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ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVDs) represent the main cause of mortality worldwide, with the
atherosclerotic disease being the most common underlying pathology. Atherosclerosis is a chronic
inflammatory vascular disease characterized by arterial wall thickening due to cholesterol
accumulation, which obstructs blood flux. A well-established association exists between low-
density lipoproteins (LDL) cholesterol levels, LDL composition and the risk of developing
atherosclerotic diseases; particularly linked to the presence of small, dense LDL. Additionally,
minor apolipoproteins present in LDL and high-density lipoproteins (HDL) have an influence on
their pro-atherogenic or anti-atherogenic properties. Among them, apolipoprotein J (apol), also
known as clusterin, an extracellular chaperone with a glycosylation domain, is known to exert a
protective role in the atherosclerotic disease progression through multiple molecular mechanisms,

such as binding to LDL and inhibition of LDL aggregation.

Based on this knowledge, our research group aimed to express and purify human recombinant apoJ
using HEK293T cells. We sought to investigate the role of the glycosylation moiety of apoJ. To
achieve this goal, we used deglycosylases to generate different glycosylation-modified isoforms of
apoJ in order to explore for the possible role in the interaction between apoJ and LDL, as well as

their capacity to prevent LDL aggregation.

Our main findings demonstrated that apoJ had the capacity to prevent LDL aggregation, and this
effect was directly proportional to the concentration of apolJ. Furthermore, glycosylation domain
played a relevant role in this function, because deglycosylated apo] partially lost its ability to
prevent LDL aggregation. Additionally, this loss of functionality depended on the glycosylation
degree. Finally, this post-translational modification was linked to the interaction between LDL and

apolJ, with deglycosylated apoJ binding more efficiently to LDL than the glycosylated form.



LLISTAT ABREVIATURES

Apo: apolipoproteina

APS: persulfat d’amoni

BCA: acid bicinconinic

CBR-250: coomassie brilliant blue R 250
c¢DNA: acid desoxiribonucleic complementari
CLU: clusterina

DNA: acid desoxiribonucleic

EDTA: acid etilendiaminotetraacétic

ELISA: Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FBS: sérum fetal bovi

HDL: lipoproteines d’alta densitat

HEK?293T: Human embryonic kidney 293 cells
HMG-CoA reductasa: B-hidroxi B-metilglutaril-coenzim A reductasa
IDL: lipoproteines de densitat intermedia

LDL: lipoproteines de baixa densitat

Lp(a): lipoproteina (a)

oxLDL: LDL oxidada

PBS: soluci¢ salina tamponada amb fosfats
PNGase F: N-Glycosidase F

P/S: Penicil-lina/Estreptomicina

psCLU: clusterina precursora secretada

sCLU: clusterina secretada

sdLDL: LDL de petita densitat

SMase: esfingomielinasa

SDS: dodecil sulfat sodic

SDS-PAGE: electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS
TBS-T: tris-buffered saline amb Tween 20
TEMED: tetrametiletilendiamina

VLDL: lipoproteines de molt baixa densitat
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1. INTRODUCCIO

1.1. Introduccio general a I’aterosclerosis

Les malalties cardiovasculars (ECV) son la causa principal de mortalitat a tot el mon, responsable
d’aproximadament 17.9 milions de morts cada any, segons dades de 1’Organitzacié6 Mundial de la
Salut. Entre aquestes malalties, la malaltia aterosclerdtica constitueix la base patologica més
comuna, essent el procés responsable de la formacié de les plaques aterosclerotiques que poden
provocar esdeveniments com 1’infart de miocardi o I’ictus isquémic (1). Esta causada per multiples
factors de risc, tant genétics com ambientals, com son la diabetes mellitus, la hipercolesterolémia,

la hipertensio arterial, el tabaquisme, 1’alimentacid i el sedentarisme (2,3).

L’aterosclerosis és considerada una patologia inflamatoria vascular cronica causada en part per les
interacciones de les lipoproteines aterogéniques amb les cél-lules de la paret vascular com son les
cel-lules endotelials, les cél-lules musculars llises, monocits/macrofags, limfocits i mastocits (4).
Aquestes lesions aterosclerotiques suposen un engruiximent de la paret arterial majoritariament per
una acumulacio de colesterol que comporta el taponament de 1’artéria, obstruint el flux sanguini
impedint aixi [’aportaci6 de nutrients i oxigen al teixit. Si aquesta obstrucci6 es dona en ’artéria

coronaria que irriga el muscle cardiac, provoca I’infart agut de miocardi.

L’aterosclerosis no es pot revertir completament una vegada ha ocorregut, pero fer canvis en 1’estil
de vida 1 tractar els nivells de colesterol pot ajudar a prevenir i reduir el procés d’acumulacio
lipidica, fent que les probabilitats de patir un accident vascular disminueixin considerablement (5).
El tractament actual més usual 1 exitos son les estatines, uns inhibidors de la sintesi de colesterol
endogen mediada per la HMG-CoA reductasa tenint efectes antiinflamatoris pleiotropics més enlla,

encara que s’estan investigant noves dianes terapeutiques antiinflamatories 1 altres hipolipemiants

(6).

1.2. Bases patofisiologiques de I’aterosclerosis

1.2.1. Mecanismes moleculars i cel-lulars

Després d’aquesta visid general de 1’aterosclerosi com a malaltia sistémica, €és important
comprendre els mecanismes cel-lulars 1 moleculars que intervenen en el desenvolupament de la

lesi6 ateromatosa.

La disfuncié endotelial s’ha identificat com [D’inici i 1’esdeveniment clau del progrés de
I’aterosclerosi, degut a una perdua de la capacitat de I’endoteli de modular el seu comportament
fisiologic L’endoteli és un organ que juga un paper important en la regulacio del liquid intracel-lular

1 de la permeabilitat cel-lular controlant el pas de substancies, modulant el to vascular 1 la



angiogenesis. Aquesta situacid provoca canvis en 1’estres de la paret 1 en I’expressio de proteines a
la superficie endotelial que intervenen en I’adhesio i I’activacio de cél-lules inflamatories, generant

dany vascular (7).

Una vegada I’endoteli es torna disfuncional, es dona un augment de la permeabilitat vascular i
s’incrementa I’entrada de lipoproteines circulants, principalment de la lipoproteina de baixa densitat
(LDL). Aix0 causa que les LDL es modifiquin i s’agreguin més facilment a 1’espai subendotelial,
un dels principals factors que promouen més disfuncid i la lesidé de les cel-lules endotelials 1
I’expressio de molécules d’adhesio leucocitaria. Aquestes molécules faciliten la unio i la migracio
de monocits a la capa subendotelial (intima arterial), on es diferencien a macrofags. Aquest fet,
provoca un augment en la captacid massiva de les LDL modificades per part dels macrofags, els

quals esdevindran cél-lules escumoses contribuint a la formacié de ’estria lipidica (8).

Amb el temps, aquestes estries poden evolucionar cap a lesions més avangades, i la formacio de la
placa ateromatosa. La progressio d’aquesta estria grassa implica el paper d’una altre tipus cel-lular,
les cel-lules musculars llises (SMC). Aquestes canvien el seu fenotip contractil a un migratori i
secretor. L’evolucio de la lesio provoca la migracié d’aquestes cel-lules a la capa intima i I’augment
de la seva produccié de matriu extracel-lular i altres proteines que promouen la remodelacio
vascular externa i la estabilitzaci6 de la lesid. La placa avangada presenta un nucli necrotic, resultat
de ’apoptosi dels macrofags i SMC, ric en lipids, junt amb una eferocitosi defectuosa. Es a dir,
existeix una acumulacio de restes cel-lulars en els teixits per un defecte en I’eliminacio de les
cel-lules mortes per parts dels macrofags i1 altres cél-lules fagocitiques. En aquest moment,
probablement es donara un afebliment de la capa fibrosa per un augment de la degradacio per
metal-loproteinases de la matriu secretades per les cel-lules inflamatories. Totes aquestes
caracteristiques poden conduir a la ruptura de la placa, a la posterior exposicid del nucli necrotic al

flux sanguini i per tant, acabar promovent la trombosis luminal aguda (9).

1.2.2. Lipoproteines plasmatiques i aterosclerosi

Apoprotein

Les lipoproteines plasmatiques son estructures

Apoprotein
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Les lipoproteines es classifiquen segons la seva mida, densitat i composicid en diversos tipus: els
quilomicrons, els quilomicrons remanents, les lipoproteines de molt baixa densitat (VLDL), les
lipoproteines de densitat intermedia (IDL), les LDL, la lipooproteina (a) (Lp(a)) i les lipoproteines
d’alta densitat (HDL).

Les LDL representen el producte final de la metabolitzaci6 de les VLDL i les IDL, quan aquestes
han estat processades per la lipoproteina lipasa i han perdut la major part dels seus triacilglicérids.
La principal funcio6 de les LDL és el transport de colesterol en circulacio des del fetge cap als teixits
periférics per a ’aportament de colesterol als teixits per la sintesi d’hormones esteroidals i la
formacié de membranes. A nivell estructural, presenten una monocapa superficial composta de
fosfolipids, colesterol lliure i una tinica molécula d’apolipoproteina (apo) B-100, que actua com a

lligand per al receptor de la LDL (11,12).

Es coneguda la relaci6é entre les concentracions de colesterol total i colesterol de LDL 1 risc
cardiovascular (13). Segons Vegunopal et al. (2023), existeix una relacid positiva entre el colesterol
LDL, la seva composicio i el risc de patir malalties cardiovasculars aterosclerotiques; concretament,
associat a la preséncia de les particules de LDL petites i denses (sdLDL) (14). Nombrosos estudis
han evidenciat que aquestes sdLDL presenten una major capacitat aterogenica, fins i tot quan el
pacient presenta nivells estandards de LDL total. Primer de tot, les sdLDL presenten una menor
afinitat pel receptor de la LDL, fet que en dificulta la recaptacié hepatica i manté les LDL en
circulacio. A més, aquestes sdLDL presenten una major susceptibilitat tant a oxidar-se com a
agregar-se per la seva composicid, pel que presenten una major afinitat pels proteoglicans que es
troben a la capa subendotelial, provocant aixi una major acumulaci6 de les particules carregades de

colesterol a la paret arterial (14,15).

Contrariament, les HDL presenten propietats antiaterogéniques mitjancant diversos mecanismes:
redueixen la inflamaci6 a través de I’eflux del colesterol, prevenen ’activacio endotelial i milloren
la produccié de NO per a mantenir la integritat de la barrera, inhibeixen la degradacié de la matriu
extracel-lular de la capa fibrosa, impulsen la conversi6 als macrofags M2 antiinflamatoris i

prevenen la oxidaci6 de les LDL (16).

Pero mes enlla de la concentracid, la composici6 i altres caracteristiques qualitatives d’aquestes
lipoproteines determinaran la seva funcionalitat i per tant el seu paper a 1’aterosclerosi (17).
Tanmateix, apolipoproteines minoritaries presents en les LDL i HDL també poden tenir un paper
molt important en la seva capacitat pro- o anti-aterogenica. Especificament, es coneix que
I’apolipoproteina J (apoJ), també intervé en la modulacio6 del risc cardiovascular a través de certs

mecanismes moleculars com veurem en el segiient apartat.



1.3. Apolipoproteina J (apoJ)
L’apolJ o clusterina (CLU), és una proteina multifuncional codificada pel gen CLU, ubicat en el
cromosoma 8p21-p12, i ampliament expressada als teixits humans. Aquesta proteina destaca per la
seva participacid en processos de transport lipidic, proteccio cel-lular i regulacioé de 1’apoptosi. A
més, €s coneguda pel seu paper de xaperona, un grup de proteines que tenen un paper clau al control
de qualitat de proteines, ja que s’uneixen a les proteines mal plegades, be per evitar la seva

desnaturalitzacio, be per facilitar-ne el seu aclariment plasmatic.

La sintesi d’aquesta proteina es dona a partir d’una forma precursora (psCLU) que es troba en el
citoplasma. Al reticle endoplasmatic experimenta N-glicosilaci6 que té lloc en sis residus
d’asparagina per a formar la preproteina en una isoforma madura, el que resulta en conjunt en un
augment de pes del 30%, passant de una massa proteica de 50 kDa a una massa final de 70-80 kDa
(18,19). La isoforma secretada (sCLU), també anomenada apol, consisteix en un complex de
glicoproteina heterodiméric compost per dues cadenes polipeptidiques connectades per enllagos
disulfur. Es troba distribuida en molts teixits, aixi com també en fluids corporals com la sang o
I’orina. Pot anar transportada unida a lipoproteines, a altres proteines com 1’albimina o en forma

liure.

Cal destacar que la glicosilacido de I’apol podria tenir una paper important, no només com a
component estructural de la glicoproteina, sind com a modulador de la seva funcionalitat i la seva

capacitat per a unir-se a les lipoproteines, tema en que es centrara el present TFM.

1.3.1. Funcions biologiques

L’apolJ és considerada una xaperona extracel-lular no classica, ja que estabilitza proteines mal
plegades o desnaturalitzades fora de la cel-lula, evitant-ne I’agregacio irreversible i afavorint la seva

eliminacio mitjancant receptors cel-lulars.

Degut a la seva estructura i composicio, I’apoJ intervé en molts processos cel-lulars. L’apoJ esta
associada a diversos processos patologics, ja que es troba alterada o induida en malalties
degeneratives renals i1 varies condicions neurodegeneratives, incloent scrapie, la malaltia
d’Alzheimer, epileépsia 1 malaltia de Pick, aixi també com en malalties cardiovasculars com

I’aterosclerosi (19).

Com a xaperona funcional que és, s’ha vist que 1’apoJ forma complexes solubilitzats amb proteines
sotmeses a estres per calor o per reduccio, inhibint la seva precipitacié (Figura 2). Per tant, s’ha
demostrat que la clusterina exogena pot protegir a certes linies cel-lulars de 1’estres oxidatiu 1 de

I’estrés térmic (18).
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Per ultim, I’apoJ es troba implicada en el transport lipidic, ja que s’associa a les HDL. Es creu que
I’apo] es transporta en sang com a dimers actius i s’uneix a algunes proteines com I’albimina o el
fibrinogen. No obstant, una part substancial de I’apoJ plasmatica viatja unida a les lipoproteines, en
una proporcio que oscil-la entre 10 i el 50 depenent dels autors (20). Principalment, s’uneix a la
HDL (20) mantenint les seves propietats antiaterogeniques, principalment estabilitzant altres
proteines de la HDL, com la apoA-I, la paraoxonasa o la PAF-AH (acetilhidrolasa del factor
plaquetaria). Més tard, mitjancant uns analisis protedmics es va revelar que I’apoJ també s uneix a

les LDL (21), evitant-ne la seva agregacio (22) i tenint un paper important en la aterogénesi.

1.4. Paper de I’apolipoproteina J en I’aterosclerosi

Com ja s’ha introduit en I’apartat anterior, I’apoJ o clusterina és una proteina multifuncional amb
un paper rellevant en 1’evolucio de ’aterosclerosi. Diversos estudis apunten que la seva accid pot
ser protectora, actuant en diferents etapes del procés aterogenic i modulant la inflamacid, ’estres

oxidatiu i ’estabilitat de la placa.

Segons uns estudis experimentals recents, la péptids mimetics derivats de la apoJ podria inhibir la
formacid de la placa ateromatosa 1 també augmentar I’estabilitat de les plaques vulnerables en
ratolins amb aterosclerosis, el qual és de gran importancia per a prevenir esdeveniments
cardiovasculars com I’infart de miocardi o I’ictus isquémic (23). A més, també es va observar que
I’apol podria inhibir 1’alliberacié de factors inflamatoris pro-aterogenics per part de les cel-lules
inflamatories vasculars, contribuint aixi a una menor activacié de la resposta immunitaria innata

dins la lesio (23).



D’altra banda, s’ha descrit que I’apolJ exerceix un paper directe sobre la dinamica de les
lipoproteines. En estudis in vitro, s’ha comprovat que 1’apoJ s’uneix a les particules de LDL i actua
com a inhibidor de la seva agregacid. Quan es va induir I’agregaci6é de la LDL per diferents
mecanismes, la preséncia d’apolJ va retardar significativament I’agregacid de les particules de la

LDL, a part d’una disminucio6 de la degradacio de I’apoB-100 (22,23).

Tots aquests resultats semblen indicar que efectivament 1’apoJ pot tenir un paper protector global
en la progressio de la malaltia aterosclerotica. Tot 1 aixo, cal seguir estudiant amb detall els
mecanismes moleculars implicats i confirmar aquestes efectes in vivo en humans, ja que la
complexitat del procés aterogénic i la variabilitat individual podria afectar als resultats en estudis
clinics. La millor comprensié d’aquests mecanismes, concretament 1’estudi del paper de la
glicosilacid de 1’apolJ, podria obrir noves perspectives per al desenvolupament de terapies dirigides
a modular I’activitat de 1’apoJ o augmentar la seva expressié com a estratégia anti-aterogénica

innovadora.



2. HIPOTESI I OBJECTIUS

Ates que I’apolipoproteina J s’ha descrit com una glicoproteina amb un paper regulador o protector
en I’evolucié de la malaltia aterosclerotica, es vol aprofundir en els mecanismes moleculars que
podrien intervenir en aquesta funcid protectora. Partim de la hipotesi de que les glicosilacions que
presenta 1’apoJ poden tenir un paper important en la seva funcionalitat. Concretament, es vol
determinar que la glicosilacié de I’apol és rellevant per a determinar la seva capacitat d unir-se a la

LDL, contribuint aixi a modular la seva capacitat d’inhibir 1’agregacié de la LDL.
En base a la hipotesi exposada, es consideren els segiients objectius:

1. Expressar i purificar apoJ humana recombinant en suficient quantitat per als experiments
posteriors. S’expressara apo] en cel-lules HEK293T i es purificara mitjangant
cromatografia liquida.

2. Deglicosilar in vitro I’apoJ recombinant amb glicosidases diferents: PNGasa F (deglicosila
tots els residus de la cadena de carbohidrats), endoglicosidasa H (deglicosila tots els residus
de la cadena de carbohidrats, excepte la primera acetilglucosamina) i neuraminidasa
(NMasa, deglicosila inicament 1’acid sialic terminal de la cadena de carbohidrats)

3. Determinar el paper de la glicosilacio de 1’apoJ sobre la capacitat d’uni¢ a la LDL i en el

manteniment de la seva capacitat de prevenir 1’agregaci6 de la LDL



3. MATERIAL I METODES
3.1. Obtencio d’apoJ

3.1.1. Cultius cel-lulars
Es van descongelar cel-lules HEK293T transfectades amb cDNA d’apoJ humana que ens van

proporcionar el grup de Malalties Neurovasculars del Institut de Recerca de Vall d’Hebron (Dra.
Mar Hernandez Guillamon). L’apoJ obtinguda esta totalment glicosilada i conté una cua de
histidines per permetre la seva purificacié (24). Es va posar el contingut del vial de les c¢l-lules
congelades en un tub falcon amb 10 mL de medi de descongelaci6 (DMEM d’alta concentracié de
glucosa, amb L-glutamina i piruvat sodic al 20% sérum bovi fetal (FBS) i al 1% de
penicil-lina/estreptomicina (P/S)), per a després centrifugar 5 minuts a 130 g. Es va aspirar el medi
1 es van resuspendre les cel-lules amb 2 mL de medi per a cultivar-les en un flasc6 T75 amb 10 mL
de medi de descongelacio. Es van afegir 60 pL de Zeocin (500 pg/mL) com a seleccionador positiu
de les cel-lules transfectades, on només aquelles que continguin el plasmidi amb el gen de I’apol,
prosperaran. Es van incubar a 37°C amb 5% COx i es va fer canvi de medi cada 2 dies. Quan les
cel-lules van estar confluents, es van tripsinitzar amb tripsina-EDTA (Sigma Aldrich, Saint Louis,
Missouri, USA) per tal de desenganxar-les i subdividir-les en 4 flascons T75 mitjangant el mateix
procediment de descongelacio. Per al manteniment de cél-lules, va ser suficient amb 1 uL. de Zeocin

per a mL de medi de cultiu al 10% de FBS.

Quan les cel-lules van estar confluents, es van passar a un HYPERFlask (Corning Incorporated,
REF 10030, Kennebunk, ME, USA) per tal de maximitzar la superficie de cultiu disponible. Aquest
tipus de recipient presenta multiples capes internes que proporcionen una area total de creixement
cel-lular de 1720 cm?, fent que la produccié d’apoJ sigui molt més eficient. Per tal de dur a terme
aquest procediment, es va preparar una ampolla de medi de 550 mL DMEM amb 10% FBS on es
van afegir les cel-lules ressuspeses. Al cap de 2 dies, es va canviar el medi de cultiu a medi 0.2%
de FBS 1 1% de P/S. Es va recollir en un eppendorf 1 mL del sobrenedant del medi de cultiu 10%
FBS per la determinacio6 posterior de 1’apoJ mitjangant ELISA.

3.1.2. Purificacio d’apoJ

Per tal de purificar ’apoJ del medi de cultiu de ’HYPERFlask, es van utilitzar columnes HiScreen
Ni FF amb un cromatograf NGC 10 Medium-Pressure Chromatography Systems (Bio Rad)). Es
tracta d’una cromatografia d’afinitat, en la qual ’apoJ quedara retinguda a la columna gracies a una
cua d’histidines de I’apoJ, que s’uneix al niquel contingut en la resina de la columna. Abans de
comengar el procés de purificacid, es va filtrar per 0.45 pm tant el tamp6 d’unié com el d’elucio,
aixi com també el sobrenedant que es volia purificar. Inicialment, es va equilibrar la columna amb

el tampo d’uni6 (0.5 M NaCl, 50 mM NaH>POs, pH 7.4). Una vegada equilibrada es va injectar a
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la columna un volum variable de medi (fins a 500 ml) a un flux de 0.5 ml/min. Posteriorment es va
eluir la mostra mitjangant un gradient progressiu de concentracio, aplicant el tampé d’elucio (0.5
M NacCl, 50 mM NaH;PO4, 0.5 M Imidazol, pH 7.4) per tal d’eluir les fraccions que continguin
I’apol. La eluci6 dels pics de proteina es va monitoritzar mesurant la absorbancia a 280 nm. Es van

assajar diferents gradients, que es mostren al apartat de Resultats.

3.1.3. Dialisi

Després de dur a terme el procés de purificacid, les fraccions que contenien apoJ, van ser reunides
1 dialitzades per tal d’eliminar 1’Imidazol i altres components del tampo d’elucid que podrien

interferir en etapes posteriors del procés experimental.

Es van col-locar totes les fraccions juntes a la membrana de dialisis, i es va posar dins al tanc de
dialisi amb 2L del tampo, en aquest cas PBS 1X (0.137 M NacCl, 0.0027 M KCl, 0.0065 M Na;HPO4
- 2H,0, 0.0015 M KH,POy), en agitacié a 4°C durant tota la nit. Es recomanable fer 2-3 canvis de

tampo cada 2 hores aproximadament.

Per a realitzar les deglicosilacions amb Neuraminidasa i Endoglicosilasa H (Sigma Aldrich), es va
realitzar una dialisi addicional en PBS 1X suplementat amb 0.058 g CaCl,, amb un pH de 5,5, ja
que el pH optim d’aquests enzims es acid. En aquest cas, degut al menor volum, es va realitzar la
dialisi, préviament a I’experiment, amb columnes de gel filtracio P2 (CentriPure Columns, Zetadex
Gel Filtration columns, EmpBIOTECH). En aquest cas, cal primer equilibrar-les passant 5 mL del
tamp6 que nosaltres necessitem per a la dialisi. Després, s’aplica la mostra i el volum de tamp6
restant fins a 350 puL, que es el volum maxim de les columnes. Després, es recull la mostra en el
volum necessari, que depen del volum inicial, per a tal de no diluir mes de dues vegades el volum

de mostra inicial.

3.1.4. Concentracié d’apoJ

Per tal de concentrar la mostra d’apol, es van utilitzar filtres de ultracentrifuga de 50 kDa (Amicon
Ultra 4), els quals primer de tot es van rentar amb aigua centrifugant-los a 1000 xg durant 15 minuts.
Seguidament, es va posar la mostra d’apolJ en el centricons i es van centrifugar en les mateixes

condicions fins arribar a obtenir el volum que es necessita per fer els experiments.

3.2. Caracteritzacio de I’apoJ

3.2.1 Quantificacié proteica

Autoanalitzador Cobas

La concentraci6 d’apoJ no es va estimar de manera directa, sind0 mesurant la concentracié de
proteina mitjangant metode comercial adaptat a I’autoanalitzador Cobas 6000/c501 (Roche

Diagnostics, Basel) utilitzant el reactiu de proteina total en orina (TPU3, Roche). L’apoB, es va
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determinar mitjancant métode immunoturbidimetric (apoB, Roche). L’albliimina es va determinar

amb el kit de albiimina en orina (ALBU2, Roche).

Assaig de BCA
Amb la finalitat de quantificar I’apoJ mitjangant un meétode alternatiu, es va dur a terme ’assaig de
BCA (Bicinchoninic Acid Assay) utilitzant el sistema Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo

Fisher Scientific), seguint les instruccions del fabricant.

ELISA

La quantificaci6 especifica de 1’apol, es va dur a terme mitjancant ELISA. En aquest cas, es va
realitzar un ELISA tipus “sandvitx” indirecte, on es posa a la placa 1’anticos de captura en el qual
s’unira ’antigen de la mostra que nosaltres afegirem. Després, es va afegir [’anticos biotinilat, el
qual reconeix especificament la nostra mostra. Tot seguit, es va afegir I’estreptavidina-HRP, unint-
se a ’anticos biotinilat (tipus indirecte). D’aquesta manera, a I’afegir la soluci6 de substrat,
reacciona amb I’enzim peroxidasa i emet llum que es pot mesurar i quantificar a I’espectrofotometre
(Beckman Coulter AD340) a 490 nm. S’ha utilitzat el sistema DuoSet® ELISA Development

System (R&D Systems), seguint les instruccions del fabricant.

3.2.2 Caracteritzacio electroforetica

Electroforesis SDS-PAGE

Es van realitzar gels d’1 mm de gruix de poliacrilamida al 10% en un sistema Mini Protean Tetra
Cell System (BioRad) (Taula 1). Es va utilitzar el tampd Tris-Glicina amb SDS 1X (Tris 24 mM,
Glicina 190 mM, SDS 0.1%, pH 8.8), en condicions desnaturalitzants per a que les proteines perdin
la seva estructura i migrin exclusivament per la seva mida. Per a preparar les mostres, es va afegir
Laemmli buffer 6X (proporcié 5:1 mostra-buffer). En el cas de condicions reductores, on es vol
que es trenquin els ponts disulfur de les proteines, es preparen 25 pL. de mostra més els 5 pL de
Laemmli buffer amb 9% B-mercaptoetanol i es va bullir la mostra 5 minuts. Es van carregar 30 pL
de mostra al gel, i 10 pL de patré de pes molecular. L’electroforesi es va fer a 30V 15 minuts 1

després a 100V dos hores.
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Taula 1. Volums corresponents de cada component per a realitzar gels en condicions desnaturalitzants d’1 mm de poliacrilamida
al 10%.

Resolving gel (gel de separacio) al 10% Stacking gel (gel d’apilament) al 4%
Reactiu Volum Reactiu Volum
Acrilamida-Bisacrilamida Acrilamida-Bisacrilamida
30% (BioRad) 2.7 mL 30% (BioRad) 0.33 mL
Tris (-(HCI1) 1.5 M pH 8.8 Tris (-HC1) 0.5 M pH 6.8
(Solucié A) Ziult (Solucié B) aulE
SDS 10% 0.08 mL SDS 10% 0.028 mL
dH-.O 3.22 mL dH-.O 1.83 mL
TEMED 99% 8 uL TEMED 99% 2.5ulL
APS 10% 50 uL APS 10% 25 uL

Tincio de Coomassie

Es van tenyir els gels mitjancant el blau de Coomassie, (40% metanol, 10% acid acetic 1 0.1%
Coomassie Brilliant Blue R-250) durant uns 30 minuts aproximadament a temperatura ambient i
agitacid. Seguidament, es van fer rentats successius per a eliminar el blau de Coomassie amb una
soluci6 destenyidora (40 % metanol, 10% acid acetic 1 1% glicerol)) fins tenir una imatge clara de

les bandes de proteina.

Tincio de glicoproteines

La tinci6 de glicoproteines es va realitzar utilitzant el kit comercial Pierce™ Glycoprotein Staining
kit (Thermo Fisher Scientific), seguint les instruccions del fabricant, amb certes modificacions. En
concret, els volums utilitzats es van reduir a la meitat, i el temps d’incubacié amb la tincié de
glicoproteines es va estendre de 15 minuts a 30 minuts, aixi com també es va estendre de 5 a 10

minuts el temps d’incubacié amb la solucié reductora.

Transferencia

Per a dur a terme la transferéncia de les proteines del gel electroforétic es va utilitzar una membrana
de nitrocel-lulosa de 0,2 um. Es va usar el tamp6 de transferéncia Tris-Glicina amb SDS 0.5%
suplementat amb metanol (Tris 24 mM, Glicina 190 mM, SDS 0.05%, 20% metanol, pH 8.8). Tot
seguit, es va preparar el casset posant la membrana en contacte amb el gel, flanquejant aquests dos
amb dos papers de filtres 1 fent un sandvitx amb una esponja a banda i banda del paper de filtre. Es

va fer la transferéncia a 30V durant 2 hores en un sistema Mini Protean Tetra Cell System (BioRad).
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Tincio de Ponceau

Es una tincié control, en la qual es va poder comprovar si les proteines del gel s’havien transferit
bé a la membrana, tenyint la membrana amb el reactiu de Ponceau fins a cobrir la membrana (5%
d’acid acetic glacial, 0.1% de tint vermell Ponceau i aigua fins a arribar 250 mL) maxim 15 minuts
per a que no es saturi. Es va treure la solucid, es va fer un rentat rapid amb aigua i després rentats

successius de 5 minuts amb TBS-T (TBS 1x al 0.1% de Tween 20) fins que ja no va quedar tincio.

Western blot

Es va realitzar el bloqueig de la membrana per a evitar unions especifiques amb EveryBlot Blocking
buffer (BioRad) durant 15 minuts. Passat aquest temps, es va realitzar incubacié amb anticos primari
policlonal de cabra anti-apoJ (dilucié 1/400, R&D) primer durant 2h a 37°C, i després incubant a
temperatura ambient durant tota la nit. L’endema, es va recuperar 1’anticos primari i es realitzen dos
rentats rapids 1 tres rentats de 10 minuts amb TBS-T. Seguidament, s’incuba amb 1’anticos secundari
anti-cabra (1/20.000) durant 45 minuts a temperatura ambient. Per Gltim, es realitzen 2 rentats rapids

1 4 rentats de 10 minuts amb TBS-T abans de obtenir la imatge amb LI-COR Odyssey M a 700 nm.

SDS-PAGE Transferéncia Western Blot
> / Paper de filtre
‘ Gel B Revellat de
Mostres + marcador pes 3 = L membrana per
molecular carregat en el * —— Membrana quimioluminiscéncia
gel d'electroforesis
s ~ Paper de filtre g
\! Membrana de nitrocel-lulosa flanquejada per
Migracié proteica basada en el paper de filtre i humitejada amb tampé de

transferéncia
- ( )
Substrat  Senyal

L 4
\/ Enzim

pes molecular o la carrega
eléctrica
Western Blot

l Bloqueig per a evitar unions
inespecifiques
= Gel amb bandes P // Anticos secundari
- proteiques separades ‘ d \\
= S més el marcador de L
- - - Incubacié amb anticossos i deteccié de .
pes molecular ta protelhg diana Antigen j \ Anticos primari

Figura 3. Explicaci6 esquematica del procés d’electroforesis, transferéncia i western blot. Creat amb BioRender.

3.3. Desglicosilacio d’apoJ
Per tal de dur a terme 1’objectiu de deglicosilar I’apoJ, es van utilitzar diferents enzims, que tallen

la cadena de carbohidrats a diferent punts, d’acord amb la figura seglient:

PNGase F
Asn

I Endo H
NMase

Figura 4. Punts on talla cada enzim experimentat en
la cadena hidrocarbonada de la glicosilaci6 de 1’apoJ.

12



3.3.1 PNGasaF

Es una glicosidasa que catalitza la escissié dels oligosacarids enllagats per nitrogen de les
asparagines, i provoca la desglicosilacido completa de la cadena hidrocarbonada. L’enzim es va
resuspendre en 2mL del tampd 20 mM Tris-HCI, 50 mM NaCl i | mM EDTA, a un pH de 7,5.
Seguidament, es va incubar la apolJ purificada i dialitzada en PBS amb diferents concentracions de
I’enzim (0.005 U/pg, 0.010 U/ug, 0.020 U/ug, 0.030 U/ug, 0.040 U/ug, 0.060 U/ug) incubant unes
20 h aproximadament a 37°C. El grau de desglicosilacio es va valorar per electroforesi en condicions
desnaturalitzants (observant la perdua de pes molecular) i tincid de glicoproteina (observant la

disminuci6 de tincid).

3.3.2 Neuraminidasa

Es una glicosidasa que degrada 1’acid sialic terminal de la cadena hidrocarbonada. En aquest cas,
la mostra es va dialitzar addicionalment amb el tampo especificat en ’apartat 3.1.3, ja que requereix
pH acid. Seguidament, es va incubar la mostra dialitzada amb diferents concentracions de 1’enzim
(0.333 mU/pg, 0.667 mU/pg, 1.333 mU/pg) durant unes 20 hores a 37°C. El grau de glicosilacio
en I’apoJ es va valorar per electroforesi en condicions no desnaturalitzants sense SDS. En aquest
cas, la pérdua de pes es molt baixa i no es pot detectar en SDS-PAGE ni tampoc per tincio de
glicoproteina. En canvi, com que el acid sialic te carrega eléctrica negativa, la seva mobilitat en
condicions no desnaturalitzants estara reduida, i tindra menys mobilitat electroforética que la apolJ

nativa.

3.3.3 Endoglicosilasa H

Es una glicosidasa amb funci6 similar a la PNGasa F, excepte que el primer residu de carbohidrat
(normalment N-acetilglucosamina) roman unit a la proteina. En aquest cas, la mostra es va dialitzar
addicionalment amb el tampo especificat en I’apartat 3.1.3. Seguidament, es va incubar la mostra
dialitzada amb una concentraci6 de 0.400 mU/ug de I’enzim durant unes 24 i 48 hores
aproximadament a 37°C. El grau de desglicosilacié es va mesurar per electroforesi en condicions

desnaturalitzants i tincié de glicoproteina.

3.4. Separacio de lipoproteines de una mescla de sérums

Es van aillar lipoproteines de una mescla de serums de voluntaris sans per poder estudiar la seva
unid a I’apol. Es va filtrar i seguidament, es va dissoldre 1’inhibidor de proteases (es posa una

pastilla cada 100 mL, Complete™ Protease Inhibitor Cocktail, Roche Diagnostics).

A continuacio, considerant que el serum té una densitat de 1.006 g/mL es va calcular, a partir del
volum inicial de sérum, la quantitat de KBr necessari per a portar la mostra a la densitat de la

lipoproteina que es vol aillar utilitzant la segiient formula:
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volum (mL)x (densitat final—densitat inicial)
1—-(0,312 x densitat final)

grams de KBr =

Primer es va separar les lipoproteines VLDL~+IDL ajustant el sérum a densitat 1.019 g/ml. Es van
afegir els grams de KBr al pool i es va barrejar suaument. Aleshores, es va repartir el volum de pool
en tubs d’ultracentrifuga de 20 mL (en cada un, maxim posar 18 mL de pool) i es va superposar una
solucio d’aquesta densitat fins a 20 mL. Per ultim, es van posar els tubs equilibrats a la
ultracentrifuga a 8°C i 36.000 rpm, minim durant 20 hores. Posteriorment, es va aillar VLDL+IDL

mitjangant aspiracio la lipoproteina del sobrenedant.

L’infranedant resultant €s va transferir a una proveta, on després e va afegir la quantitat de KBr
corresponent a la densitat de la LDL (1.063 kg/L). Es torna a repetir el mateix procediment explicat

anteriorment.

3.5. Assaig d’agregacio de la LDL

Per tal d’avaluar si I’apoJ presenta algun afecte sobre 1’agregacié de la LDL, es van dur a terme
assajos d’agregacio de la LDL, amb abséncia o preséncia d’apol, tant de la forma nativa com de les

diferents formes deglicosilades.

L’agregaci6 de la LDL va ser induida mitjangant incubaci6 amb SMasa. Per a realitzar-ho, es va
utilitzar LDL total aillada mitjangant ultracentrifugacio, tal com s’explica en 1’apartat anterior. La
LDL es va dialitzar en PBS, per a evitar la preséncia de EDTA, ja que I’enzim SMasa requereix
calci 1 magnesi per a la seva activitat enzimatica. La LDL (0.2 g apoB/L) es va incubar amb la
SMasa (0.5 U/mL) durant 2 hores a 37°C amb agitaci6 suau (ratio final 38 apoB/mU SMasa). A
aquesta barreja, es van afegir diferents concentracions d’apoJ nativa i d’apoJ amb diferents graus
de deglicosilacio, tal com s’indica en els experiments descrits en resultats, i també es va afegir Ca

y Mg. La taula segiient mostra les condicions d’un experiments tipus.

Taula 2. Condicions experimentals d’un experiment representatiu per a ’assaig d’agregacio de la LDL. La taula mostra els
volums en pL de cada component que es van afegir a la mescla.

LDL (0.4 | apoJ (0,4 PBS SMasa CaCl, MgCl,

pg/nL) g/L) 0.5U/mL) | (0.1M) | (0.5M)
Control negatiu 200 0 40 0 0 0
Control positiu 200 0 28 4 4 4
apoJ nativa amb apoJ 200 7,2 20,8 4 4 4
apodJ desglicosilacio baixa 200 7,2 20,8 4 4 4
apoJ desglicosilacio mitja 200 7,2 20,8 4 4 4
apoJ desglicosilacio alta 200 7,2 20,8 4 4 4
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El nivell d’agregaci6 de la LDL es va quantificar mitjancant cromatografia en gel filtracié en una
columna Superosa 6 Increrase 5/150 GL (Cytiva), en un sistema cromatografic NGC (BioRad). Es
van injectar 100 pL de cada una de les barreges i explicades a la Taula 2. L’eluci6 es va monitoritzar

a 280 nm i es van integrar els pics corresponents a LDL agregada i a LDL monomerica.

En paral-lel, es va valorar 1’agregaci6 de la LDL monitoritzant I’increment d’absorbancia a 450 nm

en un espectrofotometre de plaques Synergy HT (Biotek).

3.6. Assaig d’unié de ’apoJ a la LDL

Per a avaluar si el nivell de glicosilacié afecta a la capacitat de I’apoJ d’unir-se a la LDL es van
realitzar assajos d’unid. Per a aix0, la LDL es va incubar en preséncia d’apoJ amb diferents graus
de glicosilacio durant 4 hores a 37°C en agitacid molt suau. Es van assajar diferents ratios molars
de apoJ/apoB com s’indica al apartat de Resultats. Després d’aix0, es va separar la LDL de 1’apoJ
no unida mitjangant ultracentrifugacio, utilitzant una densitat de flotacio de 1.063 kg/L (veure
apartat 3.4). Es van prendre 200 pL del sobrenedant (conté la LDL i I’apoJ unida) i1 200 pL del pellet
(conté I’apoJ no unida). La preséncia d’apolJ es va estimar mitjangant western blot, i es va congelar

una aliquota per a la futura determinaci6 d’apoJ mitjancant ELISA.
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4. RESULTATS I DISCUSIO

4.1. Expressio d’apoJ en les cel-lules HEK293T

Per tal de confirmar I’expressio de 1’apo] humana recombinant en les cel-lules HEK293T
transfectades amb el gen huma que codifica per a la isoforma secretada (sCLU), es va recol-lectar
el medi de cultiu cel-lular de ’HYPERFIlask i es va determinar la preséncia especifica de 1’apo]
mitjangant western blot. A més, també es va realitzar la tinci6 de proteina mitjancant el blau de
Coomassie. Es va realitzar 1’experiment en condicions reductores i no reductores, per tal d’observar

les formes monomeériques i dimeériques de 1’apol.

Tal com es pot observar en la Figura 5, es detecta I’expressio de 1’apolJ en el medi de cultiu de les
cel-lules HEK293T, mentre que no es detecta en el medi de control DMEM al 0.1% de FBS sense
cel-lules. En el western blot condicions reductores, observem una banda prominent al voltant dels
35 kDa, corresponent al monomer de 1’apoJ després de que s’hagin trencat els ponts disulfur. En
canvi, sota condicions no reductores, apareix una banda al voltant dels 80 kDa corresponent a 1’apoJ

en la seva conformacio heterodimeérica.

A més, els resultats obtinguts en el western blot es corroboren de la mateixa manera en la tincid per
blau de Coomassie, on es torna a observar expressioé d’apoJ només en els carrils on tenim el medi

de cultiu de les cél-lules HEK293T, tant en condicions reductores com no reductores.
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Figura 5. Deteccié de I’expressié de I’apoJ humana recombinant en cél-lules HEK293T. L’expressio es detecta en
condicions reductores i condicions no reductores, tant per Western blot (esquerra) com per tincié de blau de Coomassie
(dreta). S’analitza la seva expressio respecte el medi DMEM al 0.1% de FBS sense cel-lules com a control. Els requadres
vermells indiquen les bandes corresponents a 1’apoJ heterodimérica i els requadres blau mari indiquen les bandes
corresponents a I’apoJ monomerica. Les fletxes vermelles senyalen les bandes corresponents a 1’albiimina.
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Amb aquests resultats, podem dir que I’apol s’expressa correctament, essent aquesta secretada a

I’exterior cel-lular en la seva conformacio6 nativa amb els enllagos disulfur.

4.2. Purificaci6 d’apoJ per cromatografia per afinitat
Un cop confirmada I’expressio i la secreci6é d’apol en el medi de cultiu de cel-lules HEK293T, es
va procedir a la purificacid mitjancant cromatografia liquida per tal d’obtenir la proteina en estat
funcional i altament purificada. A la Figura 6, es mostren diferents gradients de tampd Imidazol
que es van utilitzar per optimitzar la purificacié de I’apol. El tercer gradient es el més eficient i el

que vam utilitzar a la resta d’experiments.
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Figura 6. Perfil del gradient d’Imidazol (tampé d’elucié) es van utilitzat per a optimitzar la técnica de purificacid.
Els requadres vermells indiquen el segon pic corresponent al pic d’elucié de 1’apolJ potencialment purificada, donat per
I’absorbancia a 280nm.
En aquest perfil es poden distingir dos pics d’absorbancia: un primer pic més alt, que correspon a
les proteines no unides a la columna que s’elueixen en el primer augment del % de tamp¢6 d’elucio.
I després, s’observa un segon pic, ressaltat amb vermell, de menor intensitat que correspon a I’apol
potencialment purificada que estava unida al niquel de la columna gracies a la seva cua d’histidines,

1 que elueix quan s’aplica 1’altim augment del % de tamp6 d’elucio.
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Per a verificar que realment aquest pic correspon a I’apo] 1 avaluar-ne la seva puresa, es va realitzar
un SDS-PAGE amb tinci6 de blau de Coomassie per a detectar tota la proteina que hi havia en les
diferents fraccions que vam recollir corresponents al segon pic d’absorcio en condicions reductores
1 no reductores (Figura 7). S’ observa clarament la preseéncia d’una banda al voltant dels 80 kDa en
condicions no reductores, la qual coincideix amb la conformacié heterodimeérica de 1’apol, i una
banda d’uns 35 kDa en condicions reductores, corresponent al monomer de 1’apoJ. Aquestes bandes
apareixen principalment en les fraccions corresponents al segon pic d’eluci6 (fraccions 94-104) i
les quals es troben ressaltades en vermell. En canvi, en les fraccions recollides del primer pic
(fraccions 69-78) que estan ressaltades en blau mari, no s’observen bandes de massa intensitat

corresponents a la mida d’apol.
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Figura 7. Purificaci6é de ’apoJ secretada en el medi de cultiu de les cél-lules HEK293T mitjangcant cromatografia
per afinitat. (A) Cromatografia de gel filtracié de I’eluit de I’apo]. La linia blau mari indica I’absorbancia a 280 nm, la
linia blau turquesa indica 1’absorbancia a 450 nm, la vermella indica la conductivitat, la linia negre indica el % de tampo
d’elucio, la linia blau cel indica la pressio del sistema, i la linia lila representa la ratio de flux. Es mostren les diferents
fraccions recollides pel col-lector, amb un pic principal al voltant dels 60 minuts ressaltat de color blau mari i un segon pic
entre els 90-100 minuts, indicat en un requadre vermell, corresponent a 1’apoJ purificada. (B) Deteccio de I’apol] purificada
mitjancant tincié de blau de Coomassie en condicions no reductores (esquerra) i condicions reductores (dreta) tant del
primer pic ressaltades en blau mari (fraccions 69-78) com del segon pic ressaltades en un requadre vermell (fraccions 94-
104).

Amb aix0, realment confirmem el pic d’elucié de I’apo] present en el cromatograma, i que aquesta
apoJ eluida té un alt grau de puresa amb molt poques proteines contaminants rellevants, fet que

permet utilitzar-la per als experiments posteriors.
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4.3. Deglicosilacio in vitro de I’apoJ

Amb la finalitat de determinar la rellevancia de la glicosilaci6 en I’estructura i la capacitat de

prevenir I’agregacio de les LDL, es van dur a terme experiments de deglicosilacié enzimatica per

comprovar |’abséncia d’aquesta  cadena

hidrocarbonada.

Vam utilitzar 3 enzims diferents, el primer dels
quals va ser la PNGasa F (Figura 8). Aquest
enzim trenca I’enllag entre 1’asparagina i el
primer sucre, per tant, deglicosila completament
I’apoJ. Es va incubar amb concentracions
de

mencionades en ’apartat 3.3.1, i es va voler

creixents I’enzim en les condicions
observar la seva pérdua de glicosilacio realitzant
un SDS-PAGE en condicions desnaturalitzants i
WB. Com es pot observar en la Figura 84,
I’apol] nativa no tractada amb I’enzim apareix al
voltant dels 75-80 kDa en la seva conformaci6
d’heterodimer, perd quan hi ha la preséncia de
I’enzim, aquestes bandes de ’apo] apareixen
més avall al voltant del 50-60 kDa, indicant aixi
que hi ha hagut una pérdua del pes molecular de
la proteina. A més, s’observa una disminucid

progressiva del pes molecular a mesura que

augmenta la concentracio de I’enzim utilitzada.

Aquesta aparent deglicosilacio es confirma amb
la tincié de glicoproteina (Figura 8B). Aquesta
técnica ens €s util per tal de tenyir els glicans.
Com es pot observar, la banda en I’apoJ no
tractada amb enzims és molt intensa, indicant

aixi la preséncia d’una gran quantitat de

glicans. No obstant, a mesura que la
concentraci6 de la PNGasa F va augmentant,
la banda va perdent intensitat de tincio,

indicant aixi que la deglicosilacio és efectiva.
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Figura 8. Avaluacio6 de la pérdua de glicosilaci6 de I’apoJ
mitjancant PNGasa F per SDS-PAGE en condicions
desnaturalitzants. (A) Western blot de les mostres d’apoJ
nativa sense tractament enzimatic i 1’apoJ tractada amb una
concentracid creixent de I’enzim PNGasa F (0.005 U/pg,
0.010 U/pg, 0.020 U/ug, 0.030 U/ug, 0.040 U/pg i 0.060
U/ug). Es va afegir la peroxidasa com a control positiu per a
la tinci6 de glicoproteina (B), la qual es va realitzar amb les
mateixes mostres. (C) Tinci6 de blau de Coomassie de les
mateixes mostres anteriors. En els tres panells indiquen les
bandes corresponents a I’apol.

19



Per ultim, es verifiquen els resultats amb la tinci6 de Coomassie (Figura 8C), on s’observa que la

banda de 1’apoJ es manté en totes les condicions, perod el patrd6 de mobilitat en funcié del pes

molecular canvia clarament a mesura que va augmentant la concentracié de 1’enzim PNGasa F.

Com a segona glucosidasa també es va utilitzar la
neuraminidasa (Figura 9), un enzim que talla I’acid
sialic, el residu terminal de la cadena glucidica.
L’acid sialic presenta carrega negativa, pel que la
seva eliminacid genera que 1’apo] adopti una
carrega relativament positiva. Per aquesta rad, la
perdua d’aquest residu es detecta mitjangant
electroforesi en condicions no desnaturalitzants
sense SDS, en la qual les proteines corren per la
seva carrega electrica, i no pel pes molecular. Es van
incubar les mostres d’apoJ amb concentracions
creixents de I’enzim en les condicions mencionades
en I’apartat 3.3.2, i es va observar la seva perdua de
glicosilacio realitzant 1’electroforesi. Com es pot
observar en la Figura 94, I’apoJ nativa no tractada
amb I’enzim apareix al voltant dels 80 kDa en la
seva conformaci6 d’heterodimer, perd quan hi ha la
presencia de 1’enzim, aquestes bandes de 1’apol
apareixen més amunt en el carril, indicant aixi que
hi ha hagut una perdua de I’acid sialic, i que per tant,
I’apo] passa a tenir una carrega positiva pel que les
mostres migren més lentament. A més, no sembla
observar-se diferéncies significatives entre les
concentracions creixents de 1’enzim utilitzades amb

I’apol.

Quan realitzem la tincié de glicoproteina (Figura
9B), no s’observen massa diferéncies entre les
mostres tractades amb enzim 1 les no tractades, com
en el cas anterior. Sembla ser coherent, perque
I’enzim deglicosila el residu terminal de la

glicoproteina, perd la cadena hidrocarbonada es
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Figura 9. Avaluacio de la perdua de glicosilacié de
I’apoJ mitjancant Neuraminidasa (NMasa) per
electroforesi en condicions no desnaturalitzants
sense SDS. (A) Western blot de les mostres d’apoJ
nativa sense tractament enzimatic i 1’apo] tractada
amb una concentracid6 creixent de 1’enzim
Neuraminidasa (0.333 mU/pg, 0.666 mU/pg i 1.333
mU/pg). Es va afegir la peroxidasa com a control
positiu per a la tinci6 de glicoproteina (B), la qual es
va realitzar amb les mateixes mostres. (C) Tincid de
blau de Coomassie de les mateixes mostres anteriors.
En els tres panells, les bandes corresponents a 1’apol
corresponen a les que estan enquadrades en vermell.
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manté en ’apol, per tant, es manté la banda de I’apol
tenyida com a resultat de la tincio de glicoproteina. Com
en el western blot, la banda apareix més amunt respecte

I’apoJ control no tractada.

Per ultim, es verifiquen els resultats amb la tincido de
Coomassie (Figura 9C), on s’observa que la banda de
I’apoJ es manté en totes les condicions, pero el patré de
mobilitat en funcio de la carrega eléctrica varia entre la
mostra no tractada i les mostres tractades amb 1’enzim

Neuraminidasa.

Per acabar, es va estudiar I’efecte d’un tercer enzim,
’Endoglicosilasa H (Figura 10). Es un enzim molt similar
a la PNGasa F, deglicosilant la cadena d’hidrocarburs,
excepte 1’ultim acetilglucosamina, (Figura 2). Es van
incubar les mostres amb una Unica concentracio de
I’enzim en les condicions mencionades en 1’apartat 3.3.3,
1 es va voler observar la seva pérdua de glicosilacio
realitzant un SDS-PAGE en condicions desnaturalitzants.
En la Figura 10A, es pot observar com apareix una banda
al voltant dels 80 kDa, corresponent I’apoJ nativa no
tractada amb I’enzim. Quan se li aplica I’enzim, no es

detecta una banda clara de apoJ.

Aquesta potencial deglicosilaci6 es confirma amb la tincid
de glicoproteina. Com es pot observar en la Figura 10B.
la banda en 1’apolJ no tractada amb enzims és molt intensa,
indicant aixi la preséncia d’una gran quantitat de glicans
presents en la proteina. Tanmateix, la mostra incubada
amb I’enzim, presenta una intensitat molt lleugera, essent
significativament menor respecte la banda de 1’apol
nativa, el que podria indicar una menor tincio per a la

perdua de la glicosilacio.

Finalment, es verifiquen els resultats amb la tincio de
Coomassie (Figura 10C), on s’observa que la banda de

I’apoJ es manté en les dues condicions, perd el patrd de
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Figura 10. Avaluaci6 de la pérdua de
glicosilacio de I’apoJ mitjancant
Endoglicosilasa H (EndoH) per SDS-PAGE
en condicions desnaturalitzants. (A) Western
blot de les mostres d’apo] nativa sense
tractament enzimatic i ’apoJ] tractada amb
EndoH (0.400 mU/ug). Es va afegir la
peroxidasa com a control positiu per a la tincid
de glicoproteina (B), 1a qual es va realitzar amb
les mateixes mostres. (C) Tincié de blau de
Coomassie de les mateixes mostres anteriors.
Les bandes detectades d’apoJ es troben
ressaltades amb requadres vermells.



mobilitat en funcid del pes molecular varia significativament quan 1’apoJ s’ha incubat amb la
EndoH. Hi ha una banda que seria compatible amb deglicosilacio, perod també s’observa un rastre
de bandes de baix pes molecular, que indicarien degradacido de 1’apoJ durant el periode de

deglicosilacio.

Podem dir doncs, que els tres métodes enzimatics ens ha permés veure una deglicosilacio de I’apol.
Tenint en compte que la PNGasa F i la EndoH tenen efectes tan similars, pero que la ultima sembla
induir proteolisis, descartem la EndoH pels segiients experiments. Hem vist que la PNGasa F ¢és
més efectiva per a veure aquesta reduccié de pes molecular. L’altre enzim testat, la Neuraminidasa
també ens pot ser 1til si es vol veure si concretament 1’acid sialic, el residu terminal de la cadena

hidrocarbonada, té¢ algun paper en la funcionalitat i capacitat d’uni6 de I’apol a les lipoproteines.

4.4. Assajos d’agregacio de LDL

Un cop es va haver purificat I’apoJ i es van trobar les condicions adequades per a estudiar-ne la
seva capacitat funcional de les isoformes amb diferent grau de glicosilacio, es va procedir amb
I’objectiu de determinar si aquesta glicosilacid intervé en el manteniment de la seva capacitat de

prevenir I’agregacio de la LDL.

Primer de tot, es van fer assajos d’agregacio de LDL induida per la esfingomielinasa (SMasa), un
enzim que indueix 1’agregacio de les lipoproteines. En aquest cas es va utilitzar la cromatografia de
gel filtracio, on es pot quantificar el area del pic corresponent a la LDL agregada que es forma en
presencia de SMasa. La Figura 114 mostra un cromatograma representatiu de LDL nativa sense
SMasa (monomerica, un tUnic pic de LDL) i1 la LDL agregada per SMasa (dos pics, un de LDL
monomerica i un altre de LDL agregada). Es van provar diverses concentracions d’apoJ per a veure
quina era la més adequada per a continuar amb els posteriors experiments. Per a determinar si I’apoJ
podia prevenir I’agregacioé de la LDL, es va incubar la LDL amb diferents concentracions d’apoJ

en preséncia de la SMasa i es va analitzar el percentatge de la LDL agregada.

Com es pot observar en la Figura 11B, I’agregacié de la LDL quan s’indueix amb la SMasa és
maxima. Pel contrari, la LDL sola o amb apolJ sense la preséncia de la SMasa, 1’agregaci6 de la
LDL és nul-la. Pel que fa a la LDL incubada amb apol, s’observa que la preséncia de I’apoJ promou
una disminuci6 significativa de 1’agregacié de la LDL. A més, veiem que com més alta és la ratio

molar apoJ/apoB, menor ¢€s 1’agregacio de la LDL.

Aquests resultats es poden expressar també analitzant el % d’inhibicié de I’agregacié de la LDL
(Figura 11C), tenint en compte que hem considerat I’agregacio de la LDL induida per la SMasa del

100%. Podem observar que amb poca concentracid d’apol la inhibicio es troba al voltant del 30%,
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perd a partir de la ratio apoJ/apoB 0.11, la inhibicid ja és del 50%. La maxima inhibici6 es dona

amb la major concentraci6 d’apoJ, superant lleugerament el 80% d’inhibicio.

A monoémer

agregat

A1 (280 nm) (mA

LDL nativa

—

)
<
E
- 40
£
£ +
=]
& LDL agregada
b J\_/\ (+SMasa)
N S \_\
0 1 2 3 4 5 ] 7 8 9 10 1 12 13 14 15 1€
Time (min) »
B C
50+ 100
2 40 80 T _T'
=
q -
S 30 2 60 }_
o b1
s : T
& 20 2 401 -T—
=t =
o
£ 104 20 I _l_
ol 0
>

<
y pf
%

o O )

& & N \ N &
A 5\‘* 3\‘!' \¢ N X X4 N \
N 05 05 o QeB & o

Figura 11. Determinaci6 del paper de I’apoJ en I’agregacié de la LDL induida per esfingomielinasa (SMasa). (A)
Cromatograma representatiu de la LDL nativa amb un pic corresponent a la forma monomeérica i de la LDL agregada,
representada per a dos pics. Pics corresponent a la conformacié monomeérica ressaltats en requadre verd, i els pics
corresponents a la LDL agregada ressaltats en requadre groc. (B) Percentatge d’agregacié de la LDL calculat a partir de les
arees del perfil d’absorbancia mitjangant cromatografia de gel filtracio. S’inclou com a control negatiu la LDL sola, i la
LDL incubada amb SMasa com a control positiu. A més, tenim la LDL incubada amb diferents concentracions d’apolJ
(s’indica la ratio molar apoJ/apoB) en preséncia de SMasa. També es mostra LDL + apoJ sola per a descartar una possible
agregacio espontania. (C) Percentatge d’inhibicié de 1’agregacio de la LDL en funcié de la ratio molar apoJ/apoB. S’ha
considerat el 100% d’agregaci6 la condicié LDL + SMasa.

Podem dir, per tant, que I’apo] prevé ’agregacio de la LDL, i que aquesta és depenent de la
concentracio d’apol, ja que hem vist que com major és la concentracié d’apol, es dona una menor

agregacid de la LDL perque 1’apo] inhibeix aquesta agregacio. Als segiients experiments es va

utilitzar la ratio apoJ/apoB de 0.73.

Pels segiients experiments es va posar a incubar 1’apoJ amb ’enzim PNGasa F a diferents
concentracions (0.010 U/pg, 0.030 U/ug, 0.060 U/ug) per a obtenir 1’apoJ en forma altament
deglicosilada (“high”, apoJ HDegl), mitjanament deglicosilada (“medium”, apoJ MDegl) 1 poc

deglicosilada (“low” apoJ LDegl), respectivament.
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En la Figura 124, podem veure com augmenta progressivament l’absorbancia a 450 nm,
representant 1’agregacio de la LDL induida amb la SMasa, i es compara amb la preséncia de I’apoJ
nativa o 1’apoJ deglicosilada (en aquest cas HDegl). Es pot observar com la major pendent de la
cinética d’absorbancia (per tant, major agregacio de la LDL) es dona amb la LDL sola induida per
la SMasa. Quan afegim 1’apoJ nativa, veiem que I’absorbancia disminueix considerablement
respecte el control. Per tant, veiem que 1’agregacio de la LDL disminueix amb I’apoJ nativa. No
obstant, quan induim 1’agregacio6 de la LDL amb preséncia de 1’apolJ deglicosilada, veiem que I’apo]
perd parcialment la capacitat de prevenir 1’agregacio6 de la LDL, ja que la pendent de la cinética és
menor respecte el control de la LDL més la SMasa, pero no és igual d’eficient que amb preséncia

de I’apoJ nativa.

Es va voler entrar una mica més en detall i es va voler determinar si el grau de deglicosilacio
intervenia en la capacitat de 1’apoJ d’inhibir 1’agregacio6 de la LDL. La Figura 12B mostra |’efecte
de les diferents formes d’apoJ sobre la formaci6 del pic de LDL agregada. Veiem que la inhibicid
de I’agregacio6 de la LDL amb preséncia de I’apoJ nativa és al voltant del 45%. Fixant-nos ara en el
grau de deglicosilaci6 de I’apol, veiem que com més deglicosilada es troba 1’apoJ, hi ha menys %
d’inhibici6 de I’agregacido de la LDL. Per tant, com més deglicosilada es troba 1’apoJ, menys
capacitat manté per inhibir I’agregacio de la LDL. El analisi estadistic de Friedman indica que hi

ha diferéncies estadistiques entre els grups estudiats (p=0.0084).
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Figura 12. Determinacié del paper del paper de la glicosilacié ’apoJ en la seva capacitat per a prevenir ’agregacio
de la LDL induida per esfingomielinasa (SMasa). (A) Agregaci6 de la LDL mesurada a partir de ’absorbancia a 450 nm
respecte el temps de tres condicions: LDL + SMasa (blau), LDL + SMasa en preséncia d’apol nativa (morat) i LDL +
SMasa en presencia d’apo] deglicosilada (rosa). (B) Percentatge d’inhibicié de 1’agregacio de la LDL en funci6 del grau
de deglicosilaci6 de I’apoJ comparat amb 1’apol nativa (apoJ Degl = apoJ amb deglicosilacié baixa, apo] MDegl = apoJ
amb deglicosilacié mitja, apo] HDegl = apolJ deglicosilacio alta).

D’aquests resultats, podem dir que la glicosilacié de I’apoJ és necessaria per a que la proteina
mantingui la seva capacitat per a inhibir I’agregacié de la LDL, 1 que aquesta és depenent del grau

de deglicosilaci6 a la qual estigui sotmesa 1’apol.
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4.5. Assajos d’unio de I’apoJ a la LDL

Finalment, es va voler estudiar si la deglicosilacié de 1’apo] afectava a la seva uni6 a la LDL. Es va
realitzar una incubacié de la LDL amb I’apoJ en dues concentracions diferents, estudiant les ratios
molars apoJ/apoB de 0.5 i de 1. Després de separar les lipoproteines per ultracentrifugacio, es van
separar una fracci6 del sobrenedant, on s’hauria de trobar la LDL sola i/o unida a I’apoJ, 1 una
fraccié de I’infranedant, on hauriem de trobar I’apoJ no unida a la LDL. La preséncia d’apol es va

detectar tant per tincié de Coomassie com per Western blot.

Com es pot observar en la Figura 134, veiem que en el sobrenedant no sembla detectar-se apoJ
mitjangant la tincio de Coomassie. No obstant, si que es detecta preséncia d’apolJ en el pellet. La
ratio apoJ/apoB de 1 és més adequada, ja que les bandes semblen de major intensitat respecte la
ratio de 0,5. A més, la intensitat de la banda d’apolJ nativa detectada és major que la de I’apol
deglicosilada per una menor preseéncia d’aquesta en el pellet. Aixo podria ser un possible indicatiu
de que I’apolJ deglicosilada s’uneix més a la LDL que 1’apoJ nativa. Quan es contrasten els resultats
obtinguts al Coomassie mitjangant un western blot detectant especificament 1’apoJ (Figura 13B),
observem els mateixos resultats en el pellet. S’observa una major preseéncia d’apol nativa en el

pellet en la mostra de ratio apoJ/apoB de 1.

A B

Coomassie Western blot

Sobrenedant (LDL) Pellet (apol) Sobrenedant (LDL) Pellet (apol)

100 kDa

50 kDa

37 kDa

Figura 13. Determinacié del paper del paper de la glicosilacié I’apoJ en la seva capacitat per a unir-se a la LDL. (A)
Tinci6 de Coomassie del sobrenedant i del pellet aconseguits a partir de la ultracentrifugacio de lipoproteines. Es van provar
dues concentracions diferents. (B) Western blot del sobrenedant i del pellet aconseguits a partir de la ultracentrifugacié de
lipoproteines. Es van provar dues concentracions diferents (ratio molar apoJ/apoB de 1 i ratio molar apoJ/apoB de 0.5. Les
bandes corresponents a I’apoJ es troben ressaltades amb requadres vermells.
Llavors es va tornar a analitzar la uni6 de 1’apoJ deglicosilada utilitzant la ratio apoJ/apoB de 1.
Com es pot veure en la Figura 14, al gel tenyit amb Coomassie es poden veure les bandes
corresponents a 1’apoB en la fracci6 de sobrenedant. Aixi mateix, també s’observen les bandes

d’apol a I’infranedant corresponents a I’apoJ nativa, en canvi, la senyal és molt fluixa a I’apoJ
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deglicosilada. En el western blot es poden veure les bandes d’apol] als infranedants, perd també es
detecta una banda més ténue en una posicio d’elevat pes molecular, aproximadament a I’algada del
de I’apoB, suggerint que ’apoJ deglicosilada es podria unir a aquesta apoB. Aquests resultats
suggeririen que realment 1’apoJ deglicosilada s’uneix més a la LDL que I’apoJ en conformacio
nativa. Tanmateix, per a confirmar aquesta possibilitat sera necessari quantificar la concentracio

d’apolJ mitjancant ELISA de totes les fraccions recollides que es conserven congelades a -80°C

Per tant, les nostres dades indiquen que la ratio de apoJ/apoB de 1 és millor per a determinar la unid
de la LDL a I’apoJ, i suggereixen que I’apoJ deglicosilada s’uneix amb més afinitat a la LDL que

I’apoJ nativa.

Coomassie Western blot

apoJ

Figura 14. Analisi de la uni6 de ’apoJ deglicosilada a la LDL en una ratio apoJ/apoB de 1. Coomassie i Western Blot
del sobrenedant i de I’infranedant en una ratio apoJ/apoB de 1, tant de ’apoJ nativa com apoJ deglicosilada. La imatge de
la dreta representa el Western blot en augment (ressaltat en un requadre blau) on s’observen amb més claredat les bandes
corresponents a 1’apoJ, ressaltades amb requadres vermells.
En cas de confirmar-se aquests resultats, sembla paradoxal que 1’apoJ deglicosilada hagi perdut la
capacitat d’inhibir I’agregacié de la LDL perd que al mateix temps s’uneix més a 1’apoB. Seran
necessaris més estudis per a confirmar aquests aparentment paradoxals resultats i aprofundir en els
possibles mecanismes moleculars implicats. Es pot especular amb la possibilitat que 1'apol
deglicosilada, en unir-se més fortament a I'apoB, perdria la capacitat d'actuar sobre diferents

particules de la LDL, una capacitat que si mantindria I'apoJ nativa. En qualsevol cas son necessaries

més dades experimentals per a confirmar o refutar aquesta possibilitat.
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5. CONCLUSIONS

El present treball ha tingut com a objectiu principal expressar apoJ humana en c¢l-lules HEK293T
1 purificar-la, per determinar el paper de la glicosilacio de I’apoJ en la seva capacitat per a
interaccionar amb la LDL i per a prevenir-ne la seva agregacio. A partir dels resultats obtinguts,

podem extreure varies conclusions rellevants.

o S’ha aconseguit expressar i purificar apoJ humana recombinant a partir de les cél-lules
HEK293T amb un alt nivell de puresa, mantenint la seva conformacié nativa i funcional.

o Els tres métodes testats per a promoure la deglicosilacio de I’apoJ han demostrat la viabilitat
de modificar-ne la glicosilacié in vitro. Tanmateix, la Endoglicosilasa H va ser descartada per
no presentar una eficacia suficient

o La PNGasa F ens ha permes observar una perdua de pes molecular degut a la seva
deglicosilaci6, mentre que la Neuraminidasa ens ha permés veure un canvi en la carrega
eleéctrica de la proteina. D’aquesta manera, s’han obtingut diferents perfils de deglicosilacio,
utils per a analitzar el comportament de I’apoJ en diverses condicions.

o S’ha evidenciat que 1’apoJ té la capacitat de prevenir 1’agregaci6 de la LDL, i que aquesta
capacitat ¢s depenent de la seva concentracio.

o Els resultats obtinguts indiquen que la glicosilacio té un paper rellevant en aquesta funcio, ja
que I’apoJ deglicosilada perd parcialment la capacitat de prevenir I’agregacio de la LDL.
Aquesta perdua de funcié €s directament proporcional al grau de deglicosilacié que pateix la
proteina.

o S’ha observat que la glicosilacié intervé en la interaccié entre la LDL i 1’apoJ. L’apoJ
deglicosilada s’uneix amb més afinitat a la LDL que no pas I’apoJ nativa. A més, s’ha

determinat que la millor ratio per a estudiar aquesta interacci6 és la ratio molar apoJ/apoB d’1.

6. LIMITACIONS I ASPECTES PENDENTS

Tot i els resultats obtinguts, 1’estudi realitzat presenta algunes limitacions i aspectes pendents que
cal considerar en futurs treballs. D’una banda, per tal de verificar i contrastar els resultats obtinguts,
encara s’ha de quantificar la concentracid6 d’apo] per ELISA, per aixi poder confirmar les
concentracions que es van mesurar mitjancant el metode adaptat 1’autoanalitzador. Tot i que estudis
previs del mateix grup han mostrat una elevada equivaléncia entre métodes la quantificacio de
proteina i d’apol, aquesta mesura €s especialment necessaria en el cas dels experiments d’unio a la
LDL. D’altra banda, sera necessari augmentar el nombre d’experiments realitzats d’agregacio, per
a poder realitzar un analisi estadistic més complet 1 robust. Per ultim, queda pendent analitzar
I’efecte de la deglicosilacid mitjancant la Neuraminidasa, tant en la uni6 a la LDL com en la seva
capacitat per a prevenir-ne I’agregacio.
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