApoD hicieron que nos centrdsemos por el momento en
mApoD. Dado que su produccién parece eficiente, pusimos a punto su purificacion

mediante cromatografia de afinidad por la etiqueta His-tag. Inicialmente se realiz6 una
purificaciéon a pequefa escala en bach para poder ajustar los diversos pardmetros que
afectaban a la misma.

Esta primera purificaciéon nos indic6 que el método de purificacion mediante cromatografia
de afinidad Ni-NTA era el correcto, ya que mApoD se unia a la matriz y sélo aparecia en el

eluido (Figura 8).
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Figura 8.- Purificacién de mApoD mediante cromatografia de afinidad por la etiqueta His-tag.
Se representa el analisis por Western Blot. La flecha indica la sefial de mApoD. Las calles son: 1
mApoD presente en el cultivo (control positivo); 2 M muestra inicial (medio de cultivo); 3
MpP1 sobrenadante tras exposicién a la matriz (fraccién no unida); 4 y 5 W lavados y 6 a 8 E
fracciones de elucion. El revelado de la membrana se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la
etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las condiciones de la purificacién fueron: relacién
matrizzmuestra 10 ul:500 pl, 20 mM de imidazol en los lavados, 250 mM de imidazol y 300 mM

mApoD M

de NaCl en la elucién.

MpP1 W1 W2 El1 E2 E3

. - - - mApoD

Sin embargo, cuando se analizan estas fracciones con tincién de Coomassie en el gel de
electroforesis, se observaba que se obtenian fracciones contaminadas con albtmina del

medio de cultivo (Figura 9), por lo que debiamos ajustar los parametros de la purificacion.
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Figura 9.- Purificacién de mApoD mediante cromatografia de afinidad por la etiqueta His-tag.
Se representa el andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie.
La flecha indica la sefial de mApoD. Las calles son: 1 M muestra inicial (medio de cultivo); 2
MpP1 sobrenadante tras exposicién a la matriz (fraccién no unida); 3 y 4 W lavadosy 5a 7 E
fracciones de elucion. Las condiciones de la purificacién fueron: relaciéon matrizzmuestra 10
ul:500 pl, 20 mM de imidazol en los lavados, 250 mM de imidazol y 300 mM de NaCl en la
elucion.

A lo largo del proceso se comprobé la temperatura de almacenamiento idénea de las
muestras para evitar una posible degradacion. Se decidié que la temperatura idénea era de
4°C (Figura 10). Los ciclos de congelado y descongelado podrian degradar o hacer precipitar
a la proteina.

42C -209C

250 — mApoD E1 E2 E3 Ed! E2 E3
150 —
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Figura 10.- Anélisis de la estabilidad de mApoD. Se representa el andlisis por Western blot. El
revelado de la membrana se realizé con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de la proteina
de interés (poli-His). Las calles son: 1 muestra de mApoD; 2 a 4 almacenamiento de los eluidos
a 4°C durante 7 dias y 5 a 7 almacenamiento de los eluidos a -20°C durante el mismo intervalo
de tiempo.

Uno de los ajustes que se realizaron inicialmente fue aumentar la cantidad de partida de
muestra. Para ello se parti6 de 24 ml de medio de cultivo tras 48 h de transfeccién con
mApoD, y se concentraron hasta un volumen de 1 ml (ver Materiales y métodos).

Ademads, ante la imposibilidad de detectar la proteina eluida en geles de electroforesis
tefiidos con Coomassie, se probaron otros métodos de deteccion mas sensibles como el Sypro
Ruby (Figura 11). La proteina se produce y se purifica, pero la escala usada sigue haciendo
que el método de Western blot sea el mas eficaz para detectar mApoD. Tras cada purificaciéon
se realizaba la comparacién con las muestras separadas en un gel Coomassie para que nos
permitiera observar las posibles contaminaciones de albtiimina.
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Figura 11.- Comparacién de técnicas de tincién de geles de poliacrilamida. A) Tincién azul de
Coomassie. La flecha indica la sefial de mApoD. B) SYPRO Ruby. Las calles son: 1 y 2 M
muestras iniciales (medio de cultivo); 3 Mc muestra combinada y concentrada 24 veces (en A
se cargaron 6 pl, en B 10 veces menos); 4 MpP1 sobrenadante tras exposicion a la matriz
(fraccion no unida); 5 y 6 W lavados y 7 a 10 E fracciones de elucién.

Se realizaron diversas modificaciones sucesivas para conseguir fracciones mas enriquecidas
y mas puras (Figura 12):

- Ajuste de la relacion matriz:muestra.

- Ajuste de la concentraciéon de sales (NaCl) y de la concentracién del eluyente

(imidazol).

A B M MpP2 W1 W2 E1 E2 E3 E4
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Figura 12.- Purificacién de mApoD mediante cromatografia de afinidad por la etiqueta His-
tag. A) Se representa el andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul
Coomassie. La flecha muestra mApoD y un nuevo contaminante no percibido en las
purificaciones anteriores. B) Se representa el andlisis por Western Blot. Las calles son: 1 M
Muestra inicial (medio de cultivo concentrado 24 veces); 2 MpP2 sobrenadante tras exposicién
a la matriz (fraccion no unida); 3 y 4 W lavados y 5 a 8 E fracciones de elucién. El revelado de
la membrana se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de la proteina de interés
(poli-His). Las condiciones de la purificacion fueron: muestra y lavado 20 uM de imidazol;
relaciéon matriz:zmuestra 100 ul:500 (concentrada de 24 ml); 20 mM de imidazol en los lavados;
250 mM de imidazol y 300 mM de NaCl en la elucion.

En ese momento aparecié una nueva banda contaminando los eluidos que no habiamos
detectado antes. Para comprobar que no se trataba de una degradacion de mApoD
utilizamos un anticuerpo diferente para revelar el Western Blot (Figura 13).
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Figura 13.- Western Blot del andlisis de la purificacion de mApoD mediante cromatografia de
afinidad. A) El revelado de la membrana se realizé con el anticuerpo que reconoce la etiqueta
de la proteina de interés (poli-His). B) El revelado de la membrana se realiz6 con el anticuerpo
que reconoce la proteina de interés (mApoD). Las calles son: 1 M muestra; 2 MpP2
sobrenadante tras exposicién a la matriz (fraccién no unida); 3 y 4 W lavados y 5 a 7 E
fracciones de elucién. Las condiciones de la purificacién fueron: muestra y lavado 20 uM de
imidazol; relacién matrizzmuestra 100 pl:435 pl (concentrada de 24 ml); 20 mM de imidazol en
los lavados; 250 mM de imidazol y 300 mM de NaCl en la elucién. La flecha indica la sefial de
mApoD.

Una vez descartada la posibilidad de degradacién se modificé la concentraciéon de NaCl
para aumentar la fuerza iénica del medio y evitar en lo posible interacciones inespecificas.
Ademas introdujimos imidazol (20 pM) durante la unién de la muestra a la matriz para
favorecer la especificidad de las uniones, como se indica en la tabla 4.
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Figura 14.- Purificacion de mApoD mediante cromatografia de afinidad. A) Se representa la
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. B) Se representa el Western
Blot. Las calles son: 1 M muestra; 2 MpP2 sobrenadante tras exposicién a la matriz (fraccién no
unida); 3 y 4 W lavados y 5 al 8 E fracciones de elucién. El revelado de la membrana se realiz6
con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las condiciones
de la purificacién fueron: muestra y lavado 20 pM de imidazol y 600 mM de NaCl; relacién
matrizzmuestra 100 pl:435 pl (concentrada de 24 ml); 20 mM de imidazol en el lavado; 250 mM
de imidazol y 500 mM de NaCl en el eluido. La flecha indica la sefial de albtimina y mApoD.

A pequefa escala, con estas concentraciones de imidazol y sal, conseguimos eliminar esta
nueva contaminacién, y la de albimina también ha decrecido. En ese momento decidimos
realizar una purificacion utilizando la matriz Ni-NTA mediante un protocolo basado en la
combinacién de purificaciéon en Batch y en columna, usando un gradiente de concentracion
creciente del eluyente.

Antes de realizar una purificacién a gran escala se estudié la estabilidad de la proteina a
25°C, lo que facilitaria la tarea de purificaciéon (Figura 15). Como se observa una ligera
degradacion de la proteina, se decidié seguir realizando todas las purificaciones a 4°C.

21



A)

250 — Y

150 — 49 250 49 25¢°
100 —
75 — 250 ——
————— B0 —
50 — 100 —
75 —
37 — 50 -
37 —
25 — PT J— <

20 — 20 —
15 —
15— 10 ——

Figura 15.- Analisis de la estabilidad de mApoD. A) Se representa la electroforesis en gel de
poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. B) Se representa el Western Blot. El revelado de la
membrana se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de la proteina de interés (poli-
His). Se representa una muestra purificada de mApoD tras 3 dias de almacenamiento a 4°C o
a 25°C. La flecha indica la sefial de albiimina y mApoD.

Para esta nueva fase nos inspiramos en el protocolo seguido por Bhatia y colaboradores [11].
Decidimos aumentar la escala de la muestra:matriz y realizar un gradiente creciente del

eluyente (ver Materiales y métodos). Finalmente, las condiciones que mejor purificaban la
proteina fueron:

- Relacién matrizzmuestra: 5 ml:24 ml.
- Imidazol: gradiente de 20 a 500 mM.
- NaCl: 500 mM (presente desde la fase de unién a la matriz hasta la elucién).

El analisis de las diversas fracciones mostré que la purificacion de mApoD era la correcta,

obteniéndose una liberaciéon completa de la proteina de la matriz de Niquel entre las
fracciones 3 y 6 (Figura 16).
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Figura 16.- Purificaciéon de mApoD mediante cromatografia de afinidad. A) Se representa la
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. Las flechas indican la
presencia de mApoD y albamina. B) Se representa el Western Blot. Las calles son: 1 M muestra;
2 MpP2 sobrenadante tras exposicién a la matriz (fraccién no unida); 3 W lavado y 5a 12 E
fracciones eluidas. El revelado de la membrana se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la
etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las condiciones de la purificacién fueron:
muestra y lavado 20 uM de imidazol y 600 mM de NaCl; relacién matrizzmuestra 5 ml:48 ml;
20 mM de imidazol en el lavado; 20-200 mM de imidazol en gradiente y 600 mM de NaCl en el
eluido. La flecha indica la sefial de albimina y mApoD.

En todos los casos la fraccién enriquecida en ApoD seguia apareciendo contaminada en mas
0 menos proporcién con albmina del medio de cultivo. Por eso analizamos en un gel nativo
si habia una interaccién real entre ambas proteinas.
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Mediante una electroforesis (PAGE) en condiciones nativas se analizé la posible interaccion
entre mApoD y albtimina.

A) __ ES B)f Esg
-

— -

R

Figura 17.- PAGE en condiciones nativas. A) Se representa la electroforesis en gel de
poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. B) Se representa el Western Blot de las mismas
muestras. El revelado de la membrana se realizé con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de
la proteina de interés (poli-His). Las calles son: 1 E fracciéon de elucién (mApoD purificada); 2
BSA albimina pura (Sigma). La flecha indica la sefial de albimina y mApoD.

Como se puede apreciar, no existe ninguna interaccion fisica entre dichas proteinas (no hay
cambio de movilidad electroforética en ninguna de las dos), por lo que se deberian separar
facilmente mediante una cromatografia de intercambio i6nico. Ademads se realizé una prueba
mediante una cromatografia de intercambio cationico y la purificacién no dio resultados
satisfactorios (datos no mostrados).

Sin embargo, una vez obtenido un 6éptimo de purificacién por afinidad a la etiqueta His-tag,
era necesario seguir eliminando contaminantes. Decidimos realizar una purificaciéon
mediante cromatografia de afinidad utilizando la etiqueta Strep-tag. Al realizar la
purificacién en las condiciones recomendadas por la casa comercial nos dimos cuenta de que
las condiciones no eran las adecuadas (Figura 18). Esto podria deberse a un problema con la
etiqueta o a que las bolas estuvieran estropeadas.
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Figura 18.- Purificaciéon de mApoD mediante cromatografia de afinidad por Strep-tag. A) Se
representa la electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. B) Se
representa el Western Blot. Las calles son: 1 MpP1 sobrenadante tras exposicién a la matriz
(fraccién no unida); 2 a 6 W lavado y 7 a 11 E fracciones eluidas. El revelado de la membrana
se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las
condiciones de purificacién fueron: relacién matrizzmuestra 100 pl:500 pl (a partir de 4 ml
concentrados); 1,5 ml de lavado y 1 ml de eluido. La flecha indica la sefal de albamina y
mApoD.
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Tras realizar una nueva purificaciéon a partir de los lavados de una purificacién previa,
éramos capaces de eluir, por lo que la unién a las bolas era correcta. Por ello decidimos
aumentar la cantidad de matriz y realizar un proceso de purificacién en columna.
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Figura 19.- Purificaciéon de mApoD mediante cromatografia de afinidad. A) Se representa la
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. Las calles son: 1 MpP1
sobrenadante tras exposicion a la matriz (fraccién no unida); 2 a 6 W lavado y 7 a 11 E
fracciones eluidas. B) Se representa el Western Blot. Las calles son: 1 M muestra; 2 MpP2
sobrenadante tras exposicién a la matriz (fracciéon no unida); 3 a 7 W lavado y 8 a 12 E
fracciones eluidas. El revelado de la membrana se realiz6 con el anticuerpo que reconoce la
etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las condiciones de purificaciéon fueron: relacion
matrizzmuestra 100 pl:500 pl (a partir de 4 ml concentrados); 1,5 ml de lavado y 1 ml de eluido.
La flecha indica la sefial de albtiimina y mApoD.

Una vez que mejoramos las condiciones de la purificacién, realizamos una purificacion
mediante cromatografia de afinidad por la etiqueta Strep-tag a partir de las muestras eluidas
en la cromatografia de afinidad por His-tag en columna (Figura 16, calles E3 a E6
combinadas). De esta manera obtuvimos una proteina bastante pura, de manera que
habiamos eliminado la contaminacién de albamina (Figura 20).
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Figura 20.- Purificaciéon de mApoD mediante cromatografia de afinidad. A) Se representa la
electroforesis en gel de poliacrilamida tefiido con azul Coomassie. Las calles son: 1 M muestra;
2 a4 W lavado; 5 a 11 E fracciones eluidas y 12 MpP2 sobrenadante tras exposicién a la matriz
(fraccién no unida). B) Se representa el Western Blot. Las calles son: 1 M muestra; 2 MpP2
sobrenadante tras exposicién a la matriz (fracciéon no unida); 3 a 5 W lavados y 6 a 12 E
fracciones eluidas. El revelado de la membrana se realizé con el anticuerpo que reconoce la
etiqueta de la proteina de interés (poli-His). Las condiciones de purificacién fueron: relacién
matrizzmuestra 5 ml:1 ml (concentrados de 10 ml); 1,5 ml de lavado y 1 ml de eluido. La flecha
indica la sefial de albimina y mApoD.

Llegado este punto, se estim6 la concentracién proteica de los eluidos en los que habiamos
obtenido la proteina en sus versiones mas puras (fracciéon E4 a E6 tras la purificacion por
His-tag [Figura 16] y fraccion E3 a E6 tras purificacion por Strep-tag [Figura 20]). Utilizamos

24



la absorbancia a 280 nm medida con dos espectrofotémetros con diferente escala
(Nanodrop® ND1000 y Espectrofotémetro UV-1800). En la medida con Nanodrop se obtuvo
una concentracion de 30 ng/ ul. En el espectrofotémetro UV-1800 se obtuvieron los datos que
se muestran en la Tabla 7. Aplicando la expresién matematica de la ley de Lambert-Beer:
A=C- ¢ L; donde: A = Absorbancia de la muestra; C = Concentracion del cromoéforo;
L=longitud del paso 6ptico que contiene la muestra y € = coeficiente de extincién molar. La
absorbancia es adimensional y las unidades de & son concentracion longitud-!, asumiendo
que el coeficiente de extincién molar (g) para una proteina desconocida vale 1 (ng/ml)! cm-.
De esta forma podemos estimar el rendimiento de las purificaciones y comprobar si el tltimo
paso de purificacién por Strep-tag conlleva o no una pérdida de proteina.

Volumen | Concentracién Cant1da’d
A280 (ul) (ng/ul) de proteina
~ - total (ug)
Frac.C}on ¥Z’3 aE6 trers 0,04 1.000 40 40
purificacién por His-tag
FraC.Cfon !5’2 a E4 tras 0,06 200 60 6
purificacién por Strep-tag

Tabla 7.- Medidas espectrofotométricas de las muestras purificadas mediante cromatografia
de afinidad por His-tag seguida de purificacion por Strep-tag.

Aunque hemos obtenido suficiente proteina pura para iniciar los estudios de endocitosis y
trafico subcelular, dada la escala de trabajo, el proceso tiene un bajo rendimiento (ver
discusiéon més abajo). En paralelo hemos realizado el siguiente objetivo cuyos resultados se
exponen a continuacion.

- Objetivo 2. Anélisis del trafico de la proteina ApoD a nivel subcelular ante estimulos que
ocasionan estrés oxidativo.

Dada la relacion demostrada entre lisosomas y estrés oxidativo, y entre ApoD y estrés
oxidativo, nos proponemos explicar una posible relacion entre ApoD y los lisosomas.
Inicialmente pusimos a punto las condiciones de la inmunocitoquimica (Figura 21):
concentracion de anticuerpos primario y secundario, condiciones de bloqueo, tiempos, etc.
en células HEK293T transfectadas con hApoD.

Canal verde .

Figura 21.- Inmunocitoquimica realizada en células HEK293T transfectadas con hApoD. A)
Control negativo sin anticuerpo primario pero con anticuerpo secundario. B) Valoracién de la
concentracion éptima de anticuerpo primario (1:1.000; 1:2.000 y 1:4.000). Anticuerpo primario:

B).
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policlonal de conejo anti-hApoD [OVIEDO] y anticuerpo secundario: policlonal de cabra anti-
IgG de conejo-Alexa488 (1:1.000).

A continuacion se analiz6 el patréon de expresiéon de hApoD en células 1321N1 (Figura 22)
mediante inmunocitoquimica con el anticuerpo seleccionado anteriormente (policlonal de
conejo anti-hApoD [OVIEDO] 1:4.000). Ademds, para comprobar la especificidad del
anticuerpo primario se incub6 previamente el anticuerpo con el doble de molaridad de
proteina hApoD (Figura 22C). Se comprob6é que el marcaje punteado intracelular es
especifico.

A)

Figura 22.- Inmunocitoquimica de hApoD realizada en células 1321N1. A) Control negativo
sin anticuerpo primario pero con anticuerpo secundario. B) Valoraciéon de la concentraciéon
6ptima de anticuerpo primario (1:4.000). C) Control positivo en el que se ha realizado una
incubacién previa del anticuerpo primario con hApoD (relacién molar 1:2). Nétese como
desaparece el marcaje punteado observado en B. Anticuerpo primario: policlonal de conejo
anti-hApoD [OVIEDO] y anticuerpo secundario: policlonal de cabra anti-IgG de conejo-
Alexa488 (1:1.000).

Una vez que decidimos las condiciones idéneas para detectar hApoD, pusimos a punto las
condiciones de la inmunocitoquimica (Figura 23) para la deteccion de LAMP-2:
concentraciéon de anticuerpos primario y secundario, condiciones de bloqueo, tiempos, etc.
en células HEK293T.

A) )

Figura 23.- Inmunocitoquimica de hLAMP-2 en células HEK293T. A) Control negativo sin
anticuerpo primario pero con anticuerpo secundario. B) Valoracién de la concentracién 6ptima
de anticuerpo primario. Anticuerpo primario: monoclonal H4B4 de ratén anti-hLAMP-2 (1:20)
y anticuerpo secundario: policlonal de cabra anti-IgG de ratén-Alexa594 (1:1.000).

A continuacién se puso a punto la doble inmunocitoquimica.
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Figura 24.- Doble inmunocitoquimica de hApoD y hLAMP-2 en células 1321N1. A) Control
negativo sin anticuerpos primarios pero con anticuerpos secundarios. B) Valoracién del
método optimo de doble inmunocitoquimica. Anticuerpos primarios: policlonal de conejo anti-
hApoD [OVIEDO] (1:4.000) y monoclonal H4B4 de ratén anti-hLAMP-2 (1:20); anticuerpos
secundarios: policlonal de cabra anti-IgG de conejo-Alexa488 (1:1.000) y policlonal de cabra
anti-IgG de ratén-Alexa594 (1:1.000).

Finalmente se realizaron los tratamientos de bajo suero y Paraquat (1, 2, 3, 6, 24 y 48 h) y se
realizaron las dobles inmunocitoquimicas (hApoD y hLAMP-2) con el método establecido. Se
analizaron 10 células de cada condicién mediante microscopia confocal utilizando stacks en Z
(Figuras 25y 26).

A) B)

Figura 25.- Analisis de los diversos canales de las imdgenes tomadas mediante microscopia
confocal en condiciones de bajo suero. Se muestra un stack en Z (0.772 um) de una célula
representativa de bajo suero 1 hora. A) DAPIL B) LAMP-2. C) mApoD. D) Composiciéon de los
tres canales. Anticuerpos primarios: policlonal de conejo anti-hApoD [OVIEDO] (1:4.000) y
monoclonal H4B4 de ratén anti-hLAMP-2 (1:20); anticuerpos secundarios: policlonal de cabra
anti-IgG de conejo-Alexa488 (1:1.000) y policlonal de cabra anti-IgG de ratén-Alexa594
(1:1.000).
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A)
D)

Figura 26.- Andlisis de los diversos canales de las imdgenes tomadas mediante microscopia
confocal tomadas en condiciones de Paraquat. Se muestra un stack en Z (0.772 pm) de una
célula representativa de Paraquat 1 hora. A) DAPIL. B) LAMP-2. C) mApoD. D) Composicion
de los tres canales. Anticuerpos primarios: Policlonal de conejo anti-hApoD [OVIEDO]
(1:4.000) y Monoclonal H4B4 de ratén anti-hLAMP-2 (1:20); anticuerpos secundarios:

policlonal de cabra anti-IgG de conejo-Alexa488 (1:1.000) y policlonal de cabra anti-IgG de
ratéon-Alexa594 (1:1.000).

Las imdgenes obtenidas se analizaron mediante Image ] obteniendo los porcentajes de
colocalizacién para cada célula de cada condicién (parametro t-overlap).
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Figura 27.- Porcentaje de colocalizacion de hApoD y lisosomas en células 1321N1 en
condiciones de bajo suero (BS) y Paraquat (PQ). Se representan las medias y las desviaciones
estindar del porcentaje de colocalizacién de 10 células por cada condicién en los tiempos
indicados. Las diferencias son significativas segtn el test ANOVA<0,001. El asterisco indica
los valores puntuales que son estadisticamente significativos (p<0,05) segin el método
estadistico post-hoc de Dunn.

En situaciones de bajo suero observamos un nivel basal de porcentaje de colocalizacién, con
la excepcion de las 6 horas de tratamiento en el que el nivel baja significativamente (Figura
27A).
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En situaciones de estrés oxidativo producido por Paraquat observamos un aumento muy
significativo (colocalizacién de un 30%) por encima de los niveles basales y un descenso
posterior de la colocalizacion (Figura 27B).
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Figura 28.- Porcentaje de colocalizaciéon de hApoD y lisosomas en células 1321IN1 en
condiciones de bajo suero (BS) y Paraquat (PQ). Se representan las medias y las desviaciones
estandar del porcentaje de colocalizacion de 10 células por cada condicién (1, 2, 3, 6, 24 y 48
horas). El asterisco indica que las diferencias son estadisticamente significativas segtn el t-test
(p<0,001) o el Mann-Whitney Rank Sum Test (p<0,001).

Sin embargo, al comparar las medias de ambos experimentos comprobamos que el aumento
inicial es mas patente que el posterior descenso, ya que en algunos casos este descenso no es
estadisticamente significativo.

6.- DISCUSION Y PERSPECTIVAS

ApoD es una apolipoproteina que se expresa en el sistema nervioso tanto durante su
desarrollo como durante el envejecimiento y la neurodegeneraciéon. ApoD se sobreexpresa
ante diversas formas de estrés (reduccién de suero o tratamiento con el agente pro-oxidante
como el Paraquat). Nuestros datos sugieren que, ante estas situaciones, ApoD es endocitada.
Tras su endocitosis, ApoD podria llegar hasta los compartimentos subcelulares como los
lisosomas, afectando al inicio de programas de muerte celular o supervivencia. Proteger la
membrana lisosomal seria suficiente para explicar que ApoD pueda evitar la muerte celular
en condiciones de estrés oxidativo.

Para poder estudiar el trafico subcelular de ApoD ha sido necesario obtener una proteina
que se pueda distinguir de la propia. Para ello hemos desarrollado un sistema de expresiéon
eucariota con el que obtenemos ApoD de ratén y humana fusionada con dos secuencias de
reconocimiento: poli His-tag en el N-terminal y Strep-tag en el C-terminal. Como el objetivo
es expresar y obtener la proteina en el medio extracelular, hemos adaptado las células a
condiciones de cultivo de bajo suero (1-2% de FBS) para evitar que la albimina, componente
muy abundante en el suero, interfiera demasiado con los sistemas de purificacion.

En el caso de hApoD, aunque hemos sido capaces de transfectar eficazmente células
HEK293T, no se secretaba al medio extracelular. Segin Ahnstrém J. y colaboradores [40] la
concentracion de suero es una de las caracteristicas que puede ayudar a la secreciéon de otras
proteinas de la misma familia (como ApoM). Por lo tanto, se transfectaron cultivos celulares
adaptados a 10% de suero. Sin embargo esto no mejoré la secrecién, por lo que deberiamos
estudiar la utilizaciéon de otros compuestos que mejoren la secrecién para salvar este
problema.

En el caso de mApoD hemos sido capaces de obtener la proteina pura mediante
cromatografia de afinidad, combinando una purificacién mediante His-tag en Batch y
columna y una purificacién mediante Strep-tag en columna. Tras las purificaciones mediante
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la etiqueta His-tag, la proteina aparece relativamente pura pero con algo de contaminaciéon
(sobre todo de albumina, a pesar de los esfuerzos para bajar su concentracién en el material
de partida). Tras un dltimo paso por la columna de unién a la Strep-tag, la pureza aumenta
mucho pero se pierde bastante cantidad. Durante el proceso de purificacion mediante
cromatografia de afinidad de Strep-tag, hemos perdido el 85% de la proteina que habiamos
purificado en el paso anterior mediante cromatografia de afinidad de His-tag. Dada la baja
eficiencia del proceso, proponemos la utilizaciéon de otro proceso de purificacién, por
ejemplo mediante una matriz de Strep-Tactin unida a bolas magnéticas, que parecen estar
mas optimizadas por la casa comercial y pueden evitar la pérdida de la proteina.

Actualmente no existe una fuente comercial de mApoD que nos permita realizar el estudio
de la endocitosis correctamente. Todas las investigaciones realizadas hasta el momento
consisten en la adicién de hApoD a cultivos humanos. Pero si queremos usar en un futuro
células de ratoén (para tener la opcién de usar células del ratén knock-out), la diferencia entre
especies podria provocar que los resultados no fueran completamente fiables. Nuestra fuente
de proteina pura permitirfa dar fiabilidad a estos resultados si consiguiéramos aumentar la
escala y la eficiencia de la purificacién. En todo caso, para los estudios de trafico intracelular
que se pretenden realizar, no son necesarias grandes cantidades de proteina.

En una primera fase, en este trabajo se ha estudiado la localizacién de ApoD dentro de las
células mientras que éstas la estan expresando. Mas adelante se podra estudiar el tréafico
durante su internalizacién cuando se ahada de forma exégena al cultivo.

Hemos demostrado que una fraccién importante de ApoD colocaliza con marcadores
lisosomales en células 1321IN1. Para conocer el papel de ApoD en los lisosomas,
cuantificamos la proteina que colocaliza con Lamp-2 en situaciones de deprivaciéon de suero
y tratamiento con Paraquat.

En situaciones de bajo suero observamos un nivel basal de porcentaje de colocalizacién, con
la excepcion de las 6 horas de tratamiento en el que el nivel baja significativamente. Falta
corroborar si este dato es fiable, ya que la medida de colocalizacion se ha realizado hasta
ahora con 10 células (de un pocillo por condicién) y se tienen ya preparadas otras dos
réplicas con el objetivo de aumentar el niumero a 30 células por condicién. En espera de
aumentar la fiabilidad de la medida, podemos sin embargo comentar que la méxima
producciéon de ApoD en estas mismas células se produce justamente a las 6 horas [29] y, de
corroborarse el dato, podria indicar un aspecto relevante.

En situaciones de estrés oxidativo producido por Paraquat, observamos un aumento muy
grande (colocalizacion de un 30%) por encima de los niveles basales y un descenso posterior
muy significativo de la colocalizacién. Este descenso se mantiene a lo largo del tiempo hasta
las 48 horas analizadas. Sin embargo, si comparamos el porcentaje de colocalizacién de las
células tratadas con Paraquat y sus controles a bajo suero, el aumento del porcentaje de
colocalizaciéon a 1 hora de tratamiento con Paraquat es mas evidente que el descenso
posterior.

En ambos casos podremos confirmar los resultados obtenidos cuando se haya realizado el
analisis completo de los triplicados biol6gicos realizados.

Una posible explicacion a la diferencia entre el aumento en la produccién de ApoD y la
disminucién de colocalizacion entre ApoD y los lisosomas ante un estrés oxidativo, podria
deberse a los requerimientos de ApoD fuera de las células gliales. Ante un estrés oxidativo
aumentan los requerimientos extracelulares de ApoD, por lo que encontramos menos
cantidad de proteina en los lisosomas de estas células de origen astrocitico. Cuando el estrés
es mas prolongado (6 horas) la célula debe aumentar la sintesis de proteina para compensar
el estrés.
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Otra posible explicacién podria ser que la presencia de ApoD en los lisosomas condicione su
estado de oxidacién, y con ello la eficiencia del mismo en procesos como la autofagia. De esta
manera se requerirfa una disminucion en la ApoD lisosomal para que la célula entrara en
muerte celular provocada por un estrés oxidativo. El aumento de la colocalizacién al inicio
del estimulo con Paraquat, podria indicar que la célula aumenta la ApoD lisosomal para
hacer frente al estrés oxidativo y poder sobrevivir. Nuestros datos podrian dar luz a un
mecanismo de accién nuevo para una lipoproteina como controlador de la supervivencia
celular.

Ademds de confirmar éstos resultados, nos gustaria poder estudiar todo el tréfico
intracelular de ApoD, continuando con los peroxisomas, endosomas, fagosomas, balsas
lipidicas de las membranas, etc. tanto en condiciones de deprivaciéon de suero como de estrés
oxidativo. Ademas, gracias a que hemos sido capaces de purificar mApoD en pequefias
cantidades, seremos capaces de estudiar la endocitosis en cultivos primarios; asi como la
influencia de la adicion de mApoD a cultivos primarios celulares de un ratén Knock-out.
Actualmente la fuente de hApoD comercial no es muy homogénea, debido a que se obtiene
de fluido cistico mamario. La puesta a punto de la purificacion de hApoD seria también
imprescindible para el estudio de la endocitosis de la proteina en cultivos celulares humanos.
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