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La tesi doctoral que es presenta s’ha desenvolupat a la Unitat de Recerca en Lipids i
Arteriosclerosi del Departament de Medicina i Cirurgia de la Facultat de Medicina i
Ciéncies de la Salut, de la Universitat Rovira i Virgili sota la direccié del Prof. Lluis

Masana Marin, i la codireccié de la Dra. Anna Cabré Llobet.

El principal interés de la Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi ha estat I'estudi
del metabolisme lipidic, els mecanismes implicats en [l'arteriosclerosi, les seves
manifestacions cliniques i els factors de risc associats. La linia d’investigacié en qué
s’ha desenvolupat aquesta tesi deriva del coneixement i I'experiéncia del grup en els
processos d’oxidacio i inflamacié implicats en el desenvolupament de l'arteriosclerosi,
associats a una nova linia en qué s’estudien nous biomarcadors d’alteracions
metaboliques. En aquest sentit, aquesta tesi s’ha focalitzat en I'estudi de mecanismes
intracel-lulars de regulacié de la xaperona lipidica intracel-lular que s’erigeix com a
nexe dels metabolismes lipidic i glucidic, i en la resposta inflamatoria, la adipocyte fatty
acid-binding protein (A-FABP o FABP4). Aquesta proteina citoplasmatica ha despertat
un creixent interés en els darrers anys a causa de la seva identificacid a nivell
plasmatic i les associacions trobades amb malalties de component metabolica, com la
sindrome metabdlica, la diabetis tipus 2 i l'arteriosclerosi, que la fan una bona
candidata com a biomarcador plasmatic de la preséncia i I'evoluci6 d’aquestes
malalties. Encara és més interessant el seu potencial com a diana terapéutica per
prevenir o combatre el desenvolupament d’aquestes malalties. A nivell intracel-lular,
I'expressio de la FABP4 en els macrodfags en resposta a les lipoproteines modificades
oxidativament és clau en I'evolucié fenotipica dels macrofags a cél-lules escumoses,
per tant, desencadenant en la formacié de la lesié d’ateroma. En aquest treball hem
intentat implicar la FABP4 en la resposta antioxidant cel-lular, relacionant-la amb el
factor de transcripcid Nrf2. Aquest factor de transcripcié es considera clau en el

lideratge de la resposta antioxidant cel-lular front a una situacié d’estrés oxidatiu.

La tesi esta estructurada en diferents seccions. La “Introduccié” se centra basicament
en els dos actors principals de I'estudi, FABP4 i Nrf2. En relacio a la part corresponent
a la FABP4, s’ha pretés realitzar una analisi detallada del coneixement que es
posseeix actualment. A nivell molecular, es presenta el coneixement sobre I'estructura,
la regulacié de I'expressio i la funcionalitat. 1, a nivell del seu paper com a biomarcador
d’alteracions metaboliques, s’han tractat els aspectes relacionats amb l'obesitat, la
sindrome metabdlica, I'oxidacid, la inflamacio, la resisténcia a la insulina i diabetis tipus
2, la malaltia cardiovascular, i, el seu potencial com a diana terapéutica. En I'apartat

“Hipotesi i objectius” es justifica el disseny experimental plantejat. En I'apartat de
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“‘Materials i métodes”, es presenta detalladament el disseny dels experiments i les
técniques utilitzades. Com que la nostra unitat treballa segons la norma ISO, en aquest
apartat s’inclouen els Procediments Normalitzats de Treball (PNTs). A I'apartat de
“‘Resultats”, es presenten els resultats obtinguts a partir del treball experimental
realitzat. Aquests resultats son analitzats i contrastats en detall a la “Discussio”. |, les
evidencies trobades es presenten a l'apartat de “Conclusions”. Els Annexos”
inclouen els treballs realitzats en paral-lel al desenvolupament d’aquesta tesi, que
malgrat no formar part dels objectius especifics plantejats en aquesta, ens han permés

ampliar el coneixement de la FABP4 com a biomarcador metabdlic.
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1. Adipocyte fatty acid-binding protein (A-FABP o FABP4)

1.1 FABP4: definicio, estructura, localitzacié i funcidé

La adipocyte fatty acid-binding protein (A-FABP, FABP4, ALBP o aP2) és una proteina
citoplasmatica de baix pes molecular (14.7kDa) i caracter acid (pl 4.8) formada per 132
aminoacids que uneix de manera no covalent molécules hidrofobiques, principalment
acids grassos de cadena llarga, i participa en el seu transport i metabolisme
intracel-lulars. La denominacié deriva del fet que el primer lloc en qué es va descriure
va ser I'adipocit™™.

FABP4 pertany a la familia de les fatty acid-binding proteins (FABPs)* °. La familia
FABP es compon de 9 membres, especifics de teixit (Taula 1), que es caracteritzen
perqué els gens que codifiquen aquestes proteines deriven d’un mateix gen, molt

conservat al llarg de I'evolucié® °.

Taula 1. Membres de la familia FABP, localitzacions d’expressio i cromosomica

Teixit de Noms Localitzacio
referéncia  alternatius Expressio cromosomica
FABP1 fetge L-FABP fetge, intesti, pancrees, ronyo, pulmé, estomac 2p11
FABP2 intesti I-FABP intesti, estomac, fetge 4928-g31
FABP3 cor H-FABP cor, muscul esqueletic, cervell, ronyd, pulmé, 1p32-p33

estomac, testicles, aorta, glandules adrenals,
glandula mamaria, placenta, ovari, teixit adipos

marré
plasma
FABP4 adipocit A-FABP, teixit adipds, adipocits, macrofags, cel. 8921
aP2, ALBP escumoses, cel. dendritiques, cel. endotelials,

gland. mamaria, epiteli bronquial, muscul estriat,
plasma, placa ateroma

FABP5 epidermis E-FABP, pell, llengua, teixit adipods, adipocits, macrofags, 8g21.13
mal1, KLBP cel. dendritiques, gland. mamaria, cervell, intesti,
ronyo, fetge, pulmo, cor, muscul esquelétic,
testicles, cristal‘li, retina, timus,

plasma
FABP6 ili II-FABP ili, ovari, gland. adrenal, estomac 5q33.3-q34
FABP7 cervell B-FABP cervell, cél. glia, retina, gland. mamaria, plasma 6922-923
FABP8 mielina MP2 sistema nervios periféric, cél. Schwann 8g21.2-22.1

FABP9 testicle T-FABP testicles, gland. salivals i mamaries 8g21.13
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L’estructura del gen de les FABPs consta de 4 exons i 3 introns. El gen que codifica la
FABP4 humana es localitza al cromosoma 8, concretament, a la posicié 8921.3-g22.1°
i consta d’una regié promotora a 5.4kb de l'inici de la transcripcidé (GenBank accession
number J02874)"'°. La raé per la qual es justifica 'especificitat d’expressié en els
teixits implica que aquestes proteines duguin a terme funcions especialitzades al teixit
en qué s'expressen®. Totes elles uneixen acids grassos de cadena llarga amb
diferéncies en la selectivitat, I'afinitat i el mecanisme de la unié com a resultat de les
petites diferéncies estructurals existents entre les isoformes'. L’afinitat d’unié varia en

funcié de la longitud de la cadena i el grau de saturacié de 'acid gras”".

Les proteines FABPs presenten, entre elles, una identitat baixa en la sequiéncia
aminoacidica (20-70%). Malgrat aquesta aparent divergéncia, estudis de
cristal-lografia de raigs X han demostrat que aquesta familia de proteines presenta una
estructura terciaria comu formant un B-barrel, evolutivament molt conservada (Figura
1)*,

Figura 1. Estructures cristal-lines de les proteines FABPs. (a) FABP hepatica (FABP1) unida a dues
molécules d’acid oleic (PDB: 1Ifo). (b) FABP intestinal (FABP2) (PDB: 1dc9). (c) FABP de cor (FABP3)
unida a una molécula d’acid palmitic (PDB: 2hmb). (d) FABP d’adipocit (FABP4) unida a una molécula
d’acid palmitic (PDB: 1tou). (e) FABP epidermica (FABP5) unida a una molécula d’acid palmitic (PDB:
1b56). (f) FABP ileal (FABP6) unida a una molécula d’acid biliar (PDB: 101v). (g) FABP de cervell (FABP7)
unida a una molécula d’acid oleic (PDB: 1fe3). (h) FABP de mielina (FABP8) unida a una molécula d’acid
oleic (PDB: 1pmp). Imatges de raigs X obtingudes a partir de la base de dades del EBI-EMBL (European

Bioinformatics Institute - European Molecular Biology Laboratory).
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L’estructura en B-barrel es compon de 10 tires 3 antiparal-leles, lligades per ponts
d’hidrogen, que s’organitzen en dues lamines B enfrontades. Aquesta disposicié crea
una cavitat interna relativament gran, coberta per molécules d’aigua i folrada tant per
aminoacids polars com apolars, en qué les cadenes s’estenen cap a la cavitat'.
Encara que el volum de la cavitat és sensiblement més gran que el propi d’'un acid
gras, I'estequiometria d’unié és 1:1. El tipus especific de fetge constitueix I'excepcio
perqué és I'inica FABP capag d’'unir 2 molécules simultaniament'. En unir-se a la
cavitat, I'acid gras desplaca part de les molécules d’aigua que es troben a l'interior i
s’orienta de manera que el grup carboxil queda situat a l'interior de la cavitat i ocupa
una tercera part del volum total. A I'extrem N-terminal de les FABPs, es troba un motiu
helix-loop-hélix que forma una estructura similar a una tapa a I'extrem superior del
barril. S’ha suggerit que aquesta estructura, mitjangant canvis conformacionals
transitoris al voltant del lloc on es troba, permet I'entrada i la sortida a la cavitat de

I'acid gras o la molécula hidrofobica™

La funcio de la FABP4 i les altres FABPs in vivo no esta totalment caracteritzada. Com
a xaperones lipidiques, les FABPs faciliten activament el transport de lipids a
compartiments especifics de la cél-lula: a les lipid droplets per 'emmagatzematge
energétic; cap al reticle endoplasmatic per senyalitzacio, el transit i la sintesi de
membranes; a la mitocondria o els peroxisomes per a l'oxidacié; i a determinats
enzims citosolics, on modulant l'activitat en el metabolisme dels acids grassos; o,
protegeix enzims i membranes dels efectes nocius d’un excés d’acids grassos; cap el

nucli per la regulacié transcripcional dirigida per lipids; o, fins i tot, cap a I'exterior de la

cél-lula per senyalitzacié autocrina o paracrina* '*'® (Figura 2).
P Figura 2. Funcions proposades de
)@-'.1\3 acid gras les FABPs a la cél-lula. Les FABPs

transportador transporten les moléecules lipidiques a
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En relacié a la funcié de la FABP4 com a regulador transcripcional, cooperant amb
families de factors de transcripcié com la PPAR, la interaccié acids grassos lliures
(FFA) amb la molécula de FABP4 és essencial pel transport de la molécula lipidica a
nucli'’. A la molécula de FABP4 es localitza una seqiiéncia nuclear localization signal
(NLS) compresa entre els residus 22 i 32, que és necessaria per aquest procés
(Figura 3). Després de translocar-se, el complex FFA-FABP4 interacciona amb el
factor de transcripcio, concretament amb PPARYy, per activar-lo. Aquesta activacio és
dependent de lligand. La interacci6 entre les FABPs i els PPARs es dona de manera
selectiva en funcié del lligand: FABP4 activa PPARy, i FABP5, PPARB ™.

E—D

7 1617 40 46 49 55 61 66 7174 88 91 98 101 120 123 131
! IEE N § ---qlm

RYV
fosfoTyr NLS

I Helix I Tira B

Figura 3. Estructures primaria i secundaria de la proteina FABP4. La sequéncia primaria de la
proteina FABP4 humana esta formada per 132 aminoacids, que s’organitzen en 10 tires i 2 hélix en
I'estructura secundaria. La regié compresa entre les posicions 127-129 és el lloc d’interaccié amb I'acid
gras. Aquesta zona compren 3 residus aminoacidics: R, Y i V. A la regi6 compresa entre els residus 22 i
32 es localitza la nuclear localization signal (NLS), indicada per possibilitar la translocacié a nucli. A la
posicié 20, es troba un residu de tirosina susceptible de ser fosforilat per tirosina quinases. |, a la posicié
23 s’ha descrit una variant genética natural en que es produeix un canvi d’aminoacid, de glutamat a
aspartat, que s’ha relacionat amb la preséncia de cancer de mama i colo-rectal (Sjoeblom T et al. Science
2006; 314:268-74).

La FABP4 influencia la velocitat de lipdlisi en I'adipocit?® '

. La lipdlisi en l'adipocit ve
en part donada per la interaccié de la FABP4 amb la lipasa sensible a hormones
(HSL), i forma un complex 1:1. La FABP4 recull els acids grassos procedents de la
lipolisi dels triglicérids. Els animals deficients en aP2 presenten una disminucié en la
lipolisi, mentre que en els animals mutants que sobreexpressen aP2 és potenciada®
21 L’activacié de HSL per la FABP4 depén de la unié a I'acid gras; ja que en abséncia
d’acid gras no es produeix la interaccié HSL-FABP4%2*, Altres estudis han demostrat
que la intervencié de FABP4 sobre la lipolisi també es dona actuant sobre la perilipina i

la lipoproteina lipasa (LPL)?" ?°.
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Grimsrud i col-laboradors van descriure que la FABP4 també és capac d'unir
molécules lipidiques modificades com son els aldehids. Aquests autors van observar
que la FABP4 es troba carbonilada in vivo pel 4-hidroxinonenal (4-HNE), un
hidroxialquenal producte final de l'oxidacié dels acids araquidonic o linoleic. La
modificacié es déna a la posici6 Cys117. L’efecte resultant és una reduccié de 10
vegades en I'afinitat d’unié als acids grassos®. La uni6 covalent del 4-HNE conforma
una holo-estructura que imita I'estat en qué la proteina es troba unida a l'acid gras®’
(Figura 4). Com s’ha esmentat, la interacci6 FABP4-HSL és dependent de la uni6 a

acid gras®*?

, €l grau d’'impediment en la formacié del complex donat per I'aldehid es
reflexa en la lipolisi en I'adipdcit. Aquest autors suggereixen que la modificacio de la
FABP4 podria contribuir a la resisténcia a la insulina en I'obesitat per l'alteracié de

I'activitat de HSL?®.

covalent non-covalent

4-HNE 4-HNE oleic acid

Cys117

Arg108 Arg106

| Tyr128

Figura 4. Esquemes de la disposicié en la unié covalent i no covalent de 4-HNE a la FABP4 en
comparaciéo amb la unié amb un acid gras proposada per Hellberg i col-laboradors (Hellberg K i
col-laboradors. Protein Sci 2010; en premsa).

Una altra modificacié que afecta la unié de la FABP4 i 'acid gras és la fosforilacio.
Hresko i col-laboradors van demostrar que la FABP4 era fosforilada al residu Tyr19 pel
receptor tirosina-quinasa de la insulina després de I'activacio del receptor per part de
la insulina?®**°. Actualment, les bases de dades suggereixen que la modificacié es déna
al residu 20 enlloc del 19 (Figura 3). La fosforilacid es produeix quan la FABP4 es
troba unida a acid gras, ja que és facilitada pel canvi conformacional resultant de la
unié®. D’aquesta manera, la fosforilacié bloqueja la FABP4 unida a acid gras i no |i
permet deslliurar-se’'n. La fosforilacié de FABP4 per part del receptor de la insulina

podria estar produint-se en relacio a I'accié antilipolitica de la insulina.
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1.2 FABP4: expressio i regulacio

Tot i que inicialment es va descobrir en I'adipocit, també s’ha detectat I'expressio de la

3-8 i en altres localitzacions com sén les cél-lules de muscul

FABP4 en macrofags
estriat®. Les plaques d’ateroma murines i humanes també expressen nivells elevats
de FABP4*** (Taula 1). Estudis de deleci6 del gen aP2 en ratolins han determinat que
la FABP4 representa fins un 5% del contingut de proteina total en I'adipocit'” 32 3. En
aquest tipus cel-lular també s’expressa un altre membre de la familia de les FABPs, la
FABP5 (mal1 o E-FABP); perd en condicions normals, I'expressido és minoritaria. La
relacié entre FABP4 i FABP5 és molt estreta; no obstant, estudis cromosomics han
determinat que FABP4 i FABP5, juntament amb FABPS8, formen part d’'un cluster
genétic''. Els animals deficients en FABP4 (aP2”") s6n animals aparentment sans que
presenten un desenvolupament normal dels adipocits en el teixit adipés. La manca
d'un fenotip anomal s’explica perqué en condicions d’homeostasi metabolica es

produeix una expressié compensatoria per part de FABP5* 2" %8,

Xu i col-laboradors van observar que, a part de ser una proteina citoplasmatica, la
FABP4 podia ser secretada al medi pels adipocits en cultiu i podria representar >1%
del total de les proteines secretades per aquest tipus cel-lular®®. En aquest treball, es
va descriure per primer cop la preséncia de FABP4 en plasma®. El teixit adipds es
postula com la principal font de la FABP4 circulant, a causa de la forta associacio
observada entre els nivells en plasma de FABP4 i I'expressio en diferents dipdsits de
teixit adip6s®. La contribucié dels altres tipus cel-lulars que també I'expressen i el
mecanisme de secrecié estan per determinar®, encara que la secrecié per part dels
macrofags en la transformacié a cél-lula escumosa també ha estat demostrada®.
L’expressié de FABP4 és més elevada en el teixit adipés subcutani*', mentre que al
teixit adipds visceral, I'expressié majoritaria és la de FABP5*'. Aquesta expressio
diferencial es tradueix en velocitats de lipolisi diferents en estat basal*’. Els nivells
circulants de FABP4 presenten dimorfisme sexual, ja que sén més elevats en dones
que en homes. Aquesta diferéncia entre géneres podria ser conseqiiéncia de la
diferent distribucio de greix corporal existent entre els dos sexes. Les dones presenten
més volum de greix subcutani que els homes, que en posseeixen més de visceral (0
abdominal). Aquest fet reflectiria I'expressié diferencial de FABP4 existent entre els
aquestes dues localitzacions del teixit adipds. Les diferéncies regionals de I'expressio
de FABPs en el teixit adipds poden estar influenciades per la preséncia o abséncia
d’obesitat*" **. A part de I'expressio a nivell subcutani i visceral, Vural i col-laboradors

van demostrar I'expressié de FABP4 en teixit adipds epicardic**.
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L’expressié de FABP4 esta augmentada durant la diferenciacié adipocitaria*® i per
aquesta rad, s’ha utilitzat habitualment com a marcador d’aquest procés. Estudis in

47,48

vitro han permés determinar que acids grassos, PPARy* i insulina regulen

'expressio de FABP4, aixi com els agonistes PPARy i com les tiazolidinadiones
(TZDs)***'. La diferenciacié adipocitaria que indueixen les TZDs in vitro s’ha associat
amb un augment dels nivells de mRNA i proteina FABP4 intracel-lular, aixi com la

proteina secretada al medi®' (Figura 5).
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Figura. 5. Efecte d’una tiazolidinadiona (TZD) sobre I’expressié génica i proteica de FABP4 en
adipocits humans. Els nivells d’expressi6 de mRNA (A) i proteina (B) de FABP4 van augmentar per
efecte d’'una TZD (la rosiglitazona); i també el nivell de secrecié de la proteina al medi de cultiu (C). Els
nivells de mRNA de FABP4 van ser determinats per RT i PCR a temps real (A). Els nivells intracel-lulars
(B) i secretats a medi (C) de proteina FABP4 es van analitzar per ELISA. AU, unitats arbitraries. (Resultats

publicats pel nostre grup a la revista Atherosclerosis: Cabré A et al. Atherosclerosis 2007; 195: e150-8).

PPARYy regula I'expressié de FABP4 a través de llocs PPRE (peroxisome proliferator
responsive element) situats al promotor del gen de la FABP4 que s’ha demostrat que
han estat conservats evolutivament entre espécies®>*. Al promotor del gen també s’ha
caracteritzat la preséncia d’altres elements caracteristics com un lloc activator protein-
1 (AP-1)°>®8 una TATA box i un lloc CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP)>°.
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1.3 FABP4, macrofags i cél-lula escumosa

Els macrofags i els adipocits mostren una elevada similitud en termes de biologia i

funcionalitat, ja que ambdds tipus cel-lulars acumulen lipids, secreten citoquines i

expressen els mateixos gens implicats en el metabolisme lipidic i la inflamacio

32, 60, 61

L’expressié de FABP4 no es detecta en cél-lules en estat de monodcit, perd s’evidencia

després d’estimular amb phorbol myristate acetate (PMA)*, LDLox®?, agonistes

PPARY®, lipopolysacharide (LPS) o activacié del Toll-like receptor (TLR)**. En el cas

de I'activacioé per LPS, un article recent ha demostrat I'existéncia d’'un loop regulatori

de retroalimentacié positiva per part de cJun NH2-terminal kinases (JNK) i AP-1 per

potenciar la resposta inflamatoria en el macrofag®.

D’acord amb el caracter inflamatori de I'aterosclerosi, que representa una resposta

inflamatoria front a l'atac de la paret arterial, el macréfag és una cél-lula clau. Els

macrofags lideren la resposta inflamatoria contra les lipoproteines que envaeixen la

paret arterial. A més, s’encarreguen de l'aclariment de lipoproteines modificades

oxidativament i de l'eflux de colesterol en el transport revers de colesterol. S’ha

evidenciat que les lesions d’ateroma estan formades majoritariament per macrofags

que, en el procés d’aclariment de lipoproteines modificades, han captat una excessiva

quantitat de lipid i han evolucionat al fenotip de cél-lula escumosa (Figura 6). La

captacio del lipid i les lipoproteines oxidades es duu a terme a través dels receptors

scavenger que els macrofags expressen a nivell de la membrana plasmatica®®.

Figura 6. Mecanismes que contribueixen a la formacié de cél-lules escumoses.
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Les LDL s’internalitzen a la paret
arterial on s’adhereixen a la matriu,
hi queden retingudes i soén
susceptibles de ser oxidades. El
procés d’oxidaci6 és gradual: de
minimes modificacions (LDLmm), a
la completa oxidacio (LDLox). Els
macrofags internalitzen les LDLox
a través dels receptors que
expressen a nivell de la membrana
plasmatica (SR-A i CD36). La
captacié massiva de lipoproteines
modificades  promou  I'evolucié
fenotipica del macrofag a cél-lula

escumosa.
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Fu i col-laboradors van determinar que I'expressié génica i proteica de FABP4 en els
macrofags augmentava per efecte de les LDLox®%. En el moment en qué la capacitat
d’internalitzacié de LDLox en els macrofags se satura, aquests evolucionen al fenotip
de cél-lules escumoses. En aquest procés també es produeix una expressid
augmentada de FABP4%. Addicionalment, Fach i col-laboradors van utilitzar el mateix
model in vitro de formacié de cél-lules escumoses i van avaluar les proteines
secretades a medi per part dels macrofags, i que podrien desenvolupar un paper clau
en les vies implicades en l'aterosclerosi. Es va observar que, quantitativament, una de
les proteines més importants era la FABP4*. L’atorvastatina pot revertir I'efecte de les
LDLox sobre I'expressié de FABP4 en els macrofags®’. La sobreexpressié de FABP4
en macrofags indueix la transformacié a cél-lules escumoses per I'acumulacio d’ésters

|37

de colesterol’’. Mentre que la delecié de FABP4 en els macrofags augmenta I'eflux de

colesterol i evita I'evolucié fenotipica a cél-lules escumoses®.

L’estrés del reticle endoplasmatic en els macrofags induit per la lipotoxicitat és un altre
procés que contribueix a la formacio de la lesié. Erbay i col-laboradors van observar
que atenuacid de l'estrées del reticle endoplasmatic per xaperones quimiques
provocava una disminucié en I'expressié de aP2%. Suggereixen que aP2, com a
xaperona lipidica, participaria en la regulacié de ’homeostasi del reticle endoplasmatic

en els macrofags i en el paper d’aquests en I'aterosclerosi.

La generaci6 del model animal apoE” aP2” va permetre observar reduccions
drastiques en la formacié de lesié a nivell adrtic en animals sotmesos tant a dieta
normal com a una rica en greixos, en comparacié amb els animals control apoE”, que

constitueixen un model establert d’aterosclerosi®® % 70,

En ambdds casos, les
reduccions observades eren independents de canvis en els nivells lipidics i la
sensibilitat a la insulina. En considerar I'efecte provat que en abséncia d’expressio
d’'aP2, es produeix un mecanisme compensatori en qué se sobreexpressa mal1, es va

generar el model animal triple knock-out, apoE” aP2” mal1”

. En aquest model, es
reproduia una drastica reduccié en la lesié que anava acompanyada de millores en els

metabolismes lipidic i glucidic’’ (Figura 7).
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Figura 7. Imatges de I’aorta en animals apoE" (control) i triple knock-out (apoE-aP2-mal1). A la
imatge superior, es pot observar 'aorta del model animal d’aterosclerosi deficient en apoE; la coloracié
vermella evidencia la preséncia de multiples lesions aterosclerotiques. A la imatge inferior, es presenta
'aorta del model apoE/' apP2” mal1'/'; en aquest cas, s’evidencia una reduccié drastica en el nombre de
lesions (imatge adaptada de Boord JB et al. Circulation 2004; 110:1492-8).

L’estudi especific del paper de la deficiéncia en aP2 en macrofags apoE” sobre el
desenvolupament de la lesié es va realitzar a través del transplantament de medul-la

+/+

ossia de ratolins apoE” aP2” en ratolins apoE” aP2"*. La reduccié en la lesio

”_-macrofag va ser comparable a la dels ratolins apoE”

resultant en els animals aP2
aP2” %, Per tant, la deficiéncia en aP2 especifica de macrofags es postula com la
responsable primaria de la proteccié contra el desenvolupament d’aterosclerosi. Se
suggereix que els efectes locals sobre 'aP2 dels macrofags soén critics per la formacio
de la lesio, més que els potencials efectes sistémics mediats a través de I'aP2 de

I'adipocit®.

A nivell inflamatori, 'abséncia de aP2 en els macrdfags provoca un augment en
lactivitat PPARy, mentre que les vies de senyalitzacid proinflamatories estan
inhibides®®. Els macrofags aP2” han permeés determinar que aP2 actua en upstream
de la via PPARy-LXRa-ABCA1, en el control del transit de colesterol a través de la
promocio de la captacio per CD36 de lipoproteines modificades, potenciant I'eflux de
colesterol que n’evita I'acumulacié intracel-lular®®. En paral-lel, els macrofags aP2”
presenten una reduccio en la produccié d’un cluster de citoquines proinflamatories com
TNFa, IL-6, IL-1B, MCP-1%" % %8 |’activitat de la via de senyalitzacié IKK-NF-kB esta
disminuida, cosa que es tradueix en la disminucid en I'expressio dels gens regulats per
aquesta via com sén COX-2 i INOS, i en la produccié de citoquines pro-inflamatories®.

Per tant, se suprimeixen les funcions inflamatories d’aquest tipus cel-lular.
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1.4 FABP4: biomarcador d’alteracions metaboliques
1.4.1 FABP4, obesitat i sindrome metabolica

La funcié de la FABP4 circulant no esta caracteritzada, perd els estudis publicats fins
el moment actual suggereixen un estret vincle amb I'adipositat i la distribucié de greix
corporal. Des de la seva descripcié en plasma, s’ha observat que els nivells circulants
de FABP4 estan significativament més elevats en preséncia de sobrepés o obesitat

2,73 com infantil”’®.

respecte al normopés>?, tant en poblacié adulta
A nivell de teixit adipds, s’han observat evidéncies que anirien en el mateix sentit que
les observades en la FABP4 circulant en el context de I'obesitat. En individus obesos,
I'expressio geénica i proteica de FABP4 esta augmentada al teixit adipds subcutani en
comparacié amb el visceral; fet que coincideix amb una lipdlisi basal elevada en els
adipocits subcutanis®>. Mentre que I'expressié de FABP5 no varia entre els diferents
diposits. En els individus no obesos, I'expressio de FABP4 no varia entre els nivells
subcutani i visceral, perd els nivells d’expressi6 de FABP5 s6n més alts en el
visceral®.

Els nivells circulants de FABP4 s’associen de manera positiva i independent de I'edat i
el génere amb els marcadors tradicionals per la valoracié de l'adipositat: index de
massa corporal (IMC), index cintura/maluc (waist-to-hip ratio, WHR), perimetre de

I**. Aquestes associacions amb parametres

cintura i percentatge de greix corpora
d’adipositat han estat també observades en altres estudis en poblacions amb obesitat
morbida’®, sindrome metabolica (SM)** 3 77 diabetis tipus 2 (T2D)*" "®, infeccié pel
virus de la immunodeficiencia humana (VIH)79, hiperlipémia familiar combinada
(HFC)¥®, sindrome de l'ovari poliquistic (PCOS)®" ® o malaltia cardiaca®. Els nivells
circulants de FABP4 també s’han associat amb mesures directes de composiciod
corporal realitzades amb dual-energy X-ray absorptiometry (DEXA). En un estudi
realitzat en dones obeses amb PCOS, Méhlig i col-laboradors van trobar una forta
associacié positiva dels nivells circulants de FABP4 amb la massa grassa total; i,
també es van associar amb la massa magra corporal, perd en menor grau®'. El nostre
grup ha realitzat un estudi prospectiu en poblacié PCOS no obesa, en que també es va
determinar la composicié corporal per DEXA. A nivell basal, els nivells circulants de
FABP4 presentaven fortes associacions positives amb les mesures d’adipositat

(massa grassa total i massa grassa abdominal)®%.
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El component d’adipositat corporal es postula com un factor determinant en els nivells
circulants de FABP4. Per tant, les actuacions amb I'objectiu final de mobilitzar la
massa de greix podrien ser determinants de variacions dels nivells circulants de
FABP4. Diferents estudis prospectius d’intervencié en poblacions infantil i adulta amb
obesitat han valorat I'efecte del canvi en el pes corporal, com a resultat del programa
realitzat, en relacio als nivells de FABP4 circulant. Ja sigui en poblacié infantil’™ com

adulta72, 73, 84-86

, qualsevol actuacid indicada per induir canvis en el pes corporal
associats a mobilitzacions de la massa grassa produeix variacions en els nivells de
FABP4 circulant. Entre les intervencions proposades en diferents treballs es troben

73,74, 86

actuacions sobre la dieta’™ 84, I'activitat fisica 0, en el cas de I'obesitat morbida,

la cirurgia bariatrica’ .

L’obesitat abdominal és una de les alteracions metabdliques que caracteritza la SM®”
8 _Encara que inicialment va esdevenir un concepte que despertava controvérsia entre

els clinics®®’

, actualment la SM és considerada com el principal factor de risc del
desenvolupament de T2D i malaltia cardiovascular per I'Organitzaci6 Mundial de la
Salut®, la National Cholesterol Education Program-Adult Treatment Panel Ill (NCEP-

ATP 1I)* i la International Diabetes Federation®*.

La SM es defineix com un cluster d’anormalitats metaboliques. Segons els criteris de
I’ATPIII, les components de la SM son: 1) obesitat abdominal, definida com perimetre
abdominal 2102cm en homes i 288cm en dones; 2) nivells de triglicérids =2150mg/d|
(>1.7mmol/l); 3) colesterol HDL <40mg/dl (<1.03mmol/l) en homes i <50mg/dI
(<1.29mmol/l) en dones; 3) hiperglicémia, nivells de glucosa 2110 i <126mg/dl; 4)
hipertensié arterial, pressié arterial 2130/85mmHg. El criteri diagnostic de SM
consisteix a presentar 3 o més de les components anteriorment esmentades. La idea
que el teixit adipds té un paper central en el desenvolupament de la SM i la resisténcia

a la insulina s’ha anat consolidant progressivament.

Estudis transversals i longitudinals han associat els nivells de FABP4 circulant amb la
SM en diferents poblacions adultes asiatiques o caucasiques. En poblacio infantil
normopeés o obesa, els resultats publicats no han trobat que els nivells de FABP4

siguin marcador de SM’*"¢,
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Xu i col-laboradors van trobar que els nivells de FABP4 augmentaven amb el nombre
de components de la SM, tant en homes com en dones, en una poblacié d’individus no
diabétics®. En els nostres treballs realitzats en poblacié general® (Figura 8), amb
T2D*' (Figura 8) i VIH™® (Figura 9) es va observar la mateixa associacié positiva entre
els nivells de FABP4 i el numero de components de la SM. De les components de la
SM, en la poblacié T2D es va trobar associacio positiva amb I'IMC, la pressié arterial
sistolica i els nivells de triglicérids®'. Per la poblacié VIH, els nivells de FABP4 es van
associar positivament amb I'IMC, els nivells de triglicérids, les pressions arterials
sistolica i diastolica, i els nivells d’insulina; mentre, que I'associacié va ser inversa pel
colesterol HDL (col-HDL)".

(A) 80
p<0.001

60—

40
20 I I
0- 1 1 1
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Number of components of MS

FABP4 (ug/l)

Figura 8. Nivells circulants de FABP4 estratificats en funcié del nombre de components de la SM
en poblacié T2D. Les columnes blanques representen la poblacié general i les negres, els individus amb
T2D. (Resultats publicats a la revista Atherosclerosis: Cabré A et al. Atherosclerosis 2007; 195: e150-8).
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Figura 9. Distribucié de les concentracions plasmatiques de FABP4 d’acord amb el nombre de
components de la SM en poblacié VIH. Les 5 primeres columnes de I'esquerra representen tota la
poblacid; mentre que en el grup de la dreta, es va distribuir la poblacié per genere (homes, columnes
negres; dones, columnes blanques). En tots els casos, es va observar una associacié positiva amb els
nivells circulants de FABP4 i el nombre de components de la SM (’r p<0.050 en comparacié amb no trets
de SM). (Resultats publicats a la revista Atherosclerosis: Coll B et al. Atherosclerosis 2008; 199: 147-53).
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El perfil lipidic de la SM i la T2D, caracteritzat per nivells alts de triglicérids i baixos de
col-HDL, és conegut com a dislipémia aterdgena®. En poblacié T2D, es va observar
que nivells circulants elevats de FABP4 es van associar positivament amb els nivells
de ftriglicerids i particules riques en triglicérids, i inversament amb el col-HDL i
'apolipoproteina A1 (apoA1). Per tant, es van proposar com a predictors del
desenvolupament de la dislipémia aterdgena independentment de l'obesitat i la
resisténcia a la insulina® (Figura 10). Una altra poblacié que comparteix trets amb la
dislipémia aterdgena és la de la HFC, que presenta una produccié augmentada de
particules riques en triglicérids, amb nivells elevats en plasma de triglicerids i
colesterol. En la HFC, els nivells de FABP4 estan elevats en relacié als nivells de
poblacié general. En aquesta poblacio, I'associacié de la FABP4 amb els nivells de
triglicérids i particules riques en triglicérids (com les VLDL) determinades per
ressonancia magneética nuclear només es va observar en el grup que presentava
obesitat. D’aquesta manera se suggereix que la preséncia d’obesitat en la HFC
manifesta associacions de FABP4 amb la hipertrigliceridémia addicionals als

mecanismes patologics de la malaltia®.

Atherogenic dyslipidemia

Age (years) ;
Diabetes duration (years) -
Diabetes control (yes vs. no) +
Obesity (yes va. no) ———{———h———
Insulin {high vs. low) —-—
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Adiponectin (high vs. low) . i
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Figura 10. Forest plot per la dislipémia aterogena en individus amb diabetis tipus 2. Nivells elevats
de FABP4 van ser predictors de la dislipemia aterdgena independentment de 'edat, la durada i el control
de la diabetis, I'obesitat i la insulina. Les linies horitzontals representen les odds ratio i l'interval de
confianga del 95% obtinguts per un model de regressi6 logistica binaria (*p<0.050). (Resultats publicats a
la revista Journal of Lipid Research: Cabré A et al. J Lipid Res 2008; 49: 1746-51).
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S’han proposat més evidéncies entre els nivells circulants de FABP4 i el metabolisme
lipidic. En relacié als nivells de colesterol total, es va trobar una associacié positiva
amb els nivells de FABP4 en poblacié T2D°'. Les disminucions en els nivells de
FABP4 circulant eren predictors independents de canvis en els nivells de colesterol
durant la realimentacid en dones amb anoréxia nerviosa®. |, més recentment, s’ha
demostrat que el colesterol total i el guany de pes eren predictors independents de les
variacions de FABP4 en nens prematurs®. D’altra banda, Xu i col-laboradors van
trobar que els nivells de FABP4 es van associar positivament amb el colesterol LDL
(col-LDL) en individus no obesos®. Recentment, hem determinat que les disminucions
de FABP4 associades a un augment en [lactivitat fisica es relacionaven amb
disminucions en els nivells de col-LDL i apolipoproteina B (apoB)®. I, finalment, s’ha
determinat que la lipémia post-prandrial no té efectes aguts sobre les concentracions

plasmatiques de FABP4%°.

El valor predictiu dels nivells basals de FABP4 sobre el desenvolupament de la SM va
ser avaluat en un estudi longitudinal a 5 anys en poblacié no diabética i sense
tractament farmacoldgic hipolipemiant, realitzat per Xu i col-laboradors®. Els nivells
basals de FABP4 circulant ajustats per edat i sexe s’associaven amb un perfil
cardiometabdlic alterat als 5 anys: IMC i perimetre de cintura elevats, pressions
sistolica i diastolica altes, nivells alts de triglicérids, glucosa, colesterol total i col-LDL, i
'index homeostasis model assessment of insulin resistance (HOMA-IR); i, col-HDL
baix. Les concentracions basals de FABP4 van ser significativament més altes en els
individus que van presentar progressido de SM als 5 anys. Les evidéncies cliniques
trobades van permetre a aquests autors determinar que els nivells circulants de
FABP4 eren predictors independents del desenvolupament de SM independentment

de l'adipositat i la resisténcia a la insulina®.

El nostre estudi d’individus amb obesitat abdominal i risc cardiovascular moderat-alt va
mostrar que la progressié de la SM s’associava amb un augment significatiu en els
nivells de FABP4. Aquest augment es va associar amb I'aparicié d’hipertrigliceridémia i
nivells baixos de col-HDL. En canvi, la disminucié dels nivells de FABP4 es va
relacionar amb la desaparicid d’obesitat abdominal i augments en els nivells de col-
HDL. La disminucié en els nivells de FABP4 circulant va constituir I'nic predictor
independent de la regressioé de la SM i va suggerir un possible paper causal entre el

descens de FABP4 i la desaparicio de la SM'®.
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La relacio entre I'expressio a nivell de teixit adipds i els nivells circulants de FABP4 ha
estat determinada en models animals®®, perd no ha estat relacionada amb la preséncia
de SM. En aquest aspecte, només s’ha trobat un treball en qué es relaciona I'expressid
de FABP4 en teixit adipds epicardic en abséncia o preséncia de SM. En aquest estudi,
es va observar que I'expressio en aquest teixit era significativament més elevada en la
SM vers els no SM, amb la indicacio que I'expressio de FABP4 en aquest diposit seria

un factor important en individus amb el cluster d’alteracions metaboliques*.

L’esteatosi hepatica no alcoholica (nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD)) s’ha
proposat com una manifestacié de la SM a nivell hepatic. En aquest sentit, s’ha
observat que el fet de presentar nivells elevats de FABP4 contribueix al
desenvolupament de SM en NAFLD'"'. Koh i col-laboradors van descriure una
associacié independent de les concentracions de FABP4 amb la preséncia de NAFLD
en pacients amb T2D'%. En poblacié aparentment sana, un estudi recentment publicat
presenta una associacié independent dels nivells circulants de FABP4 i la NAFLD'®.
En aquest mateix estudi, els nivells da FABP4 circulant també es van correlacionar
amb la SM'®,
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1.4.2 FABP4, oxidacio, dany tissular i resposta inflamatoria

L’endoteli vascular controla la vasodilatacié, la proliferacié de les cél-lules musculars
llises i la inhibicid de les respostes inflamatories. Quan es trenca 'lhomedstasi a nivell
vascular, es produeix la disfuncid endotelial que és un esdeveniment clau en el
desenvolupament de l'aterosclerosi®® '*'%. Aquest fenomen es déna amb molta
anterioritat a I'aparici6 de manifestacions cliniques de la malaltia. La disfuncié
endotelial s’associa amb una condicié protrombodtica i una situacié d’estrés oxidatiu
augmentat'® '° Es produeix un augment en I'expressié de les molécules d’adhesio
per part de les cél-lules endotelials que possibilita la internalitzacié de mondcits
circulants a nivell de la intima®. Els monocits activats es diferencien a macrofags,
s’observa un augment en la produccio i I'alliberament de quimioquines i citocines pro-
inflamatories®® ', La valoracio clinica del grau de disfuncié endotelial en els individus
no és una practica habitual. En un estudi recent, s’ha valorat la relacié dels nivells
circulants de FABP4 amb la disfuncié endotelial determinada per Tonometria Arterial
Periférica (PAT) en una poblacié amb T2D'%. En aquest treball es va observar que els
nivells elevats de FABP4 circulant s’associaven de manera independent amb un
empitjorament en la funcié endotelial d’aquests individus'®. A nivell in vitro, les
cél-lules de 'endoteli presenten augments en I'expressid génica i proteina de FABP4 i
FABP5 per efecte de la hipdxia intermitent. Aquesta expressié augmentada també

0 Recentment, s’ha

podria ser un signe de disfuncionalitat a nivell de I'endoteli
determinat un impacte directe dels nivells circulants de FABP4 en el desenvolupament
de disfuncié contractil cardiaca en individus obesos''. Aquestes observacions
suggeririen que els nivells circulants de FABP4 podrien tenir efecte directe a nivell de
I'endoteli vascular i a nivell de les cél-lules del muscul cardiac, en ambdés casos, en

promourien un funcionament anomal.

La situacié d’estrés oxidatiu és el resultat de la saturacié en la capacitat de defensa
davant dels estimuls pro-oxidants, el balan¢ oxidacié-antioxidacié s’inclina a favor del
primer conduint a la generacié d’espécies reactives d’oxigen (ROS, reactive oxygen

species)'"?

. Aquestes espécies son altament reactives i, conseqientment, la seva vida
mitjana és molt breu. Per la seva inestabilitat, les ROS poden propagar i amplificar el
dany mitjangant els subproductes que generen. Quan les ROS ataquen els acids
grassos poliinsaturats generen aldehids polars i apolars, i hidroxialquenals'®® 2.
Malgrat la provada toxicitat cel-lular, una exposicié baixa als aldehids pot ser rellevant
en la senyalitzacio cel-lular conduint a una resposta adaptativa''®. En concret, 'aldehid

apolar 2,4-decadienal (DDE), present a les LDL oxidades (LDLox) (Figura 11), i que
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deriva de 'oxidacié dels acids grassos linoleic (18:2) i araquidonic (20:4), posseeix una

elevada activitat bioldogica i ha estat implicat en la modulacié dels processos

aterosclerotics ja que actua sobre I'expressio de citoquines en macrofags humans '
116

hexanal apoB

Mo fosfolipids

fosfolipids oxidats
esters de colesterol

000

2,4-decadienal oxisterols
MNMO lipoperoxids
aldehids

Figura 11. Esquema de I’estructura i composicié d’una particula de LDL oxidada. Com a resultat de
I'oxidacid, les LDL oxidades contenen una série de components que no es troben a les LDL natives. Les
seves preséncia i quantitat depenen del tipus i el grau d’oxidacié. Les LDL oxidades contenen fragments
derivats de la proteolisi de I'apoB, i altres productes com la lisofosfatidilcolina, fosfolipids oxidats i
oxisterols. La quantitat de lipoperoxids, productes inicials de I'oxidacid, és baixa front a la preséncia dels
productes finals de I'oxidacié dels acids grassos poliinsaturats, els aldehids. Entre els aldehids trobats a

les LDL oxidades es troben I'hexanal i el 2,4-decadienal.

Els aldehids poden modificar oxidativament proteines. Grimsrud i col-laboradors van
observar que la FABP4 es troba carbonilada in vivo per I'hidroxialquenal 4-HNE. La
modificacié observada es produeix a la posicié Cys117 i tindria com a resultat una
alteracié en la unié als acids grassos®. En un treball previ es va observar que la
FABP5 també era diana de la modificacié per part de 4-HNE'". La modificacié a la
FABP5 es dbéna en Cys120, que és la posicié equivalent a la Cys117 de la FABP4.
Aquests resultats podrien suggerir un paper antioxidant de les FABPs com a

scavengers de lipids reactius'"’.

Oxidaci6 i inflamacié moderada cronica soén alteracions associades a obesitat i T2D"®.
A nivell circulant, la FABP4 i I'oxidacid Unicament han estat relacionats en treballs
realitzats al nostre grup. En aquests estudis, es van trobar associacions positives amb
nivells de marcadors plasmatics d’oxidacié en poblaci6 amb risc cardiovascular

moderat-alt®" 1%,

En canvi, I'associacié positiva amb els marcadors d’inflamacio,
principalment la proteina C reactiva (PCR), tenint en compte I'adipositat, en diferents
poblacions caracteritzades per complicacions cardiometaboliques ha suggerit una
important contribucié de la FABP4 circulant en la inflamacié sistémica® *" ''°. A Ia
Taula 2 es presenta un recull d’estudis realitzats en diferents poblacions en qué s’ha

valorat 'associacio entre els nivells de FABP4 i marcadors d’inflamacio sistémica.
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Taula 2. Associacio dels nivells circulants FABP4 i marcadors d’inflamacié sistémica

Poblacié Marcador i associacié amb FABP4 circulant RReferéncia

169 individus T2D PCR: 51
(w/ i w/o SM), poblacié caucasica - positiva (r=0.242, p=0.002)

183 individus HIV PCR: 79
(w/ i wio SM ilo LD), - no associacio

poblacié caucasica

273 individus FCHL: PCR: 80
208 FCHL-no obesos, - no associacié amb tota la poblacié FCHL

65 FCHL-obesos, - positiva FCHL-obesos (r=0.136, p<0.050)

poblacié caucasica

257 individus amb obesitat PCR: 109
abdominal i CVR augmentat, - positiva amb tota la poblacié (N=257)

poblacié caucasica

57 individus SM, PCR: 77
poblacié caucasica - No associacio

Estudi prospectiu 5 anys: PCR: 39
495 individus no T2D - positiva amb els SM a nivell basal

(395 no SMi 119 SM), (r=0.140, p=0.002)

poblacié asiatica

Estudi prospectiu 10 anys: PCR: 119
544 individus no T2D, - positiva amb la preséncia de T2D als 10 anys

poblacié asiatica (RR 3.03, p<0.001)

124 nens PCR: positiva (r=0.413, p<0.001) 75
(38 normopes, 36 sobrepés,

50 obesitat), IL-6: positiva (r=0.352, p=0.002)

poblacié caucasica

Estudi prospectiu 3 mesos PCR: 73
d’intervencio: - positiva a nivell basal (r=0.440, p<0.001)

30 dones obeses, - no associacié entre els canvis de FABP4 i els canvis de
poblacié asiatica PCR als 3 mesos

102 dones PCOS obeses, PCR: 81
no T2D, poblacié caucasica - positiva (r=0.355, p=0.001)

19 dones AN, PCR: 120
poblacié caucasica - no associacio

181 individus T2D, PCR: 102
categoritzats per grau de severitat - positiva (r=0.320, p<0.001)

NAFLD

(42 normal, 78 lleu, 61 moderat),
poblacié asiatica

494 individus w/ i w/o NAFLD, TNFa: 103
poblacié asiatica - positiva (r=0.170, p<0.001)
16 dones PE, PCR: 121
poblacié caucasica - positiva (r=0.545, p=0.029)

T2D: diabetis tipus 2; HIV: virus de la immunodeficiéncia humana; SM: sindrome metabdlica; LD: lipodistrofia; FCHL:
hiperlipémia familiar combinada; CVR: risc cardiovascular; PCOS: sindrome de l'ovari poliquistic; AN: anoréexia
nerviosa; NAFLD: nonalcoholic fatty liver disease, esteatosi hepatica no alcohdlica; PE: preclampsia.
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A part de les associacions de FABP4 amb marcadors d’inflamacié sistémica
presentades a la taula anterior, s’ha determinat I'existéncia d’altres associacions amb
marcadors d’inflamacié en altres malalties amb gran component inflamatori. Shum i
col-laboradors van observar que I'expressioé d’aP2 en les cél-lules de I'epiteli bronquial
regula la resposta inflamatoria al-lérgica de les vies respiratdries donada per les
citoquines produides per limfocits Th2, per efecte de la induccié de IL-4/IL-13 en
lasma'®. En lartritis reumatoide, un estudi va determinar una sobreexpressio de
FABP4 en el liquid sinovial de les articulacions dels individus afectats per aquesta
malaltia'®. En la obstructive sleep apnea (OSA), els individus afectats els nivells de

TNFa estan augmentats'®.

Lam i col-laboradors van demostrar que els nivells
circulants de FABP4 es correlacionaven amb OSA i la resisténcia a la insulina,
independentment de 'obesitat. Els nivells de FABP4 eren marcadors de severitat en

OSA™,
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1.4.3 FABP4, resisténcia a la insulina i diabetis tipus 2

La resisténcia a la insulina posseeix un paper causal en el desenvolupament de la
T2D. La resisténcia a I'accié de la insulina a nivell de teixit adipés, muscul esquelétic i
fetge, esta acompanyada per la fallida de les cél-lules B pancreatiques conseqliéncia
del seu intent de mecanisme compensatori a través d’una secrecid exagerada
d’insulina (hiperinsulinémia)'?®. La hiperglicémia es manifesta quan la hiperinsulinémia
no pot compensar la situacid de resisténcia a la insulina. La determinacié de la
resistencia a la insulina constitueix un bon predictor en un estat primerenc del
desenvolupament de T2D'®. Fins i tot en abséncia d’hiperglicémia o T2D, la
resisténcia a la insulina constitueix un important factor de risc en la malaltia
cardiovascular i la mort prematura’®. L'obesitat és una de les principals causes de la
resisténcia a la insulina'®. Pero, la resisténcia a la insulina no es manifesta en totes
les persones obeses, el factor genétic és determinant en el seu desenvolupament, fins

i tot, en poblacié no obesa'®.

Els diferents models animals han permés estudiar I'efecte de la FABP4 en relacié a la
resisténcia a la insulina. El primer model animal deficient en FABPs va ser aP2” *. En
abséncia d’estrés, I'animal no presentava aparentment un fenotip destacable, per
I'efecte compensatori de mal1®. Aquest canvi fenotipic es posava de manifest en
provocar una situacié d’estrés com I'obesitat induida per la dieta® o per modificacions
genétiques™'. Aleshores s’evidenciava que aquests animals estan protegits davant la
resisténcia a la insulina, ja que presenten reduccié en la hiperinsulinémia i la
38, 131

glicémia . També es produien millores en el metabolisme lipidic en forma de

disminucions en els nivells de colesterol i triglicérids™’

. | la capacitat lipolitica de les
cél-lules es troba inhibida, cosa que es manifesta en el fet que presentaven nivells
plasmatics més baixos de glicerol i acids grassos lliures, ja sigui en estat basal o per
induccié amb agents lipolitics?®® 2" ?°. Els ratolins deficients en aP2 presenten una
disminucié en l'eflux d’acids grassos lliures i duen a terme una utilitzacié preferencial
de la glucosa front els acids grassos®> '*2. La millora en la sensibilitat a la insulina

també s’observa en els models que van incloure la deficiéncia en mal1”" 133 134,

La FABP4 podria estar actuant com a nexe en la interaccié que s’estableix entre el
macrofag i I'adipocit, en la convergéncia dels metabolismes lipidic i glucidic i la

inflamaci@?0:2141.133.135

Furuhashi i col-laboradors van observar que la supressio
especifica de aP2 i mal1 en els adipocits resultava en una disminucié de I'expressio de

les citoquines proinflamatories en els macrofags. En canvi, la delecié de aP2 i mal1 en
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els macrofags provocava una millora en la senyalitzacio de la insulina i la captacié de
glucosa en els adipocits. Aquestes dades suggereixen que la interaccié entre adipocits
i macrofags afecta a nivell sistémic a la sensibilitat a la insulina i el metabolisme de la

glucosa™®.

Els nivells serics de FABP4 s’han correlacionat positivament amb els nivells de
glucosa, insulina i indexs de resisténcia a la insulina, com el HOMA-IR**? i
negativament amb indexs de sensibilitat a la insulina, com el Quantitative insulin
sensitivity check index (QUICKI)"".

En l'estudi de Xu i col-laboradors, realitzat en poblacié no diabética, els nivells
circulants de FABP4 es van associar positivament amb les concentracions de glucosa
post-prandrial i insulina en deju, i 'index HOMA-IR, tenint en compte les variables
confusores d’edat i génere. L’associacié amb I'index HOMA-IR es perdia en considerar
I'IMC®. En un estudi prospectiu a 10 anys realitzat en poblacié no diabética, Tso i
col-laboradors van observar que el fet de presentar nivells elevats de FABP4 a l'inici
de l'estudi constituia un predictor del desenvolupament de T2D als 10 anys,
independentment de I'obesitat, la resisténcia a la insulina i els indexs glicémics. Aquest
valor predictiu s’observava, fins i tot, en el grup de poblacié amb la tolerancia a la

glucosa alterada'".

Els individus amb alteracions en el metabolisme de la glucosa o T2D presenten nivells
circulants de FABP4 més elevats que individus control sans®" " 8 Malgrat presentar
nivells significativament més elevats, en la nostra poblacié de T2D°' no es va trobar
associacié ni amb els nivells d’insulina o glucosa, ni amb I'adipoquina retinol binding
protein-4 (RBP4). El nivells de RBP4 s’han associat amb la SM i la resisténcia a la
insulina, i contribueixen a la patogénesi de la T2D"™® *° La disminucié dels nivells de

RBP4 s’ha plantejat com una estratégia terapéutica per combatre la T2D™'.

Tuncman i col-laboradors van analitzar el promotor del gen de la FABP4 humana per
trobar possibles polimorfismes que n’afectessin I'expressio en la poblacié del Nurses’
Health Study. Van identificar la variant genética T-87C al promotor del gen que
pertorbava la unié de C/EBP i en resultava una reduccio en I'activitat transcripcional
del promotor de la FABP4, que es traduia en una disminucio en I'expressio en el teixit
adip6s. Els portadors d’aquesta variant presentaven un risc significativament més baix
de desenvolupar T2D vers els individus wild-type'*?. En un altre estudi, es va

determinar la interaccio entre un altre polimorfisme situat al promotor de la FABP4 (A-
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376C) i la variant Pro12Ala de PPARYy en relacio a la sensibilitat a la insulina. L’estudi,
realitzat en poblacio general, va determinar que la interaccio entre les dues variants
al-léliques menys freqients era un predictor independent de I'index HOMA-IR, que

n’explicaria un 6.5% de la variacio ™.

L’obesitat és un factor determinant en el desenvolupament de resisténcia a la insulina.
En poblacions amb obesitat morbida, la pérdua de pes com a resultat d’intervencions
de cirurgia bariatrica s’ha associat a millores en els nivells de glucosa i insulina, i en
'index HOMA-IR. Aquestes millores, perd, no es van associar amb canvis en els

nivells circulants de FABP4728°,

En poblacié obesa adulta, els diferents estudis no presenten resultats coincidents. En
I'estudi de Stejskal i col-laboradors es va trobar una associacié inversa entre els nivells
de FABP4 i I'index QUICKI a nivell basal. Després de la intervencié de 3 mesos en
amb una dieta baixa en calories, I'associaci® només es va mantenir en els individus
que no van presentar canvis en I'IMC?. Quan la intervencié realitzada es fonamentava
a augmentar l'activitat fisica dels individus, en una intervencié de 3 mesos sobre dones
no es va trobar cap associacié”. |, en una intervencié de 1 any realitzada en el nostre
grup, l'associacié entre els canvis en els nivells de FABP4 circulant i els nivells
d’insulina només s’observaven en els individus en qué el grau d’activitat fisica no

variava®®.

En poblacié infantil, no hi ha una associacié clara. Reihner i col-laboradors no van
trobar associacié entre els nivells de FABP4 i la resisténcia a la insulina’, mentre que
en els estudis de Aeberli’”® i Yun’, els individus amb nivells elevats de FABP4
presentaven associacié positiva amb els parametres de resisténcia a la insulina, que
es perdien en el segon estudi en corregir per 'IMC’®. En canvi, en un estudi amb nens
prematurs, malgrat no existir una associacio entre els nivells de FABP4 i els marcadors
de resisténcia a la insulina, els autors suggereixen la determinacié de FABP4 com a
marcador predictiu del desenvolupament de resisténcia a la insulina pel rapid guany de

pes que experimenten aquests infants®.

En el PCOS, la preséncia d’'obesitat i resisténcia a la insulina és molt prevalent, cosa
que fa que aquestes dones posseeixin un risc augmentat en el desenvolupament de
T2D i malaltia cardiovascular'** ', Recentment, s’ha descrit una associacié entre un
polimorfisme en el gen de la FABP4, que el postula com a gen candidat en el

desenvolupament de PCOS™®. En un estudi prospectiu de canvis en l'estil de vida en
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poblacido PCOS obesa, els canvis en els nivells de FABP4 es van associar amb canvis
en marcadors d’obesitat perd no de resisténcia a la insulina®'. En un estudi realitzat en
el nostre grup, la intervencidé consistia en tractament farmacoldgic combinat de
metformina, flutamida i anticonceptius orals en dones PCOS no obeses. En aquesta
poblacid, els nivells basals de FABP4 es van correlacionar positivament amb l'index
HOMA-IR®2. Es va observar que com més elevats eren d’inici els nivells de FABP4
millor responien al tractament vers a la resisténcia a la insulina. Per tant, en aquesta
poblacio la FABP4 es va considerar un bon marcador i predictor de resposta en relacio

a la resisténcia a la insulina®.

Els pacients amb T2D poden desenvolupar dany renal com a comorbilitat de la T2D,
en el que s'anomena nefropatia diabética. Els nivells de FABP4 es troben més elevats
en els individus amb T2D'®. Dos estudis realitzats en poblacié caucasica i asiatica van
demostrar una associacié independent dels nivells circulants de FABP4 amb I'aparicié
de dany renal en la T2D"* "', En el nostre estudi, nivells elevats de FABP4 es van
correlacionar amb nivells elevats de creatinina en plasma i velocitat de filtrat
glomerular disminuida, en abséncia de microalbuminuria o manifestacions cliniques de
dany renal. Per tant, se suggeria la determinacié dels nivells de FABP4 com un
marcador de dany renal primerenc en T2D". En I'estudi de Yeung i col-laboradors, els
nivells de FABP4 circulant es van associar de manera independent a l'aparicié de
nefropatia i es van correlacionar positivament amb els nivells de creatinina en sérum i
negativament amb la velocitat de filtrat glomerular. L’associacié independent amb els
graus de severitat de nefropatia va indicar que en aquesta poblacié els nivells de

FABP4 circulant eren indicadors de la progressié de la malaltia'™".
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1.4.4 FABP4 i malaltia cardiovascular

La FABP4 s’ha detectat en lesions aterosclerdtiques murines i humanes®™’. La
preséncia de SM o T2D es consideren factors de risc per |'aterosclerosi i el
desenvolupament de malaltia cardiovascular. |, en ambdues situacions, els nivells

33,39, 51. 119 Aparentment, la reduccié de

circulants de FABP4 es troben augmentats
I'expressio de FABP4 promouria un millor perfil cardiometabolic. La variant genética T-
87C al promotor del gen de la FABP4 trobada per Tuncman i col-laboradors, reduia
I'activitat transcripcional del promotor en els portadors de la variant mutant. Aquests
individus presentaven reduccions en els nivells de triglicerids en sérum i una

significativa reduccié en el risc de malaltia coronaria’?.

En un estudi en poblacié asiatica amb risc cardiovascular, es va avaluar la relacio
entre els nivells de FABP4 circulants i un indicador ben establert d’aterosclerosi, el
gruix de la intima mitja (IMT)"™’. Els nivells circulants de FABP4 es van associar
positivament amb la IMT en ambdds géneres; perd, unicament en les dones, els nivells
eren significativament més alts en aquelles que presentaven plaques d’ateroma. Els
nivells de FABP4 eren predictors independents del desenvolupament de lesié en
dones, cosa que indicava una altra evidéncia clinica del paper de FABP4 en el

desenvolupament de la lesié aterosclerdtica en humans'™’.

Altres estudis han determinat que els nivells circulants de FABP4 estan elevats en
individus amb malaltia arterial coronaria (CAD)"*® "2 Rhee i col-laboradors van
observar que els nivells circulants de FABP4 es correlacionaven directament amb el
nombre d’artéries coronaries estenotiques'®®. Aquesta observacié es reproduia en un
altre treball amb pacients amb CAD i SM perd no va arribar a ser estadisticament
significativa®. Es va trobar correlacié en pacients amb CAD, entre els nivells de
circulants de FABP4 i el nombre de components de la SM. Els nivells triglicérids van
ser predictors independents dels nivells de FABP4 en aquesta poblacié®. En el treball
de Miyoshi i col-laboradors, els nivells de FABP4 circulants es van associar de manera
independent amb la preséncia d’ateroma a nivell coronari determinada per ecografia
intravascular (intravascular ultrasounds (IVUS))™2. Contrariament a les evidéncies
presentades, en un treball del nostre grup realitzat en poblacié caucasica amb T2D, els
nivells de FABP4 circulant no es van associar ni amb [I'aterosclerosi clinica ni
subclinica®’. Mentre que un altre estudi en individus amb T2D, realitzat en poblacio
xinesa, proposava els nivells en séerum de FABP4 com a predictors independents de

complicacions macrovasculars™’.
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1.4.5 FABPA4: potencial diana terapéutica

En els darrers anys, s’han dut a terme diverses estratégies de screening amb I'objectiu
final de trobar i desenvolupar petites molécules inhibidores de FABP4 com a agents
terapéutics per prevenir i tractar alteracions metaboliques com la T2D i I'ateriosclerosi.
Aquests estudis cerquen molécules que interaccionin amb la molécula de FABP4 de
manera similar a com ho realitzaria un acid gras, impossibilitant-ne la unié i la
interacci® amb altres proteines com la HSL'*'%, De totes les molécules resultants
dels screenings virtuals, I'inica molécula inhibidora oral testada en ratolins ha estat la
BMS309403'. La poténcia i la selectivitat d’aquesta molécula inhibidora imita el
fenotip dels animals deficients en aP2. La molécula ha estat efectiva en la millora del
metabolisme de la glucosa, potencia la sensibilitat a la insulina en models d’obesitat
geneética o induida per la dieta, i en el tractament de la T2D i la simptomatologia de
I'aterosclerosi, com a resultat de I'administracid® oral a ratolins™. A part del
desenvolupament d’inhibidors sintétics, un estudi recent ha determinat que I'extracte
de canyella (CE) podria constituir un inhibidor natural de FABP4'*°. Utilitzat com a
suplement dietétic, esta provat que el CE exerceix efectes de millora sobre la
sensibilitat a la insulina sistémica i la dislipémia, amb la potenciacié de la via de
senyalitzacio de la insulina. En un estudi amb rates a les quals s’induia resisténcia a la
insulina per la dieta, el CE reduia els nivells plasmatics de FABP4, simultaniament a la
millora de la sensibilitat a la insulina’®. Aquests treballs evidencien la potencialitat de
la inhibicié d’aP2 com a diana terapéutica davant de la prevencié i del tractament de

malalties metaboliques.

Alternativament, diferents estudis han demostrat que intervencions farmacoldgiques
diferents, indicades en el tractament de malalties de component metabdlic, poden

influir en els nivells circulants de FABP4 en humans.

En un estudi realitzat en individus no diabétics amb hiperlipemia, es va observar que el
tractament amb atorvastatina 20mg/dia durant tres mesos disminuia els nivells
plasmatics de FABP4 de manera independent als canvis en els nivells totals de
colesterol™. Aquest resultat in vivo coincidia amb un treball préviament publicat, en
qué Llaverias i col-laboradors van observar una disminucié en I'expressié de FABP4
en macrofags incubats amb LDLox, per efecte del tractament amb atorvastatina®’. El
paper ateroprotector del farmac es reforca per I'efecte pleiotropic que realitza sobre
I'expressio de FABP4. En sentit invers, aquests treballs demostren la implicacié de la

FABP4 en la patogénia de la hiperlipgmia'®. En canvi, en una poblacié amb T2D, els
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individus amb tractament d’estatines no presentaven diferéncies significatives als
nivells circulants de FABP4 en comparacié als que no seguien aquest tractament®".
També en relacié amb el control del perfil lipidic, un altre treball va estudiar I'efecte del
fenofibrat, un agonista PPARa indicat per disminuir els nivells de triglicérids. En una
poblacié d’individus obesos amb T2D, el tractament de tres mesos amb fenofibrat
200mg/dia no va afectar els nivells circulants de FABP4®. D’aquest resultat se n’extreu

que l'activacié de PPARa no afecta I'expressié de la FABP4.

En relacio als farmacs pel control de la resisténcia a la insulina i la T2D, la metformina
és un dels primers farmacs que es prescriuen. Inhibeix la sintesi de triglicérids i
colesterol, i disminueix els nivells de VLDL i LDL en pacients amb diabetis'®""'®®*. En un
estudi in vitro publicat recentment, s’ha vist que redueix I'acumulacié lipidica en
macrofags a través de la inhibicié de la transcripcio de FABP4 mediada pel factor de
transcripci6 FOXO1'®*. La metformina pot desenvolupar un paper important en la
prevencio de la formacio de la lesio aterosclerdtica. En canvi, en un estudi realitzat en
el nostre grup en nenes hiperandrogéniques i dones amb PCOS, el tractament
combinat de metformina amb flutamida i un anticonceptiu oral produia augments en els
nivells circulants de FABP4 menys pronunciats del que seria esperable en el subgrup
de nenes hiperandrogéniques. El tractament també produia millores en el perfil

metabolic d’aquestes dones®.

El tractament amb TZD, farmacs agonistes PPARY indicats per millorar la sensibilitat a
la insulina®, produeix un efecte important en els nivells circulants de FABP4. En la
mateixa poblacié d’individus amb T2D, es va observar que aquells individus amb
tractament amb TZD presentaven nivells significativament més elevats que els no
tractats®’. En aquest mateix treball, es van presentar els resultats d’'un estudi
prospectiu amb pioglitazona 30mg/dia, una TZD, de 12 setmanes de durada en

individus amb T2D i naif per aquest tipus de tractament®’

. En aquest cas, es va
reproduir 'augment dels nivells en plasma de la FABP4. L’efecte del tractament sobre
la FABP4 avancgava en paral-lel a un augment en l'activitat PPARYy a nivell sistémic®’
(Figura 12). Aquests resultats s’explicarien pel paper de les TZD com a activadors de

PPARY i la regulacio de FABP4 per part de PPARY esta ben establerta® ®2.
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Figura 12. Valoracio dels canvis en els nivells circulants de FABP4 i I’activitat sistémica de PPARy
en I'estudi prospectiu amb TZD durant 12 setmanes en T2D. Els nivells circulants de FABP4 (A) i de
I'activitat sistémica de PPARYy (B) van augmentar de manera significativa per efecte del tractament amb la
TZD (pioglitazona 30mg/dia). La valoracié es va fer comparant els nivells finals (POST-TZD) amb els
basals (PRE-TZD) individualment. (Resultats publicats pel nostre grup a la revista Atherosclerosis: Cabré

A et al. Atherosclerosis 2007; 195: e150-8).

Els tractaments farmacologics produeixen efectes diversos sobre els nivells circulants
de FABP4, perd s’ha de tenir en compte el context metabolic de les poblacions en qué
s’han dut a terme. Malgrat aix0, la potencialitat de la inhibici6 de FABP4 com a diana
terapéutica per la prevencio i el tractament de malalties de base metabdlica és
innegable. La potencialitat no rau unicament en el tractament farmacologic. Resulta
d’interés el plantejament de la intervencié sobre els nivells circulants de FABP4 a nivell
de la promoci6 de canvis d’estil de vida; és a dir, actuacions sobre la dieta i I'activitat

fisica.
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En relacié a la dieta, s’havia observat que en una poblaci¢ infantil, els nens que
presentaven una ingesta més elevada en greixos, especialment saturats, presentaven
nivells elevats de FABP4 circulant que s’associaven a marcadors de resisténcia a la
insulina i a la inflamacié”. En la intervencié de nens obesos amb una dieta saludable
(30% greix, 15% proteina, 55% hidrats de carboni), es va observar una disminucio
significativa dels nivells de FABP4 circulant en aquells individus que assolien una
pérdua significativa de pes en finalitzar I'estudi’*. En poblacié obesa adulta, un estudi
en qué s’aplicava una dieta baixa en calories (20kcal/kg) va determinar que els nivells
de FABP4 discriminaven entre els pacients amb pérdua temporal i permanent de pes
corporal®*.

En relacio a I'activitat fisica, al nostre grup un estudi d’intervencié d’'un any en pacients
amb obesitat abdominal i risc cardiovascular moderat-alt ens va permetre determinar
que l'augment en lactivitat fisica, independentment de la pérdua de pes i sense
variacions en la ingesta, anava acompanyat de disminucions en els nivells circulants
de FABP4% (Figura 13).
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Figura 13. Efecte dels canvis en els nivells de FABP4 per efecte del canvi en P’activitat fisica en
individus amb obesitat abdominal i risc cardiovascular moderat. Les columnes presenten el
diferencial de les concentracions de FABP4 en plasma (temps final menys temps inicial) en els grups de
disminucié (n=19), manteniment (n=98) o 'augment (n=23) d’activitat fisica (PA) en que es va distribuir la
poblacié. *p<0.050 per comparacié entre categories de I'evolucid. (Manuscrit elaborat i sotmés per

publicacio Lazaro | et al. 2010).
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2. Sistema de defensa antioxidant: Keap1-Nrf2-ARE

El sistema de defensa antioxidant cel-lular juga un paper clau en la proteccioé de les
cél-lules front a l'estrés exogen i endogen provocat per xenobidtics, farmacs,
inflamacié o radiacions'®. La pertorbacié de 'homeostasi cel-lular com a resultat dels
efectes produits per aquests estressors causa l'acumulaci6 de ROS o espécies
electrofiliques que poden contribuir a la patogénesi de diferents malalties com sén el
cancer, la malaltia neurodegenerativa i I'arteriosclerosi'®” 8. La via de senyalitzacio
Keap1-Nrf2-ARE desenvolupa un paper clau en la proteccido cel-lular contra el
desafiament provocat per I'estrés oxidatiu. Coordina la resposta per la detoxificacié a
través de la regulacié de I'expressié de proteines antioxidants i enzims detoxificadors
de fase Il que presenten llocs Antioxidant Response Elements (ARE) al promotor, als

quals s’uneix el factor de transcripcié Nrf2'%% 17,

21 Keap1-Nrf2-ARE: descripcié del sistema

La inducci6 de la defensa antioxidant cel-lular requereix un sistema que es compon de

tres elements clau'"®:

1) ARE
Es tracta de la seqiiéncia reguladora localitzada a upstream dels gens implicats

en la defensa antioxidant.

2) Nrf2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2).
El factor de transcripcidé que heterodimeritza amb membres de la familia de
proteines small Maf per unir-se als llocs ARE i reclutar la maquinaria de la
transcripcié per induir I'expressio dels gens controlats per ARE i implicats en la

defensa antioxidant.

3) Keap1 (Kelch ECH associating protein 1).
La proteina citosolica repressora de Nrf2 que controla I'activacio i la degradacio
de Nrf2. La seva composicio en residus de cisteina el converteix en un sensor

ideal per la deteccio de les senyals d’estres.
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211 Antioxidant Response Element (ARE)

La identificacid dels llocs ARE va ser el pas inicial en l'elucidacié del mecanisme
molecular de la resposta quimioprotectora. Els llocs ARE sén elements de resposta
que es troben a la regié promotora dels gens que regulen. Prenen la denominacio
d’elements cis-acting perqué es troben a la mateixa seqliéncia que el gen que

controlen'".

La sequéncia consens dels llocs ARE descrita és: 5-RTGACnnnGC-3’, on ‘n’
representa qualsevol nucleodtid. Aquesta seqliencia es va caracteritzar per mutagénesi
dirigida del lloc ARE del promotor de la subunitat Ya de la glutatié S-transferasa'’". La
seqliéncia dels llocs ARE és reconeguda per diferents factors de transcripcio'?'®.
S’ha vist que intervenen en la regulacié de I'expressio basal i induida d’una bateria de
gens que compren la practica totalitat del sistema de resposta quimioprotectora, com
per exemple els enzims de fase Il. Una analisi més detallada va mostrar que les
sequéncies dels llocs ARE en elles mateixes eren insuficients per intervenir en la
resposta quimioprotectora. Es va determinar que necessitaven de la preséncia d’'una

seqliéncia addicional adjacent'”’.

Entre els factors de transcripcié que reconeixen la sequéncia dels llocs ARE es troben
els membres de la familia basic leucine zipper (bZip) NF-E2 com son Nrf1, Nrf2 i Nrf3,
que heterodimeritzen amb les small Maf proteins. De tots aquests, Nrf2 és el més
potent en la regulaci6 de I'expressié basal i induida dels gens de la defensa
antioxidant'”® i la resisténcia front a la toxicitat produida pels xenobiotics''®2. Aquest
fet es va demostrar en diferents experiments amb models animals deficients en Nrf2
(nrf2”), en qué es va avaluar I'expressio de gens amb llocs ARE (GST, NQO-1, HO-1)

en resposta a compostos antioxidants'’® 8 183,
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2.1.2 Nrf2: descripcio i activitat

Nrf2 és el principal factor de transcripcié implicat en la defensa antioxidant cel-lular.
Actua controlant I'expressié génica constitutiva i induible dels gens controlats per llocs
ARE. Es va identificar com a resultat del screening de molécules que interaccionaven
amb el lloc d’'unid ARE'™*. Nrf2 s’expressa quasi de manera ubiqua. Els models
animals nrf2”- demostren que aquest factor de transcripcié no és indispensable per al

t'® ni en 'nematopoiesi'”® '®°. En canvi, provoca

creixement i per al desenvolupamen
que aquests animals siguin més susceptibles al dany causat per agents electrofils i

oxidants exogens.

Nrf2 pertany a una familia de proteines integrada per 5 membres que es caracteritza
per estar estructuralment relacionada amb la subunitat p45 de la proteina NF-E2
(nuclear factor erythroid 2). A nivell estructural, Nrf2 i els altres membres de la familia
es caracteritzen per presentar un domini Cap’ n’ collar (CNC) i un domini C-terminal
que es compon d’una regid rica en residus basics adjacent a una conformacié en
“cremallera” formada per la repeticié de 7 residus hidrofobics, normalment, leucines
(bZip). A nivell funcional, els membres de la familia CNC-bZip es caracteritzen per la
necessitat d’heterodimeritzar amb una proteina small Maf a través de la regié bZip per

unir-se al lloc de reconeixement del DNA'®'%° (Figura 14).

Neh5 Neh6 Neh3
P45 NF.£2 B eemll
Neh2
S — . —

Neh4

Nrf2 [ [T [enesge]l ]
Nrf3 I [T Teneezi][ ]

BTB

Figura 14. Propietats estructurals dels membres de la familia de proteines CNC. Les proteines de la
familia CNC-bZip es componen de dominis Neh que es conserven entre les especies de vertebrats. L’Unic
membre que conserva els 6 dominis Neh és Nrf2. Els altres membres de la familia CNC no contenen la
totalitat dels dominis Neh. Neh4 és I'iinic domini especific de Nrf2. El domini Neh2 d’interaccié amb el seu
repressor també es troba a Nrf1. Mentre que no hi ha preséncia de dominis Neh a les proteines Bach
(adaptada de Kobayashi M i Yamamoto M. Advan Enzyme Regul 2006; 46:113-140).
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Les analisis estructura-funci6 de la molécula de Nrf2 han permés determinar la
funcionalitat dels 6 dominis Neh (Nrf2-ECH homology, regions homologues entre Nrf2
humana i ECH, l'ortoleg de pollastre) (Neh1-Neh6) que la formen''. Neh1 conté els
dominis CNC-bZip, que son els responsables de la dimeritzacié de Nrf2 amb les small
Maf i la unié al DNA. Neh2 és el domini de regulacid negativa perquée és el que
interacciona amb el repressor Keap1'®" "2, Neh4 i Neh5, i probablement Neh3,

constitueixen els dominis de transactivacio'® (Figura 15).

Neh2 Neh4 Neh5 Nehé CNC-bZip (Neh1)  Neh3
NLS NES
(Nuclear Localization Signal) (Nuclear Export Signal)
C506
T K KKKK KK =5
29229999

K44, K50, K52, K53, K56, K64, K68

$40

Figura 15. Dominis funcionals i d’interaccié de Nrf2. Nrf2 s’uneix al seu repressor Keap1 a través dels
motius ETGE i DLG del domini Neh2. La denominacié d’aquests dos motius es correspon amb la
nomenclatura de lletra dels aminoacids. El motiu DGL es troba a la regi6 hidrofobica i esta format per acid
aspartic (D), leucina (L) i glicina (G). Mentre que el motiu ETGE esta format per residus d’acid glutamic
(E), treonina (T), glicina (G) i acid glutamic (E). Entre ETGE i DLG es troben 7 residus de lisina
(K44,K50,K52,K53,K56,K64,K68) que son importants per la ubiquitinacio i la degradacié. Els dominis
Neh4 i Neh5 formen els dominis d’activacié transcripcional amb els quals interacciona CBP. Els dominis
Neh6 i Neh2 son importants per la degradacié de Nrf2. El domini Neh1 conté una estructura bZip i un
residu de cisteina (C506), critics per la unio al DNA i la dimeritzacié amb les small Maf. Neh1 també conté
els NLS i NES (adaptada de Kobayashi M i Yamamoto M. Advan Enzyme Regul 2006; 46:113-140).

Com a factor de transcripcid que és, els nivells i I'activitat de Nrf2 estan regulats a
diversos nivells: transcripcio, degradacio, translocacié i modificacions transcripcionals,
com per exemple la fosforilacio'®*"'%®. En cadascun d’aquests processos, participen de

manera diferencial els dominis de la proteina Nrf2 identificats.

L’activacio de Nrf2 en resposta a estimuls oxidants és conseqliéncia de I'alliberament

de la retencio a citoplasma, d’aquesta manera es possibilita la translocacié a nucli on

1", Nrf2 és una proteina molt inestable (temps

realitza la seva activitat transcripciona
de vida mitjana inferior a 20 minuts) que esta subjecta a degradacié proteolitica
catalitzada per la subunitat 26S del proteasoma a través de via depenent de la
ubiquitinacio. Se suggereix que l'activacié de Nrf2 és dependent de mecanismes que

augmenten la seva estabilitat i que permeten una certa acumulacié cel-lular' 2%,
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2.1.21 Supressioé de l'activitat de Nrf2 i promocié de la seva degradacié per

part de Keap1 en condicions homeostatiques

En condicions d’homeostasi redox, Nrf2 assegura els nivells basals d’expressio dels
gens regulats per ARE; és a dir, es manté en un estat de funcionalitat constitutiva i

permet detectar-ne la preséncia a nucli.

D’altra banda, en aquestes condicions, en la regulacié de I'activitat de Nrf2 també pren
part el seu repressor Keap1. Aquesta molécula s’uneix al factor de transcripcio
retenint-lo a nivell citoplasmatic o recuperant-lo des del nucli per promoure’n la

ubiquitinacié i degradacié via proteasoma®”.

Keap1 va ser caracteritzat per Yamamoto i col-laboradors''. Es compon de dos
dominis canonics: el domini BTB (Bric-a-brac, tramtrack, broad complex) i el domini
DGR (double glycine repeat, també anomenat domini Kelch); i tres dominis
addicionals: la regié N-terminal (NTR), la intervening region (IVR) i la regié C-terminal
(CTR) (Figura 16). El domini BTB és necessari per '’homodimeritzacié de Keap1. El
domini IVR conté els residus de cisteina que li proporcionen les propietats de sensor
cel-lular front als canvis en l'estat redox. La proteina humana conté un total de 27
residus de cisteina; d’aquestes, s’ha descrit que les funcionalment més critiques son
C151, C273 i C288"9" 197, 202204

NTR BTB IVR DGR CTR

R380 R415 R483 Cc613

C151 C257 C297

S104 C273 C288 NES

Cul3
binding

Figura 16. Dominis funcionals i d’interaccié de Keap1. El domini DGR de Keap1 li proporciona el lloc
d’unid per Nrf2 i actina La unié amb Nrf2 es déna a través de tres residus d’arginina (R380, R415, R483).
Cul3 interacciona amb els dominis IVR i/o BTB. La regié BTB també és important per la dimeritzacié de
Keap1. El domini IVR també conté una seqiiencia NES i els residus de cisteina sensibles a I'estat oxidatiu
de les cél-lules (C151, C257, C273, C288, C297) (adaptada de Kobayashi M i Yamamoto M. Advan
Enzyme Regul 2006; 46:113-140).
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Keap1 utilitza el domini candnic DGR per interaccionar amb el domini Neh2 de Nrf2 i
retenir-lo a citoplasma. Per assegurar aquesta retencio, utilitza aquest mateix domini
per associar-se amb l'actina del citoesquelet’®. La interaccié entre Keap1 i Nrf2
segueix el que s’anomena model de ‘hinge and latch” (Qque es podria traduir com
model de “frontissa i pestell’). Segons aquest model, en condicions d’homeostasi
redox, una molécula de Nrf2 interacciona amb dues molécules de Keap1 a través de
dos motius del domini Neh2, ETGE i DGL. El motiu ETGE actua com a element
basculant del sistema (lacth o frontissa). Es localitza entre els residus 79 i 82 de la
seqliéncia aminoacidica de Nrf2 (PETGE®) i té molta afinitat pel domini DGR de
Keap1, cosa que produeix una uni6 forta entre les dues molécules. En canvi, el motiu
DLG actua com a element de tancament del sistema (hinge o pestell). Se situa entre
els residus 29 i 31 (*DGL?") i I'afinitat per Keap1 és menor i es tradueix en una unié

més feble®*® (Figura 17).

(C273) HS SH (C273)
(C288) HS —f — SH(C288)

Ubiquitinacio

[Nen6] [ cNchzZip || |

K44, K50, K52,
K53, K56, K64, K68

Figura 17. Esquema de la interaccié entre Nrf2 i ’homodimer Keap1. En condicions d’homeostasi
redox, 'homodimer de Keap1 interacciona a través dels dominis DGR amb els motius DGL i ETGE del
domini Neh2 de Nrf2.

Nrf2 és constantment degradat en condicions de no estrés cel-lular a través d'un
mecanisme liderat per Keap1. Aquesta molécula promou la ubiquitinacio i I'eliminacio
de Nrf2 de manera constitutiva a través del proteasoma. La uni6 Keap1-Nrf2 permet
actuar a ’'homodimer de Keap1 com a adaptador del complex Cullin 3 (Cul3)-based E3
ligasa que regula l'estabilitat de Nrf2. Cul3 actua com a proteina base que forma el
complex E3 ligasa amb Roc1/Rbx1/Hrt1 i recluta I'enzim E2. La interacciéo de Keap1
amb Cul3 es dona a través de I'extrem C-terminal de Cul3 i els dominis IVR i/o BTB de
Keap1?"2'°. Tres residus d’arginina (R380, R415 i R483) situats en el domini DGR de



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

Keap1 son els responsables de la unié amb Nrf2?"" (veure Figura 16). La uni6 entre
els motius ETGE i DLG de Nrf2 i DGR de 'homodimer Keap1 que es troba associat
amb el complex E3 ligasa resulta en una conformacié espacial del sistema, essencial
per la presentacié dels residus de lisina de Nrf2 en l'orientacié adequada per acceptar
les molécules d’'ubiquitina®'??'*. D’aquesta manera, Nrf2 queda marcat per la seva
degradacio via la subunitat 26S del proteasoma'%: 197:208.209.215 Racentment, un estudi
ha descrit que una proteina implicada en el remodelatge de la cromatina, la
prothymosin-a, fa possible la importacié a nucli del complex de degradacio
Keap1/Cul3/Rbx1. A nucli, el complex intercanvia la proteina prothymosin-a per Nrf2,

que recupera i en promou la degradacié®'®.

La unié Keap1-Nrf2 assegura una rapida renovacié de la proteina Nrf2, que es tradueix
en una vida mitja no superior a 20 minuts®'’. Cal esmentar que la degradacié de Nrf2
és basicament dependent de Keap1, perd n’existeix una altra de minoritaria

independent de Keap1 que esta mediada pel domini Neh6 de Nrf22°® 2'® (Figura 18).

(C151) HS SH (C151)

(C273) HS SH (C273)

(C288) HS — — SH(C288)

Ub
Ub

INeh6| | CNC-bZip

K44, K50, K52,
K53, K56, K64, K68

Figura 18. Esquema de la poliubiquitinacié de Nrf2 induida pel complex Cul3-based ligase 3
associat a ’homodimer Keap1. La interaccio entre els dominis BTB i IVR de 'homodimer de Keap1 amb
Cul3 permet que aquest ultim disposi de més facilitat d’accés a Nrf2 per poliubiquitinar-lo als residus de
lisina (K44,K50,K52,K53,K56,K64,K68) i promoure’n la degradacié via la subunitat 26S del proteasoma.
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2.1.2.2 Activacio de Nrf2: alliberament de la repressié de Keap1 en condicions

d’estrés oxidatiu

L’estabilitat de molts factors de transcripcid esta lligada a la capacitat dels seus
dominis de transactivacio, que normalment se situen proxims o superposats als seus
degrons. En el cas de Nrf2, el domini Neh2 és el seu degro; ja que esta associat amb
la degradacié de Nrf2 dependent de Keap1'™" %2, Nrf2 és molt inestable i posseeix un
domini de transactivacid potent adjacent al lloc d’interacci6 amb Keap1. S’ha
determinat que la seva degradacié esta molt vinculada a la seva activitat

transcripcional.

En una situacié en qué es trenca I'equilibri redox cel-lular, es desencadenen una série
de mecanismes que estabilitzen Nrf2 i en disminueixen la velocitat de degradacio?'®.
La molécula sensor per la deteccio dels estimuls oxidants i que inicia el procés de
I'activacio de Nrf2 és Keap1. L’elevada reactivitat als electrofils dels residus de cisteina
de Keap1 li proporciona una sensibilitat molt alta davant de 'amenaca de les espécies
oxidants o electrofiles. En preséncia d’estrés oxidatiu, els residus de cisteina de
’lhomodimer de Keap1 s’oxiden i formen ponts disulfur entre les dues molécules
(principalment, C273 i C288). Com a resultat, es produeix un canvi conformacional que
provoca el trencament de la unié entre una de les molécules de Keap1 i el motiu de
baixa afinitat d’unié, #DLG*, al domini Neh2 de Nrf2. Addicionalment, la modificacio
oxidativa del residu C151 al domini BTB de Keap1 resulta en la inhibicié de I'activitat
E3 ubiquitin ligasa?®. Ambdos processos de modificacions dels residus de cisteina de
Keap1 convergeixen en I'impediment del procés d’ubiquitinacié de Nrf2, cosa que

n’evita la degradacio i en possibilita I'estabilitzacié (Figura 19).

D’altra banda, la modificacié oxidativa dels residus de Keap1 també afecta la seva unio
als filaments d’actina del citoesquelet que es dona a través del domini DGR. La pérdua
de la rigidesa donada per l'associaci6 amb [l'actina facilita lalliberament i la

translocacié a nucli de Nrf2?*' (Figura 19).
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Figura 19. Esquema del primer pas en I'alliberament de Nrf2 com a resultat de I’exposicié a I’estrés
oxidatiu. En una situacié de trencament de 'homedstasi redox per la preséncia d’estimuls oxidants, es
produeix I'oxidacid dels residus de cisteina del domini IVR de Keap1. Segons el model hinge & latch, el
canvi conformacional resultant trenca la unié entre DGR-Keap1 i DGL-Nrf2. D’aquesta manera s’inhibeix

la induccié de la degradaci6 de Nrf2 via proteasoma i s’afavoreix la dissociacié del Nrf2-Keap1.

L’activacioé de Nrf2 implica mecanismes complexos que van més enlla de I'alliberament
fisic de I'associacido amb Keap1 com a resultat de la modificacié oxidativa dels residus
de cisteina. Els mecanismes precisos que condueixen a I'estabilitzacié estan encara

per determinar?'®.

El control de I'estabilitat de Nrf2 derivat de l'alliberament de Keap1 esta regulat
espacial i temporalment per mecanismes que restringeixen la seva interaccio. Els
inductors electrofilics posen en marxa sistemes que eviten o redueixen l'accés de

Keap1 a la molécula de Nrf2%"°.

Un exemple descrit recentment que va en aquest sentit és el que es produeix com a
resultat de la interacci6 de la proteina sequestosome 1 (SQSTM1), o també
anomenada p62, amb els 3 residus d’arginina del domini DGR de Keap1. En
condicions d’estrés, es produeix una acumulacié de SQSTM1 que competeix i
desplaca a Nrf2 per la uni6 a Keap1, cosa que l'estabilitza perqué s’evita la seva
degradacié. La unié Keap1-SQSTM1 promou la degradacié del primer via

proteasoma®?®: 222-224,

Un altre mecanisme que estabilitza Nrf2 ve donat per la molécula DJ-1. Aquesta
proteina, inicialment relacionada amb el cancer i la malaltia neurodegenerativa del

Parkinson, estabilitza Nrf2 i n’evita la interaccié amb el repressor Keap1%2°>%’.
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2.1.2.3 Activacié de Nrf2: vies implicades en el mecanisme d’alliberament de

Keap1 en condicions d’estrés oxidatiu

En la regulacié de I'estabilitzacio i I'activacié de Nrf2 també estan implicades les
principals cascades de senyalitzacié intracel-lular: la proteina quinasa C (PKC), la
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI-3k/Akt) i les proteines quinases activadores del mitogen
(MAPK). Aquestes proteines quinases podrien intervenir en la fosforilacié directament
sobre Nrf2 i també sobre mecanismes que facilitarien la translocacié a nucli del factor

de transcripcio (Figura 20).

Nrf2 és fosforilat a residus de serina i/o treonina com a resultat de I'activacié
d’aquestes quinases?®. Malgrat aixo, I'efecte de la fosforilacié sobre I'estabilitzacié i
I'activacid6 de Nrf2 no és clar i necessita ser estudiat més profundament?’®. La
possibilitat més acceptada és que, en preséncia d’estrés oxidatiu, el trencament de la
interaccié entre una molécula de 'homodimer Keap1 i el motiu DGL-Neh2 de Nrf2
permeti 'accés de les quinases per la fosforilacio de Nrf2. D’aquesta manera, la forma
fosforilada del factor de transcripcié pot translocar-se a nucli per unir-se als llocs ARE
dels promotors dels gens que regula. Una altra possibilitat és que la forma fosforilada
de Nrf2 no es deslliuri totalment de Keap1 i que sigui la molécula repressora la que

ajudi en el transport i translocacié a nucli®®®.

Espécies oxidants

MAPK quinases | Pr-3wAkt |

(ERK, JNK, p38)

Keap1

Figura 20. Cascades de senyalitzacié intracel-lular implicades en [l’alliberament de Nrf2 del
repressor citoplasmatic Keap1. Tres de les principals vies de senyalitzacié intracel-lular estan
implicades en la regulacié de la resposta transcripcional mediada per ARE en resposta a I'estrés oxidatiu.
PKC fosforila de manera directa a Nrf2 al residu Ser40 per promoure’'n I'estabilitzacié i la translocacié
nuclear. PI-3k/Akt actua sobre el citoesquelet d’actina per facilitar I'alliberament de Nrf2 del segrest de
Keap1 i possibilitar la translocacié de Nrf2 a nucli; pero, pot també efectuar un paper secundari fosforilant
directament Nrf2. Les proteines de la familia MAPK intervenen en la fosforilacié de residus de Ser/Thr de
Nrf2.
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La via de senyalitzaci6 de PKC és molt important en la fosforilacié de Nrf2. Estudis
independents han demostrat que PKC fosforila Nrf2 al residu serina 40 (S40)*%2, E|
residu S40 es troba al domini Neh2 de Nrf2, just després del motiu DLG i abans dels 7
residus de lisina. En condicions d’estrés oxidatiu, el canvi conformacional de
’lhomodimer de Keap1 i el trencament de la uni6 DGR-DLG, permet I'accés de PKC a
la posicié S40 per fosforilar-la. En els treballs en qué es descriu la fosforilacido de Nrf2
a S40, els autors proposen que la fosforilacié suposa un pas que facilita la dissociacié
definitiva del repressor, que I'estabilitza i I'activa, produint-se la translocacié a nucli on

s’'uneix a ARE?**?*® (Figura 20).

La via de senyalitzacio PI-3k/Akt esta integrada en la via de senyalitzacio de la
insulina. La PI-3k és activada per fosforilacié per part de tirosines (Tyr) quinases
associades a receptors de membrana, com és el cas del receptor de la insulina,
formant un complex amb els residus de fosfo-Tyr en el receptor activat. La PI-3k
fosforilada inicia, per fosforilacié, I'activacié dels membres de la cascada que es troben
a downstream; com és I'Akt, que és fosforilat a les posicions Thr308 i Ser473%*
(Figura 21). La redistribucié i el reordenament del citoesquelet d’actina depenen de les

activitats d’aquestes quinases®® %,

¢

Figura 21. Via de senyalitzacié PI-

receptor 3k/Akt. L’activacié per fosforilacié del

tirosina quinasa receptor tirosina quinasa provoca

l'activacié de la PI-3 quinasa que

/\ catalitza la fosforilaci6 de la

difosfat (PIP2) a

fosfatidilinositol
\ fosfatidilinositol trifosfat (PIP3). La PIP;
recluta les proteines quinases PDK1 i

‘ PDK2 responsables de la fosforilacio i

p110
PI-3 quinasa

activacio de Akt. La fosforilacié a

Thr308 precedeix la fosforilacié a
Thr308 Serd73 i esta mediada per PDK1. El
canvi conformacional resultant fa

accessible el residu Ser473 a PDK2,
/ \ que el fosforila, assolint el grau maxim
d’activacié d’Akt. Entre les dianes

o d’Akt a downstream es troben
- Caspasa-9 Factors de transcripcié GSK-3

proteines implicades en la supressio
roron !

APOPTOSI de I'apoptosi, Bad i caspasa-9, factors
Metabolisme L . . .
de transcripcié i proteines implicades
Sintesi de proteines . . i .

en el metabolisme cel-lular i la sintesi

proteica, com GSK-3.
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Kang i col-laboradors van demostrar que la via de PI-3k/Akt és responsable de la
translocacié nuclear de Nrf2 a través de canvis en el citoesquelet d’actina®?’. La
localitzacié subcel-lular de Nrf2 depén completament de la xarxa de microfilaments
d’actina %’. L’efecte de I'activacié de PI-3k/Akt en resposta a I'estrés oxidatiu sobre el
citoesquelet d’actina també afecta el repressor citoplasmatic de Nrf2. Keap1 es troba
ancorat al citoesquelet a través del domini DGR, per assegurar-ne la seva localitzacio
a la regi6 perinuclear i ajudar a la retencié de Nrf2'% 22! En preséncia d’estimuls
oxidants, la despolimeritzacié dels microfilaments d’actina fa que la uni6 al citoesquelet
sigui més laxa i permeti I'alliberament o la translocacié de Nrf2 a nucli®?'. L'efecte de
'activacio d’aquesta via de senyalitzacié sobre l'activitat transcripcional derivada de
I'activacio de Nrf2 ha estat determinat en diferents estudis en qué s’inclouen inhibidors

237-241
2

de la via tals com la wortmannin i LY29400 . El bloqueig de la via anul-lava

I'expressio de gens regulats per ARE en resposta a coneguts activadors de Nrf2, com

237

és la tert-butylhydroquinone (tBHQ)**'. En relacié a aquest efecte, alguns treballs

també suggereixen que I'activacié d’aquesta via de senyalitzacié també fosforilaria la

molécula de Nrf2 a part de I'efecte sobre el reordenament del citoesquelet?*? 24,

Les mitogen-activated protein kinases (MAPK) constitueixen una familia de proteines
quinases molt relacionades. En aquesta familia trobem: extracellular signal-regulated
kinase (ERK), cjun N-terminal kinase (JNK), p38, i altres proteines quinases menys
caracteritzades, que catalitzen la fosforilacié a residus de serina o treonina adjacents a
un residu de prolina. El sistema de senyalitzaci6 MAPK respon a diversos estimuls,
entre els que es troba I'estrés oxidatiu, i s’ha vist implicat en la induccié de Nrf2%® 24"
244248 Recentment, s’ha determinat que actuen en la fosforilacié de residus de Ser/Thr
de Nrf2 in vivo, perd que aquest efecte produeix una contribucio limitada en I'activitat

de Nrf2. Constitueix una contribucio indirecta a la seva activacié®*’.

A part de la fosforilacié per alliberar i estabilitzar a Nrf2, diferents estudis han
determinat que la fosforilacié de Nrf2 també és important per exportar-lo des del nucli a
citoplasma un cop ha promogut I'expressido dels gens diana i evitar-ne la seva
acumulacié. La fosforilacié a la Tyr568 és essencial per la uni6 a CRM1 (export
receptor for leucine-rich nuclear export signals) que controla aquest procés
d’exportacié a nucli. La posici6 568 es troba al domini CNC-bZip (Neh1) on es
localitzen les seqiiéncies NES i NLS de Nrf2?*® (Figura 22).
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El procés de fosforilacié també afecta directament el funcionament propi de Keap1.
Les molécules de Keap1 sintetitzades de novo son fosforilades a Tyr141 del domini
per estabilitzar-les. La mutacié de Tyr per Ala va provar que amb la subseqient manca
de fosforilacio, el Keap1 era inestable, no funcional i era degradat rapidament. La
defosforilacio de Keap1 a la posicid 141 el fa inestable fins el punt de no poder retenir

a Nrf2 i que aquest s’estabilitzi**°.

HOMEOSTASI ESTRES
REDOX OXIDATIU

‘ fosforilacio
quinases
degradacio
Ub
Ub
Ub

—_-—> S Nrf2
@ Ub % m estabilitzat i fosforilat
Ub %
b
Keap1 - - T
inestable P ~
J translocacio ~
‘ / nuclear
P degradacié I *
Ub
Ub
Ub exportacio ‘
@@Ub citoplasmatica \
citoplasma \ nucli @ pTyr568-Nrf2
@ pSerd0-Nrf2

Figura 22. Model del funcionament de Nrf2 en condicions d’homeostasi redox i en condicions
d’estrés oxidatiu. En condicions d’homeodstasi redox, Nrf2 és poliubiquitinilat (Ub) i degradat via
proteasoma. En preséncia d’estrés oxidatiu, els residus de cisteina de 'homodimer de Keap1 sén oxidats i
es produeix un canvi conformacional que possibilita la dissociacié del complex Nrf2-Keap1. Nrf2
s’estabilitza i és fosforilat per les proteines quinases (a la posicié Ser40), es transloca a nucli on s’uneix
als llocs ARE per promoure la transcripcio dels gens implicats en la defensa antioxidant. La fosforilacié a
la posicié Tyr568 es requereix per I'exportacid citoplasmatica de Nrf2 on és destinat a degradacié via

proteasoma.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

2.1.2.4 Loops auto-regulatoris del sistema Keap1-Nrf2-ARE

El sistema de defensa antioxidant Keap1-Nrf2-ARE esta estrictament controlat per una
série de loops autoregulatoris que fan que aquest sistema estigui finament mecanitzat i

controlat pels elements que l'integren.

Kwak i col-laboradors van determinar que Nrf2 controla la seva propia expressié a
través de llocs ARE que estan localitzats al promotor del seu gen. En una situacié
d’estrés oxidatiu, I'activacié i acumulacié a nucli de Nrf2, promou simultaniament
'expressio dels gens de la defensa antioxidant i, també, del propi factor de
transcripcié®®. Aquest mecanisme assegura I'obtencié d’una rapida i elevada resposta
contra I'estimul oxidatiu a fer front, perqué es multiplica rapidament la quantitat del

factor de transcripci6 disponible.

A més de la seva propia expressido i dels gens antioxidants, Nrf2 controla la
transcripcié de Keap1, el seu repressor. Recentment, s’ha descrit la preséncia de llocs
ARE al promotor del gen de Keap1?*'. D’aquesta manera, Nrf2 controla indirectament
la seva propia degradacio i evita que es produeixi una acumulacié excessiva a nivell
de nucli. Promou lexpressid del seu repressor que s’encarrega de facilitar la
ubiquitinacié de Nrf2 i facilitar la seva degradaci6 via proteasoma. La reduccié dels
nivells de Nrf2 autoinduida s’acompanya del retorn als nivells d’expressié basal de

Keap1%'.

En relacié a la mediacié de Nrf2 en la seva propia degradacio, un treball recent de
Kaspar i Jaiswal ha provat I'existéncia d’'un loop autoregulatori de retroalimentacié
entre Cul3-Rbx1 i Nrf2%2. Cul3 i Rbx1 conformen el complex ubiquitin ligasa que
s’acobla a Keap1 i que és responsable de la ubiquitinacié i degradacié de Nrf2. La
preséncia de llocs ARE al promotor dels gens de Cul3 i Rbx1 permet que Nrf2 en
reguli les seves transcripcié i induccid i, al seu torn, que I'expressié d’aquestes

proteines en controlin la de Nrf2 pel mecanisme de degradacié.
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2.2 Keap1-Nrf2-ARE: implicacié en la regulacié génica de la defensa

antioxidant sistémica

L’organisme esta constantment exposat a accions toxiques, mutagéniques i
carcinogéniques dutes a terme per espécies altament reactives com les ROS i els
productes derivats de l'oxidacié lipidica, que amenacen la seva integritat. Aquests
agents electrofils poden causar dany a diferents organs que poden donar lloc a
malalties com el cancer, complicacions cardiovasculars, inflamacié aguda i cronica,
malalties neurodegeneratives®®. Per tant, resulta obvi que les cél-lules estiguin
constantment treballant per controlar els nivells de ROS, en prevencié de la seva
acumulacié. Per combatre aquestes ofenses, al llarg de I'evolucié s’han desenvolupat
mecanismes cel-lulars, en forma de la induccié dels enzims detoxificadors de fase Il i
enzims antioxidants, liderats pel sistema Keap1-Nrf2-ARE. Com s’ha esmentat
anteriorment, Nrf2 constitueix I'actor principal d’aquest sistema, ja que és el factor de
transcripcié que controla I'expressio basal i induible dels gens que codifiquen pels
enzims citoprotectors.

-/

La generacié de models murins nrf2”" va evidenciar que I'expressido de Nrf2 no és

necessaria pel creixement i el desenvolupament, ja que els animals presentaven un
desenvolupament normal'®. Aquest model animal va permetre evidenciar que la
deficiéncia en Nrf2 provoca una susceptibilitat augmentada front a la toxicitat de

xenobiotics i estressors ambientals. Aquests animals presenten expressions basal i

induible baixes de gens citoprotectors en una gran varietat de teixits: fetge'’> 242%¢,

pulmons'™® %728 tracte intestinal'™® 8% 26 cervell®%?®' pell?®?, rony¢? 264

266

. melsa®®
26 eritrocits?®® o epiteli retinal®®” (Figura 23). Per tant, en els darrers anys, Nrf2 s’ha
postulat com una potencial diana terapéutica interessant pel tractament o la prevencio
de la malaltia'"® ??® 2%8: cal esmentar que aquestes aproximacions s’han dut a terme de

manera especial en relacié al cancer®®.

Nrf2 s’ha suggerit també com un regulador critic de 'homeostasi cardiovascular, a
través de la supressio de I'estrés oxidatiu que constitueix el principal factor causant del
desenvolupament i la progressi6 de les malalties cardiovasculars, com
I'aterosclerosi'®. Per tant, també en aquest cas es postula com una atractiva diana
terapéutica pel tractament de la malaltia cardiovascular'®®. Nrf2 s’expressa de manera

ubiqua al sistema cardiovascular'®®.
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Figura 23. Nrf2, un protector multi-organ. Nrf2 protegeix diferents tipus cel-lulars (pulmons, fetge,
ronyo, estdmac, intesti prim, sistema nervids central, cél-lules de la melsa, macroéfags, eritrocits i I'epiteli
retinal) augmentant de manera coordinada I'expressié de gens classics de la detoxificacié i I'antioxidacié
regulats per ARE. Nrf2 contribueix a la proteccié cel-lular augmentant la resisténcia cel-lular als potencials
insults perjudicials que es produeixen durant el funcionament normal cel-lular. (Figura adaptada de Lee
JM et al. FASEB J 2005; 19: 1061-6).

A nivell de les cél-lules endotelials, la induccid de la via Nrf2-ARE inhibeix I'expressié

de citoquines proinflamatories (com MCP-1 i VCAM-1) en resposta a diferents

210212 També, disminueix la citotoxicitat i

estimuls, aixi com I'adhesi6 monocitica
'apoptosi induida per l'estrés oxidatiu. A més, l'activacié de Nrf2 pot revertir la
disfuncié endotelial induida per situacions com la hiperglicémia?”®. En conjunt, els
estudis trobats suggereixen que la via Nrf2-ARE desenvolupa un paper important en la

regulacio de la funcié de I'endoteli.

A les ceél-lules musculars llises, l'activacio de la via de senyalitzacié Nrf2-ARE en
resposta a estimuls de I'estrés oxidatiu provoca I'expressio de la bateria de gens de la
defensa antioxidant, entre els que s’inclouen els habituals HO-1, A170 i Prx I’ 27° La

induccid de la via augmenta la supervivéencia d’aquestes cél-lules, ja que no Unicament

276

es combat l'estrés oxidatiu, sind també [I'estrés del reticle endoplasmatic™.

Addicionalment, s’ha observat que I'activacié de Nrf2 inhibeix la proliferacié de les

cél-lules musculars llises®" ",
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En relacié a l'altre tipus cel-lular implicat en la formacié de la lesié aterosclerotica, els
macrofags, la induccié de I'activacio de Nrf2 controla I'expressié de la bateria de gens
de la defensa antioxidant, que també inclou HO-1, A170 i Prx 1'%, Nrf2 representa un
factor de transcripcio clau en la regulacioé de la defensa antioxidant en els macrofags,

perqué els protegeix de les respostes proinflamatories i els efectes oxidants?’®2".

Ishii i col-laboradors van observar que les LDLox i l'aldehid 4-HNE provocaven
'activacio i 'acumulacié a nucli de Nrf2 en macréfags murins. Com a resultat de
l'activacio de Nrf2, es promovia I'expressid de gens regulats per ARE, directament
implicats en la maquinaria de la defensa antioxidant. Perd, també es va observar la
induccié de l'expressio del receptor scavenger CD36, el principal receptor per la

captaci6 de les LDL modificades oxidativament’*.

Estudis més recents amb models animals deficients en Nrf2 han demostrat els
potencials efectes antiaterogénics de Nrf2?®2. La generacidé del model animal de
ratolins doble knockout per Nrf2 i apoE (apoE” nrf2”), als quals sels induia
ateriosclerosi per una dieta rica en greixos, va permetre observar que aquests animals
presentaven una lesié atenuada en comparacié amb els controls deficients en apoE??
(Figura 24). Malgrat la reduccié en la lesi6 aterosclerotica, els animals apoE” nrf2”
presentaven nivells augmentats d’estrés oxidatiu, hipertrigliceridémia i hiperglicémia
23 Els autors d’aquest treball van atribuir la reduccié en l'area de la lesié a la
disminucié en I'expressio de CD36 en la lesid i en els macrofags, cosa que provocava
una menor captacié de LDLox i, consequientment, frenava la formacié de cél-lules

escumoses®?. Segons aquest estudi, 'efecte net de Nrf2 seria proaterogénic.

Figura 24. Imatges de lesions aterosclerdtiques a nivell adrtic d’animals apoE™ i apoE” nrf2”. Els
arteriscs de les imatges delimiten la preséncia de la lesi6 aterosclerotica. Després de 20 setmanes d’estar
sotmesos a una dieta rica en greixos, els ratolins del model animal apoE/' nrf2” presentaven una area de
lesié significativament menor en comparaci® amb els del model apoE/' (extret de Sussan TE i
col-laboradors. PLoS ONE 2008; 3:e3791).
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Un altre estudi més recent, va demostrar que la deleci6 de CD36 no suprimia la
formaci6 de cél-lules escumoses, perd induia I'apoptosi dels macrofags presents a la
lesi6 i la necrotitzacié de la placa®®. Per tant, no estaria clar que I'activacié de Nrf2
sigui 0 no proaterogenica. D’altra banda, un farmac de sensibilitzacié a la insulina amb
efectes antiaterogeénics, la rosiglitazona participa en I'expressié de gens antioxidants
regulats per Nrf2 perqué també té efectes propiament sobre I'expressié de Nrf2'e.
Aquests estudis indiquen que el paper precis de Nrf2 en la patogénesi de
I'ateriosclerosi no esta completament definit i necessitaria de la realitzacié de més

estudis.
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Hipotesi i Objectius
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HIPOTESI

La FABP4 s’expressa en els macrofags durant la seva transformaciéo a ceél-lules
escumoses. Entre altres funcions, la FABP4 pot actuar com antioxidant lipidic atrapant
acids grassos oxidats i, probablement, les molécules que se’n deriven com els
aldehids. Els aldehids provoquen la formacié de cél-lules escumoses. La resposta
cel-lular a 'oxidacio esta dirigida per I'activacioé de diversos enzims antioxidants induits
pel factor de transcripcido Nrf2. Tenint en compte aquests fets, plantegem la hipotesi

seguent:

Els aldehids apolars que es formen com a productes finals de I'oxidacié dels acids
grassos poliinsaturats presents a les LDL indueixen I'expressié de FABP4 a través de
I'activacio del factor de transcripcid Nrf2 en macréfags humans, constituint una etapa
inicial en la formacidé de ceél-lules escumoses liderada per FABP4 en resposta a la

oxidacio.

OBJECTIU GENERAL

Estudiar la implicacié dels aldehids apolars resultants de I'oxidacié dels acids grassos
poliinsaturats en la regulacié de I'expressido génica i proteica de la FABP4 en
macrofags humans a través del factor de transcripcid Nrf2 i les vies de senyalitzacio

intracel-lulars associades.

Objectius especifics:

1. Demostrar que els aldehids apolars presents a les LDL oxidades augmenten

I'expressio de FABP4 en macrofags.

2. Estudiar el promotor de la FABP4 per trobar possibles llocs d’unio pel factor de

transcripcié Nrf2.

3. Demostrar una implicacio directa de Nrf2 en la regulacié de FABP4.
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4. Demostrar que els aldehids son activadors de Nrf2.

5. Determinar les vies de senyalitzacio intracel-lular implicades en I'activacié de

Nrf2 en resposta als aldehids.

6. Comprovar aquesta via en un altre tipus cel-lular present a la placa i que també

evoluciona a ceél-lula escumosa per I'accié de les LDLox.

7. Analitzar I'estat d’activacié de Nrf2 a nivell sistémic ex vivo i relacionar-ho amb

els nivells circulants de FABP4.
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Materials i metodes
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La Unitat de Recerca en Lipids i Arteriosclerosi (URLA) en qué s’ha desenvolupat
aquesta tesi treballa segons els requisits de la norma internacional ISO 9001:2008 (N.
registre certificat 0.04.09025), dins I'abast del Sistema de Gestio de la Qualitat de
Recerca, Desenvolupament i Innovacio (SGQ d’R+D+l) de la Universitat Rovira i Virgili.
L’objectiu d’aquesta politica és el desenvolupament d’'una recerca de qualitat que
permeti assolir un grau més elevat de reconeixement i visibilitat a nivell internacional

dins 'ambit de la investigacio.

En aquest apartat, es descriu la metodologia emprada en la realitzacié de la tesi. Es
presenta una descripcid metodologica i s’inclouen els Procediments Normalitzats de
Treball — Procediments Operatius 0709 (PNT-PO0709-URLA-xx), associats a les
técniques d’acord amb la norma ISO 9001:2008.

1. Estudi in silico de la sequiéncia del promotor del gen FABP4 huma

L’analisi del promotor d’'un gen és un pas essencial per la caracteritzacidé dels seus
mecanismes de regulacio, ja que permet la identificacié de potencials llocs d’unié per
factors de transcripcié. De la regulacio del gen de la FABP4 humana esta ben establert
el paper dels activadors de PPARY; i, també certa participacio de NF-kB, tot i que en
aquest cas no s’han arribat a descriure llocs de reconeixement concrets al promotor
del gen®* 52 68 285 Conseqiientment, per estudiar els possibles factors de transcripcio
implicats en la regulacié de la transcripcié del gen FABP4 huma, es va realitzar un

estudi in silico de la seqiéncia del promotor d’aquest gen.

La sequéncia del promotor es va obtenir accedint a la base de dades Nucleotide a
través de la pagina web del PubMed. L’entrada de la seqtiéncia del promotor del gen
FABP4 de Homo sapiens es correspon amb el GenBank accession number AJ627200.
La sequéncia va ser dipositada al European Molecular Biology Laboratory per Rival i
col-laboradors I'any 2004%2. Situa el promotor a la localitzacié cromosomica 8qg21 i

consta de 5403bp en upstream al lloc d’inici de la transcripcié del gen.

L’analisi es va efectuar mitjangant el programari Matlnspector accessible on-line a

través de la plataforma Genomatix (http://www.genomatix.de). ElI Matlnspector

identifica llocs d’unié per factors de transcripcié en sequéncies nucleotidiques utilitzant

una biblioteca de sequéncies consens per diferents matrius (vertebrats, insectes,
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plantes, fongs, nematodes, bactéries)*®. En el nostre cas, com es tractava de I'analisi
del promotor d’'un gen huma es va escollir la matriu de vertebrats. L’analisi de la
sequéncia del promotor de la FABP4 es va fer seguint el protocol especificat al PNT-
PO0709-URLA-38. La biblioteca Matrix Family Library a partir de la qual realitza
’'analisi s’actualitza periddicament. L’analisi del promotor de la FABP4 s’ha repetit per
cada nova versio de la biblioteca. La darrera versié de la biblioteca accessible amb

qué s’ha realitzat I'analisi és la versio 8.2 del gener de 2010.

En aquesta versid, la familia en qué s’inclou el factor de transcripcié Nrf2 és la
denominada V$AP1R, i considera els factors AP1 i les proteines Maf. Concretament,
aquesta familia inclou 11 membres: VEBACH1.01 (BTB/POZ-bZip transcription factor
BACH?1 forms heterodimers with the small Maf protein family), VS BACH2.01 (Bach2
bound TRE), VSMAFA.01 (Lens-specific Maf/MafA-sites), VSMARE.01 (Maf response
elements, half sites), VSMARE.02 (Binding sites for homodimers of large Maf-proteins),
VSMARE.03 (Binding sites for heterodimers with small Maf-proteins),
VSMARE_ARE.O1 (Antioxidant response elements), VSNFE2.01 (NF-E2 p45),
VSNRL.01 (Neural retinal basic leucine zipper factor (bZIP)), V$TCF11MAFG.01
(TCF11/MafG heterodimers, binding to subclass of AP1 sites), VEVMAF.01 (v-Maf). La
longitud de les seqliéncies en qué es troben contingudes les seqliéncies consens pels
factors de transcripcio de la familia VSAP1R és de 21bp. En el cas de la seqliéncia
especifica pels llocs ARE, VSMARE_ARE.01, les caracteristiques de la base de dades

son:

- Random Expectation (re-value) inferior a 0.01 coincidéncies per 1000bp
(<0.01). Aquest valor proporciona un valor estimat del numero de coincidéencies
per cada 1.000 parells de bases d’'una seqliéncia a I'atzar; un valor baix indica
una matriu restrictiva. Per tant, es minimitzen els falsos positius.

- Optimized matrix threshold: 0.76. Mostra que el valor llindar del grau de

similitud per la deteccié d’un possible lloc d’uni6 és del 76%.

El registre gratuit al programari Matlnspector no ens permet 'accés a la base de dades
MatBase que és on es troba informacié detallada de les seqiéncies amb qué es
realitza I'analisi. L’any 1991, Rushmore i col-laboradors van definir la sequéncia
consens dels llocs ARE com: 5-TGAChnnGC-3"""",
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2. Cultiu de cél-lules THP-1

La linia cel-lular THP-1 de monocits humans procedents d’'una leucémia monocitica
aguda es va obtenir a partir de la German Collection Microorganisms and Cell Cultures
— DSMZ (#ACC 16). A partir de l'aliquota original, les cél-lules es van fer créixer en
suspensio en flascons T75 (Nunc EasYFlasksTM Nunclon A, #156499) i es van fer
aliquotes estoc per descongelar amb posterioritat per realitzar els subcultius i els
diferents blocs d’experiments. Periddicament, els cultius de cél-lules THP-1 en estat de
monocit van ser testats per descartar possibles contaminacions per micoplasma amb
el kit comercial VenorGeM Mycoplasma Detection Kit (Minerva BioLab) basat en una

PCR convencional.

Els experiments que es presenten van ser realitzats en cél-lules THP-1 en estat de
macrofag. La diferenciacié de monocits a macrofags es va dur a terme seguint les
especificacions indicades en el PNT-PO0709-URLA-13. El tipus de plaques en qué
s’induia la diferenciacié6 de les cél-lules variava en funcié del tipus de mostra a
processar. En els experiments per valorar efectes sobre I'expressié genica, les
cél-lules es cultivaven en plaques de 6 pous Nunclon A Surface 6-wells multidishes
(#140675 — Nunc). A partir de les cél-lules, s’obtenien els lisats cel-lulars per I'extraccio
del RNA total (PNT-PO0709-URLA-29) a partir del qual es determinava I'expressio
génica mitjancant RT i PCR a temps real (PNT-PO0709-URLA-33, PNT-PO0709-
URLA-30). En els experiments per avaluar I'expressio proteica, les plaques utilitzades
van ser de 10cm @ Nunclon A (#150350 — Nunc). Aquest tipus de plaques de tamany
superior permetia I'obtencidé d’extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques (PNT-
PO0709-URLA-10) amb una concentracié adequada per dur a terme els procediments
experimentals associats. En ambdds tipus d’experiments, es recollia el medi de cultiu
previ a linici del processament de les cél-lules i es guardava en aliquotes
convenientment etiquetades al congelador de -80°C. En el cas dels experiments
d'immunoprecipitacié de la cromatina, les cél-lules es van diferenciar en 2 flascons T75
(Nunc EasYFlasksTM Nunclon A, #156499) per cada condicié (150cm?/condicié). Ja
que aquesta técnica requereix una quantitat elevada de cél-lules perqué s’ailla la

fraccio nuclear de la qual s’obté la cromatina.

Els diferents reactius amb qué es realitzen totes les incubacions dels procediments
experimentals que es presenten, tenien com a vehicle el dimethyl sulfoxide (més
conegut per I'acronim DMSO). Aquest compost organosulfur és d’as molt freqlient com

a dissolvent per la seva elevada capacitat de solubilitzacié tant de compostos polars
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com apolars, perd pot esdevenir toxic per les cél-lules si se supera el percentatge
llindar de 0.1%. En les diferents incubacions plantejades, es va tenir en compte aquest
aspecte i es van preparar solucions mare 10.000 vegades concentrades. D’aquesta
manera, en preparar el medi d’incubacié calia realitzar una dilucié 1:10.000 (per
exemple, 1ul per cada 10ml de medi, un 0.01%). Amb aquesta mesura s’assegura que
el percentatge de DMSO que s’afegeix al medi és inferior al limit. L’efecte de les
diferents incubacions de cada condicié experimental sobre la viabilitat cel-lular es va
avaluar mitjangant un assaig quimioluminiscent que a través de la valoracié de la
preséncia d’ATP indicava el grau d’activacié metabolica cel-lular (PNT-PO0709-URLA-
37). En aquest cas, el tipus de plaques que es van utilitzar van ser de 96 pous
(Nunclon A Surface 96-wells multidishes, #167008 — Nunc) perqué permet testar un
nombre més elevat de condicions en un mateix lot amb un relatiu baix nombre de
cél-lules. En cada disseny experimental, es van realitzar un minim de tres experiments
independents. Els diferents procediments experimentals d’incubacié amb les diferents

condicions dels macrofags THP-1 realitzats es presenten detalladament a continuacio.

2.1. Incubacions amb aldehids apolars: DDE i hexanal

Com a resultat de la modificacié oxidativa de les LDL, es produeixen una série de
molécules: oxisterols, lisofosfatidilcolina, hidroperoxids i, els productes finals de
I'oxidacié dels acids grassos poliinsaturats, els aldehids®®’. El nostre grup disposa
d’'una gran experiéncia en I'estudi dels efectes dels aldehids apolars en la patogénia
de l'ateriosclerosi. Els aldehids apolars es troben a les LDL oxidades i a les lesions
ateriosclerotiques humanes''®. Els aldehids apolars estudiats son el 2,4-decadienal
(DDE) i 'hexanal (HEX), derivats principalment de 'oxidacio dels acids araquidonic i
linoleic (Figura 25). L’hexanal és l'aldehid que es forma de manera majoritaria en

I'oxidacié de les LDL. En canvi, el DDE, malgrat ser menys abundant, duu a terme més

efectes perqué la seva activitat bioldgica és més elevada''*""°,

Figura 25. Estructura quimica del 2,4-decadienal (DDE) (esquerra) i de I'hexanal (HEX) (dreta).
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2.11.

2.1.2,

2.1.3.

Valoracio de I'efecte de la incubacié amb aldehids sobre la transformacid

a ceél-lules escumoses

L’objectiu d’aquests experiments va consistir en valorar l'efecte en els
macrofags d’'una exposicié perllongada als aldehids sobre I'evolucié fenotipica
a cél-lula escumosa. Els macréfags THP-1 es van incubar amb DDE 5uM i HEX
10uM. EI medi dincubacié de les cél-lules es renovava diariament: se
substituia per medi amb una nova dosi dels aldehids. Les concentracions
d’'incubacié dels aldehids van ser més baixes en comparacié amb les utilitzades
en treballs previs del grup'*""®. Pero, es va considerar més adient treballar a
concentracions baixes perqué es poguessin realitzar un numero superior de
renovacions de dosi a les cél-lules, sense produir toxicitat. |, d’aquesta manera
monitoritzar I'evolucié de les cel-lules per efecte de la incubaci6 amb els
aldehids. ElI nombre total de dosis que van rebre les cél-lules va ser de 6.

Després del tractament, les cél-lules es van lisar per obtenir el RNA total.

Estudi dosi-resposta dels aldehids per definir la concentracioé per les

incubacions dels experiments

Per definir la concentracioé dels aldehids per les incubacions a realitzar, es van
confeccionar corbes dosi-resposta per valorar l'efecte de diferents
concentracions de DDE i HEX sobre I'expressié proteica de FABP4. Els
macrofags THP-1 es van incubar durant 24h amb les diferents concentracions,
es van obtenir els extractes de proteines de la fraccié citoplasmatica. El rang de
concentracions de DDE testades va ser: 5, 10 i 25uM; en el cas del HEX, va
ser: 10, 25, 50 i 100pM.

Estudis temps-resposta a partir de la concentracioé definida dels aldehids

Es van realitzar diferents experiments en qué es va valorar I'efecte de les

incubacions amb els aldehids al llarg del temps.

Per valorar I'expressié de proteina FABP4 al llarg del temps, els macrofags
THP-1 es van incubar de 0-24h amb DDE 10uM. Les cél-lules es van lisar i es

van obtenir els extractes de proteines citoplasmatiques.
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2.1.4.

Els nivells de mRNA de FABP4 es van determinar a partir de la incubacié dels
macrofags THP-1 amb DDE 10uM en una cinética compresa entre 0 i 20h. El
RNA total es va extreure per analitzar posteriorment. La diferéncia temporal
existent entre les cinétiques de RNA i proteina es correspon amb I'existent

entre els processos de transcripcio i traduccio.

La cinética de l'activacié del Nrf2 es va dissenyar per estudiar temps curts, de 0
a 3 hores; ja que en tractar-se d’un factor de transcripcio, I'activacié es produeix
de manera rapida. Els macrofags THP-1 es van incubar amb DDE 10uM i HEX

100uM per a I'obtencio dels extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques.

En relaci6 a la cinética de les proteines quinases de les cascades de
senyalitzacié PI-3k/Akt i ERK-MAPK, els macrofags THP-1 es van incubar amb
DDE 10uM conformant una cinética que caracteritzés una activacié molt rapida
(temps <1h), tan propia d’aquestes vies com la monitoritzacié de I'evolucié i el
retorn a nivells basals de temps més llargs (maxim de 8h). Les cél-lules es van
processar per a lobtencid dels extractes de proteines de la fraccid

citoplasmatica.

Efecte de la inhibicio de la transcripcié i la traduccio

Per determinar I'efecte sobre I'expressié génica de FABP4, es va realitzar un
pretractament de 1 hora amb un inhibidor de la transcripcié o de la traduccio
(veure punts 2.4 i 2.5 de I'apartat de “Materials i métodes”). Seguidament, es
van incubar amb DDE 10uM durant 3h, per a I'obtencié del RNA total.

També es va fer servir el temps d’incubacié de 3 hores amb DDE 10uM
després del pretractament de 1 hora amb l'inhibidor de la traduccié (veure punt
2.4 de l'apartat de “Materials i métodes”) realitzat sobre els macrofags THP-1
per valorar I'obtencié dels extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques on

valorar I'efecte sobre la sintesi de novo de proteina Nrf2.
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2.1.5. Estabilitzacio del mRNA de FABP4

L’estudi de I'estabilitzacié del mRNA es va realitzar incubant els macrofags
THP-1 amb DDE 10uM durant un temps fix de 3h. Passat aquest temps, es va
incorporar al medi d’incubacié I'inhibidor de la transcripcié (veure punt 2.5 de
l'apartat de “Materials i métodes”) fins un temps maxim de 4 hores. Les

cél-lules es van lisar per obtenir-ne el RNA total per analitzar posteriorment.

2.2. Incubacions amb el control positiu de I’expressié de FABP4: BRL

Una TZD prototipica és el BRL 49653 (també anomenat rosiglitazona) (Figura 26)'°.
El BRL es va utilitzar com a control positiu de I'expressié de FABP4, perqué esta ben
establerta la seva regulacié per part dels agonistes PPARy?*> %8289 | es incubacions
es van realitzar amb BRL 1uM. A continuacio es presenten els experiments en que es

va incubar amb 'agonista PPARYy.

Figura 26. Estructura quimica del BRL 49653.

2.2.1. Valoracio de l’efecte de la incubacio sobre la transformacié a cél-lules

escumoses

Paral-lelament a les incubacions amb els aldehids, es va utilitzar el BRL. El
medi d’'incubacioé de les cél-lules es va renovar diariament, fins un total de 6
dies. Per tant, les cél-lules van rebre 6 dosis de BRL 1uM. Després del

tractament, les cél-lules es van lisar per obtenir el RNA total.
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2.2.2. Efecte sobre I’expressié génica i proteica de FABP4

Els macrofags THP-1 es van incubar amb BRL 1uM per tenir un control positiu
en les expressions génica i proteica de FABP4. Per I'expressié génica, la
incubacio va ser de 20h i es van obtenir els lisats de RNA. En I'expressié de
proteina FABP4, els macrofags es van incubar durant 24h. Després de la
incubacio, les cél-lules es van processar per obtenir els extractes de proteines

citoplasmatiques.

2.3. Incubacions amb el control positiu de [I'activacié de Nrf2: t-butyl

hydroquinone

El tert-butylhydroquinone (tBHQ) és el principal metabolit del 3-tert-butylhydroxyanisole
(BHAY*® (Figura 27), que ha estat ampliament utilitzat durant anys com a antioxidant
per preservar i estabilitzar les propietats dels aliments®" %2, El tBHQ és un compost
organic aromatic que indueix els enzims detoxificadors de fase Il a través de I'activacio
Nrf2. Per tant, en constitueix un control positiu i, com a tal, es va utilitzar en algun dels

experiments que es van realitzar.

HO OH

Figura 27. Estructura quimica del tert-butyl hydroquinone (tBHQ).

La concentracié utilitzada per les incubacions amb el tBHQ es va extreure de la
bibliografia i va ser 50uM. A continuacié es presenten els experiments en qué es va
incubar amb el tBHQ.
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2.31.

2.3.2.

Efecte sobre I’expressié génica i proteica de FABP4

Els macrofags THP-1 es van incubar amb tBHQ 50uM per valorar I'efecte sobre
les expressions génica i proteica de FABP4. Per l'expressié génica, la
incubacio va ser de 20h i les cél-lules es van lisar per obtenir el RNA total. En
I'expressio de proteina FABP4, els macrofags es van incubar durant 24h i es

van processar per a I'obtencié dels extractes de proteines citoplasmatiques.

Efecte sobre I’activacio de Nrf2

L’activacié de Nrf2 induida per la incubacio amb tBHQ 50uM va ser utilitzada

com a control positiu en 2 blocs d’experiments.

En els experiments per la determinacié de I'activacié del factor de transcripcio i
si aquesta requeria la sintesi de novo, els macrofags THP-1 eren pretractats o
no amb CHX 10upg/ml durant 1 hora i, seguidament, en el mateix medi del
pretractament s’incorporava el tBHQ 50uM durant 3 hores més. Després del
temps d’incubacié amb l'estimul, les cél-lules es processaven per a I'obtencid

d’extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques.

L’obtencié de la cromatina per I'experiment de la immunoprecipitaciéo de la
cromatina amb anticds contra Nrf2 es va realitzar a partir de macrofags THP-1

cultivats en flascons T75 que es van incubar durant 3 hores amb tBHQ 50uM.

2.4. Incubacions amb l'inhibidor de la sintesi proteica: cicloheximida

La cicloheximida (CHX) és un inhibidor de la sintesi proteica en organismes eucariotes

(Figura 28), que esta produida pel bacteri Streptomyces griseus. Actua bloquejant

I'elongacio de la cadena polipeptidica, perqué interfereix el pas de la translocacio

ribosomal, quan es produeix el moviment de dues molécules de RNA de transferéncia i

una de RNA missatger en relacié al ribosoma. La CHX es va utilitzar en dos

experimentals diferents.
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2.41.

2.4.2,

Figura 28. Estructura quimica del inhibidor de la sintesi proteica cicloheximida (CHX).

Valoracio de la sintesi de novo de Nrf2

En aquest tipus d’experiment, es va determinar si la sintesi de novo de proteina
Nrf2 era necessaria per I'activacié d’aquest factor de transcripcid induida en
resposta a I'estimul oxidant (tBHQ 50uM o DDE 10uM). Es va realitzar un
pretractament dels macrofags amb CHX 10ug/ml durant 1 hora i, seguidament,
en el mateix medi del pretractament s’incorporava I'estimul oxidant (DDE o
tBHQ). Després del temps d’incubacid6 amb [l'estimul, les cél-lules es
processaven per a lobtenci6 dextractes de proteines nuclears i

citoplasmatiques.

Valoracio de la sintesi de novo de proteines implicades en la transcripcié

En aquest altre tipus d’experiment, la CHX es va utilitzar per determinar si
I'efecte de les incubacions sobre I'expressid génica de FABP4 requeria de la
sintesi de les proteines implicades en la maquinaria de la transcripcid. Les
cél-lules es van pretractar durant 1 hora amb CHX 10ug/ml i, seguidament, es
va incorporar I'estimul al medi de la preincubacio durant 3 hores. Les cél-lules

es van lisar i per extreure’n el RNA total.

2.5. Incubacions amb l'inhibidor de la transcripcié: actinomicina D

L’actinomicina D (Act D) és un antibidtic polipeptidic que s’ailla a partir dels bacteris

del génere Streptomyces (Figura 29). S'utilitza com a inhibidor de la transcripcio

perqué s’intercala al DNA, produeix una obstruccid fisica al complex transcripcional

que dirigeix la RNA polimerasa i impedeix I'elongacié de la cadena de RNA%*. L’Act D

es va utilitzar en dos dissenys experimentals diferents.
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2.5.1.

2.5.2,

Figura 29. Estructura quimica de I'inhibidor de la transcripcié actinomicina D (Act D).

Efecte de la inhibicio de la transcripcid sobre la induccié6 de mRNA de
FABP4

L’Act D es va utilitzar per bloquejar la transcripcio i determinar I'efecte de la
incubacié de l'aldehid sobre I'expressié génica de FABP4. Les cél-lules es van
pretractar durant 1 hora amb Act D 5ug/ml i, seguidament, es va incorporar al
medi de la preincubacio I'aldehid que es va incubar durant 3 hores més. EIl RNA

total es va obtenir a partir de la lisi de les cél-lules.

Estabilitzacio del mRNA de FABP4.

En aquest experiment es va valorar I'increment de la vida mitjana/estabilitat del
MRNA de FABP4 per efecte de l'aldehid. Els macrofags es van incubar durant
un temps fix de 3 hores amb l'aldehid o el vehicle i, seguidament, es va
incorporar I'Act D 5ug/ml al medi. Els temps d’incubacié amb I'Act D van ser:
0.5, 1, 2i 4 hores. En aquests punts, les cél-lules es lisaven per a 'obtencio del
RNA total.

3. Citotoxicitat

A l'apartat 2, s’han descrit les condicions amb qué es van tractar les cél-lules en els

experiments realitzats. L’afectacié sobre I'estat metabolic de les cél-lules es va

determinar mitjancant el kit Cell Titer-Glo Luminiscent Cell Viability Assay (Promega)

que és un assaig quimioluminiscent que detecta els nivells d’ATP (PNT-PO0709-

URLA-37). A la figura 30, es presenten els resultats obtinguts en el test. Com es pot

observar, es va evidenciar que cap de les condicions d’incubacié afectava

negativament el metabolisme cel-lular (Figura 30).
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condicié d’incubacio condicié d’incubacio
0 - 6 tBHQ 50uM, 24h
1 medi sense estimul afegit 7 Act D 5ug/ml, 1h + DMSO, 3h
2 DMSO 8 Act D 5ug/ml, 1h + DDE 10uM, 3h
3 DDE 10uM, 24h 9 CHX 10pg/ml, 1h + DMSO, 3h
4 HEX 100uM, 24h 10 CHX 10ug/ml, 1h + DDE 10uM, 3h
5 BRL 1uM, 24h 11 CHX 10pg/ml, 1h + tBHQ 50uM, 3h

Figura 30. Resultats de I'assaig de citotoxicitat amb el Cell Titer-Glo Luminiscent Cell Viability
Assay (Promega). Els macrofags THP-1 es van incubar segons les condicions que es presenten a la
taula superior. A la grafica es representa el percentatge de viabilitat cel-lular per cada condicid
d’incubacié. La condicié 0 es correspon a la situacié en abséncia de cél-lules. Prenent com a referencia la
condicié nimero 1 corresponent a les cel-lules amb medi sense cap estimul afegit, no es van observar

diferéncies significatives de cap de les condicions d’incubacio en relacio a la referéncia.

4. Determinacié de I'expressié génica. Aillament del RNA. RT i PCR a temps

real.
4.1. Aillament i quantificacié de RNA total

En els experiments destinats a la valoracié de I'expressié génica, després de realitzar
les diferents incubacions segons el protocol de cada disseny experimental es van
processar les ceél-lules per l'aillament del RNA total. El procediment metodologic
realitzat es detalla al PNT-PO0709-URLA-29. S'utilitza I'equip ABI PRISM™ 6100
Nucleic Acid PrepStation (Applied Biosystems) que és un sistema dissenyat per a
I'aillament i la purificacié d’acids nucleics a partir de diverses matrius bioldgiques. En

aquest s’adapta una placa de 96 pous en qué cada pou és realment una columna que
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conté un filtre. Després d’hidratar el pou, es dispensa la mostra del lisat cel-lular i el
RNA queda retingut al filtre per afinitat. Aleshores, s’inicia un procés de rentats amb
dues solucions de rentat diferents amb l'objectiu de purificar-lo. L’aparell en qué
s’integren les columnes és un sistema de bomba de buit que facilita el procés de rentat
i purificacid. EI RNA purificat es recupera eluint amb una solucié que allibera la

retencio al filtre.

La determinacio de la concentracié del RNA extret es va realitzar mitjangant la lectura
de la fluorescéncia emesa pel fluorocrom del kit comercial Quant-iT RNA Assay
(Invitrogen) en el fluorimetre Qubit (Invitrogen). El fonament de la técnica rau en qué el
fluorocrom s’uneix de manera especifica al RNA formant un complex que s’excita a
644nm i emet a 673nm. La fluorescéncia emesa és extremadament lineal en el rang 0-
100ng. El procediment experimental es detalla al PNT-PO0709-URLA-31.

4.2. RTiPCR atemps real

La RT i PCR a temps real és una técnica que permet valorar quantitativament
I'expressié d’un determinat gen**?%. Es una adaptacié de la PCR tradicional, ja que el
punt de partida de la reacci6 és RNA de cadena simple enlloc de DNA de doble

cadena.

4.2.1. RT: transcripcio inversa

La transcripcid inversa (coneguda per I'abreviacié RT de les inicials en anglés,
Reverse Transcription) constitueix la primera etapa de la RT i PCR a temps real. El
RNA de cadena simple inicial es transcriu inversament a cDNA de cadena doble.
Aquesta reaccio es produeix per I'accié d’'un enzim, la transcriptasa inversa (reverse
transcriptase o RNA-dependent DNA polymerase). Aquest enzim funciona com una
DNA polimerasa, perd amb la diferéncia que utilitza com a cadena motlle molécules de
RNA de cadena simple enlloc de molécules de DNA. D’aquesta manera s’obtenen els
DNA templates (motlles) a partir dels quals la DNA polimerasa produira les copies en
la segona etapa de la técnica. En el PNT-PO0709-URLA-33, es descriu detalladament

el protocol per la realitzacio de la técnica.
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4.2.2. PCR atemps real

Constitueix la segona etapa per a la determinacié quantitativa de I'expressié d'un
determinat gen. La RT proporciona els productes a partir dels quals es duu a terme la
PCR. Aquesta PCR és a temps real perqué es visualitza a temps real I'estat de
I'amplificacié a mesura que aquesta es va produint. Aquest fet és possible gracies a la

utilitzacié de sondes especials marcades amb fluorescencia.

Com en una PCR tradicional, s'utilitzen un parell de primers complementaris a una
sequéncia definida en cada una de les cadenes del cDNA del gen d’interés. La doble
cadena de cDNA es desnaturalitza, se separen les cadenes i cada primer s’uneix al
lloc complementari de la respectiva sequéncia. De manera addicional a la unié dels
primers, es produeix la unid de la sonda marcada amb una molécula reporter
fluorescent. Al mercat, existeixen diverses possibilitats, en el nostre cas s’empra la

metodologia TagMan.

El principi de les sondes TagMan es basa en l'activitat 5’-3’ nucleasa de la Taq
polimerasa (DNA polimerasa), per hidrolitzar un oligonucledtid hibridat a la zona
d’amplificacié. Les sondes TagMan sén oligonucleotids doblement marcats: a I'extrem
5’, porten unit de manera covalent un fluorocrom reporter (emissor de fluorescéncia de
longitud d’ona baixa, normalment verda); i, a 'extrem 3’, es troba unit un fluorocrom
quencher (emissor de fluorescéncia de longitud d’ona alta, normalment vermella)
(Figura 31). Mentre la sonda es troba hibridada al cadena motlle de DNA, la molécula
quencher bloqueja I'emissio de fluorescéncia per part de la molécula reporter. Aquesta
situacid de bloqueig de I'emissid fluorescent fet es déna per un fenomen anomenat
Féster resonance energy transfer (FRET) donat per la proximitat existent entre els dos

fluorocroms (<10nm).

fluorocrom
QUENCHER

@ 9

sonda TagMan

Figura 31. Esquematitzacié de I'estructura de la sonda TagMan.
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Quan la Taq polimerasa, que van duent a terme la reaccié d’amplificacié a partir dels
primers especifics, arriba al punt en qué es troba amb la sonda hibridada al DNA, per
efecte de la seva activitat 5°-3’ exonucleasa inherent, la degrada. La degradacié de la
sonda allibera el fluorocrom reporter, s’elimina el bloqueig exercit pel quencher i es
permet 'emissio fluorescent (Figura 32). La fluorescéncia detectada és directament
proporcional al fluorocrom reporter alliberat i a la quantitat de DNA motlle present a la
PCR. El termociclador en qué es realitza la PCR a temps real disposa d’un llindar de
deteccio de fluorescéncia, per sota del qual no pot discriminar entre I'amplificacié
produida i el soroll de fons. D’altra banda, el senyal de fluorescéncia augmenta a
mesura que es produeix I'amplificacié i l'instrument adquireix dades durant el pas
d’'unio dels primers de cada cicle. El nombre d’amplicons assoliran el limit de deteccié
de fluorescencia després d’'un determinat cicle, que estara en funcié de la concentracio
inicial de la sequeéencia diana de DNA. Aquest cicle s’anomena threshold cycle (Ct).

Com més alta és la concentracio inicial de DNA diana, més baix és el valor del Ct.

primer

forward M
| -

* T T G
R UL L L S 0 S Ry 4

primer
reverse

5 3

3 5

/7 ,

\__ \ productes

7\~ degradacié
N exonucleasa

“TTTTTTTITITITITITIT productes
PCR

Figura 32. Esquema de la PCR a temps real mitjangant la metodologia TagMan.
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A la Figura 33 es mostra la localitzacio dels lloc on s’uneixen els primers i la sonda

TagMan en el gen de la FABP4.

human:8:82553481-82558004 chig Q
At e—
FAEP4
b
TagMan GeX Assays: = ", T
L
= =
NM_D01442 2 [ = — ==

' : : : :
00 2000 2000 1000 ne: 0

82554004 82555004 82556004 82557004 chmom

OE3-TagMan Assay | [ - show GenBank mRNAs Applied
exons - [l coding region . Biosystems

Figura 33. Esquema dels llocs d'unié dels primers de I'assay-on-demand de la FABP4 humana al

cromosoma 8 (obtingut d’Applied Biosystems).

En el PNT-PO0709-URLA-30, es descriu detalladament el protocol per a la realitzacié

de la técnica.
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5. Determinacié de I'’expressio proteica. Extraccié de proteines nuclears i

citoplasmatiques. Western blot. Immunofluorescéncia.
5.1. Extraccio de proteines nuclears i citoplasmatiques

En els experiments per valorar I'expressio proteica, les cél-lules es van processar
segons el protocol de I'extraccio de proteines nuclears que es descriu al PNT-PO0709-
URLA-10. Inicialment, aquest procediment experimental estava dissenyat
especificament per a I'obtencié dels extractes de la fraccié nuclear. Pero, durant el
procediment, és possible la recuperacio de la fraccio citoplasmatica. A la Taula 3,

s’indiquen les proteines que es determinaven especificament en cada fraccio.

Taula 3. Relacié de proteines detectades a les diferents fraccions subcel-lulars

FABP4
Akt
pThr308-Akt

fraccio pSer473-Akt

CITOPLASMATICA GSK-3B

pSer9-GSK-3p
ERK

p(Thr202,Tyr204)-ERK

a-TUBULIN
fraccions
CITOPLASMATICA i NUCLEAR ACTINA
Nrf2
fraccio
NUCLEAR LAMIN B receptor

Al punt 5.2.1 de l'apartat “Materials i métodes”, es presenta una comprovacié de la
bona praxi en la preparacio de les diferents fraccions subcel-lulars que es demostra en

abséncia de contaminacid creuada entre elles.

La determinacio de la concentracié de proteines en ambdds tipus de fraccions es va
realitzar per I'assaig colorimétric del métode Bradford; que es basa en el canvi en
'absorbancia maxima del colorant Coomassie (de 465 a 595nm) com a resultat de la

formacié d’un complex amb la proteina®®’.
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5.2. Western blot

El Western blot (o també anomenada Immunoblot de proteines) és la técnica analitica
que es va emprar per analitzar I'expressio de les diferents proteines estudiades en

aquesta tesi, per valorar I'efecte dels diferents tractaments aplicats als macrofags.

Aquesta técnica es compon de diferents passos: 1) preparacié de la mostra i separacio
proteica per electroforesi en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE); 2)
transferencia de proteines de gel a membrana de nitrocel-lulosa; 3) hibridacié de la
membrana per la deteccid6 de proteines especifiques; i, 4) deteccié de la
quimioluminiscéncia. La descripcié metodoldgica de cada un d’aquests passos es
correspon amb els PNT-POQ0709-URLA-03, 23, 46 i 12, respectivament.

Cal esmentar que al PNT-PO0709-URLA-03, s’indiquen els tipus de gels i tampons per
I'dptima separacio de la proteina d’interés. |, en el PNT-PO0709-URLA-46 es presenta

una taula amb les dilucions dels anticossos primaris i secundaris.

La quimioluminiscéncia emesa es va captar amb I'objectiu Nikon AF NIKKOR 50mm
1:1.4D de la camera CCD acoblada a una cambra fosca (VersaDoc 4000 — Bio-Rad
(PNT-PO0705-URLA-62)) i cada imatge va ser guardada en l'ordinador connectat a
I'aparell pel processament posterior. En el procés de captacié de les imatges, es fixa
un temps total d’exposicid i el nombre total d'imatges a captar, que determina la

freqliéncia de captacio.

El cas de I'optimitzacio del Western blot per a la deteccié del factor de transcripcié Nrf2
a nivell citoplasmatic i nuclear es tracta de manera individualitzada en un punt d’aquest
apartat perqué va requerir un desenvolupament metodologic diferent a la resta dels

altres Westerns per la deteccio de les altres proteines de 'estudi.

5.2.1. Controls de carrega en els Western blots

Al punt 7.2 de I'apartat de “Materials i métodes”, es detalla el tractament diferencial
de les dades segons el Western blot concret per l'analisi semiquantitativa dels
resultats. Com a controls de carrega per la normalitzacié de la quantitat de proteina es
van utilitzar l'actina, tant per proteines nuclears com citoplasmatiques, i, la forma no

fosforilada de les proteines quinases per referenciar la corresponent forma fosforilada.
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En aquest punt es vol donar rellevancia a l'optimitzacié dels Western blots per la
deteccio de proteines especifiques de fraccio. En els experiments en qué resulta vital
I'expressio diferencial entre les fraccions citoplasmatica i nuclear d’'una determinada
proteina, com és el nostre cas amb el factor de transcripcid Nrf2, cal confirmar
'abséncia de contaminacido creuada en la preparacid de les diferents fraccions
subcel-lulars. En el punt 5.1 de “Materials i métodes”, s’ha descrit el protocol amb que
es van obtenir els extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques. La integritat dels
extractes preparats es va confirmar per la determinacié de proteines especifiques de

localitzacié subcel-lular: de citoplasma, a-tubulin; i, de nucli, lamin B receptor.

Com es pot observar a la figura 34, I'expressio de lamin B receptor era practicament
indetectable a la fraccid citoplasmatica, mentre que resultava molt evident a la
corresponent de nucli. L'efecte invers es va produir per I'expressié de a-tubulin,
inapreciable a nucli i dexpressid notable a citoplasma. Aquesta comprovacio
confirmava I'abséncia de contaminacié creuada en la preparacié dels extractes. A la
figura, també s’inclou la deteccié d’actina en les mateixes mostres. Com es pot
observar, aquesta proteina s’expressa tant a nucli com a citoplasma. Per tant, resulta

un control de carrega general, perd no serveix per discriminar entre diferents fraccions.

fraccié fraccio
NUCLEAR CITOPLASMATICA
I 1 I 1
lamin B receptor e — —
a-tubulin —_——— — —
aCth1a _————— . T — —

Figura 34. Western blots per la validacié de la preparacié dels extractes de proteines nuclears i
citoplasmatiques. Les mateixes mostres d’extractes de proteines de nucli i citoplasma es van fer servir
per a la deteccidé de les proteines de control de carrega: lamin B receptor (especifica de nucli), a-tubulin
(especifica de citoplasma) i actina (no especifica, detectable tant a nucli com a citoplasma, perqué és una
proteina de citoesquelet cel-lular).
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5.2.2. Optimitzacié de la técnica de Western blot per a la deteccié del factor de

transcripcio Nrf2 a nivell citoplasmatic i nuclear

El factor de transcripcidé Nrf2 huma és una proteina constituida per 605 aminoacids
amb un pes molecular predit d’aproximadament 66kDa. D’acord amb aquestes
caracteristiques, en primer lloc es va considerar que les condicions més adients pel
Western blot eren la utilitzaci6 de gels comercials Tris-Bis 10% i el tampo
d’electroforesi MES. El resultat obtingut es mostra a la imatge de la condicié 1 de la
figura 35. Com es pot observar, la banda majoritaria no s’observava al pes molecular
tedric de 66kDa, sind al voltant de 100kDa, un pes molecular sensiblement superior a
'esperat. En relacié a aquesta discrepancia, vam trobar que Moi i col-laboradors
havien demostrat que la transcripcié i la traduccié del cDNA de Nrf2 produia una
banda d’aproximadament 96kDa quan es visualitzava en gels d’electroforesi'®*. Per
tant, el resultat obtingut en el Western blot coincidia amb I'esmentat a la bibliografia.
En aquest article se suggeria que aquesta discrepancia podria probablement venir
donada per I'abundancia de residus acids de I'estructura primaria de Nrf2, conduint a
una migracié andmala en els gels d’electroforesi SDS-PAGE'®*. En el seglient pas, es
va determinar la conveniéncia de variar la forga idnica del tampd. Es va substituir el
tampdé MES per un de Tris-Glicina i el gel de gradient utilitzat va anar en consonancia
al tampd. La imatge del resultat es mostra a la condicié 2 de la figura 35. En ella es
confirmava que la banda majoritaria anteriorment observada es corresponia amb el
pes molecular de 100kDa i era la corresponent a Nrf2, perqué el tipus de tampé la
separava de manera més adequada. A més, s’intuia que la banda anteriorment
observada, no era una unica banda sind6 que possiblement dues bandes.
Conseqlentment, podiem estar detectant les formes fosforilada i no fosforilada de
Nrf2; perd, calia provocar que aquestes bandes es resolguessin més per poder-les
valorar. Aleshores, mantenint la forga idnica constant, es va passar a utilitzar un gel del
8%. Aquesta actuacié ens va permetre separar encara més les dues bandes que
inicialment s’intuien, perd no estaven suficientment resoltes com perqué la
quantificacié que es realitzés fos correcta (condicié 3 de la figura 35). Finalment, la
disminucié del percentatge fins el 6% va resoldre perfectament les dues bandes
(condicio 4 de la figura 35). L'estudi d’aquestes ens va permetre determinar que la
banda superior corresponia amb Nrf2 fosforilat (>100kDa) i la inferior al no fosforilat
(<100kDa).
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Com a resultat del procés d’optimitzacio les condicions fixades van ser les seguents:

gels no comercials de poliacrilamida al 6% i 1.5mm de gruix; tampd d’electroforesi

comercial Tris-Glycine (Invitrogen Ltd., Paisley, UK).

a0 2 2 08 L pa) | CONDICIO 1
= .
PNI2 + Nrf2 — P v D e e et bt et et | S - 100 gel: Bis-Tris 10%
- 80 tampo: MES
- 60
CONDICIO 2

Nrf2 + Nrf2
P ™~ -100 | gel: Tris-Glycine 4-12%

NS — tampd: Tris-Glycine

Nrf2 CONDICIO 3
p ~~ - Trie- : 0,
Nrf2 _3 A1 L= = - —_ - -100 gel: T’rls Clilycme.SA
S tampd: Tris-Glycine
NS —
CONDICIO 4
pNrf2 ——> - — = -100 gel: Tris-Glycine 6%
Nrf2 ——= — tampo: Tris-Glycine
NS ——>

Figura 35. Imatges corresponents a les diferents proves realitzades per testar diferents
combinacions de gels i tampons per I'optimitzacié del Western blot de Nrf2. La condicié 1 (imatge
superior) es caracteritza per gels comercials Bis-Tris al 10% i tamp6 MES, i permet la deteccié d’una Unica
banda que engloba les formes fosforilada i no fosforilada de Nrf2. En la condicié 2 (segona imatge
comengant per I'extrem superior), es van emprar gels comercials Tris-Glycine de gradient 4-12% i tampd
Tris-Glycine. La banda unica observada en la condicié 1 es comenca a desdoblar. La condicié 3 (segona
imatge comencant per 'extrem inferior) es caracteritza per gels Tris-Glycine al 8% i tampd Tris-Glycine.
En aquesta condicié s’observen dues bandes, no suficientment resoltes com per ser analitzades.
Finalment, en la condici6 4 (imatge inferior) es van utilitzar gels Bis-Tris al 6% no comercials amb tampd

Tris-Glycine i es va aconseguir resoldre suficientment les bandes com per ser analitzades.
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5.3. Immunofluorescéncia

Els assaigs d’immunofluorescéncia es van realitzar en ceél-lules musculars llises
d’arteria coronaria humana (Human Coronary Artery Smooth Muscle Cells, HCASMC).
Aquestes cél-lules procedeixen d’un cultiu primari i es van obtenir a partir de la casa
comercial Cascade Biologics (#C-017-5C, Invitrogen). Es van utilitzar cél-lules després
de 6 subcultius que es van fer créixer directament en Lab-Tek || chamber slides
(#154526 - Nunc) amb medi 231 (#M231500) complementat amb Smooth Muscle
Growth Supplement (SMGS) (#S00725) segons les indicacions recollides en el PNT-
PO0709-URLA-18, fins assolir I'estat de confluéncia.

Les cel-lules es van incubar amb vehicle o DDE 10uM a tres temps determinats 0.5, 3 i
24 hores, per reproduir els resultats de I'activacié de la via senyalitzacié PI-3k/Akt, la
translocacio de Nrf2 fosforilat a nucli i I'expressié de FABP4, respectivament (veure
punt 2.1.3 de l'apartat de “Materials i métodes”). El protocol realitzat pel marcatge
d’immunofluoresceéncia es descriu detalladament al PNT-PO0709-URLA-47. Breument,
després de les incubacions, les cél-lules es van rentar amb una solucié de D-PBS +
0.1% BSA + 2% FBS, es van fixar amb paraformaldehid al 2% en D-PBS i
permeabilitzar amb Trit6 X-100 (D-PBS + 0.1% BSA + 2% FBS + 0.1% trit6). Els
anticossos primaris es van incubar overnight en cambra humida i a 4°C. Els anticossos
primaris i les corresponents dilucions van ser les segients: goat polyclonal anti-
FABP4, 1:10 (#AF1443, R&D Systems); rabbit monoclonal anti-pSer40-Nrf2, 1:200
(#2073-1, Epitomics); rabbit polyclonal anti-pSer473-Akt, 1:50 (#4060, Cell Signaling).
La incubacié amb els anticossos secundaris es va realitzar durant 3 hores en cambra
humida a temperatura ambient. Els anticossos secundaris i les corresponents dilucions
van ser les seglents: anti-rabbit FITC (#111-096 045) i anti-goat PE (#705-116 147),
ambdés en dilucié 1:50 (Jackson ImmunoResearch Laboratories). La tincié dels nuclis
es va fer amb DAPI 300mM durant 5 minuts, just abans d’'afegir el medi de muntatge.
Com a medi de muntatge es va emprar el mowiol. Per captar les imatges es va emprar
el microscopi invertit IX71 (Olympus). Aquest equip esta adaptat per a la captacio
d’'imatges de fluorescencia perquée disposa dels filtres de fluorescéncia apropiats i
porta acoblada una camera digital CCD (DP-71-1-5, Olympus) associada amb un
equip informatic en qué es troba el programari Cell-F mitjangant el qual es controla la

captacio.
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6. Immunoprecipitacié de la cromatina

La immunoprecipitacié de la cromatina (en anglés, Chromatin immunoprecipitation
(ChlP)) és un procediment experimental que s’utilitza per determinar si proteines, com
els factors de transcripcio, es troben associades a regions especifiques del genoma in
vivo en cél-lules o teixits>*®. En el nostre cas, I'objectiu va consistir a demostrar la unié
de Nrf2 al possible lloc d'unié trobat al promotor del gen FABP4. Al punt 2.3 de
'apartat de “Materials i métodes”, es descriu la incubacié dels macrofags per I'assaig
ChIP de Nrf2.

A partir de les cél-lules tractades, el seglient pas del procediment va consistir en el
tractament amb formaldehid. Aquest reacciona amb amines primaries localitzades en
els aminoacids i les bases nitrogenades de les molécules de DNA o RNA, formant una
reticulacioé entre les proteines especifiques i el DNA a que es troba unit. Aleshores, les
cél-lules es lisen i es trenca la cromatina en fragments de mida petita. Tradicionalment,
aquest procés es duu a terme mitjangcant la sonicacié. Perd, recentment s’ha
desenvolupat una nova metodologia que permet realitzar-lo per I'accié enzimatica.
Aquesta va ser la opcié que es va fer servir en el nostre cas, utilitzant el kit comercial
EZ-Zyme™ chromatin prep kit Upstate Biotechnology (Millipore, Bedford, MA, USA). El
complex proteina:DNA va ser immunoprecipitat utilitzant un anticdos especific contra
Nrf2 o un anticos contra RNA polimerasa Il. La immunoprecipitaci6 amb I'anticos
contra RNA polimerasa Il es va fer servir com a control positiu del funcionament del kit.
I, lanticds contra IgG control per descartar una unio inespecifica. El reticulat de DNA i
proteina es va revertir escalfant i les proteines es van eliminar pel tractament amb
proteinasa K. Seguidament, el fragment de DNA es va purificar. Aquests passos es
van realitzar amb el kit EZ ChIP chromatin immunoprecipitation kit també de Upstate
Biotechnology (Millipore, Bedford, MA, USA). El procediment realitzat es descriu de
manera meés detallada al PNT-PO0709-URLA-42.

Els primers dissenyats al voltant del possible lloc ARE (ARE_2) en el promotor del gen
FABP4 van ser els seguents: forward-ARE-FABP4, 5-CTAACAGTTCATCTCAATTC-
3’: i, reverse-ARE-FABP4, 5-GATCCTCAATTCAGTTACTG-3'. Les condicions de la
PCR d’acord amb la temperatura d’annealing dels primers s’inclou al PNT-POQ0709-
URLA-42. EIl kit utilitzat proporcionava uns primers control per assegurar que el
procediment de la immunoprecipitacid havia estat dut a terme correctament. Els
primers control es van fer servir amb la mostra immunoprecipitada amb I'anticds contra

RNA polimerasa Il i amplifiguen una regi6 del gen GAPDH huma: forward, 5'-
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TACTAGCGGTTTTACGGGCG-3; i, reverse, 5-
TCGAACAGGAGGAGCAGAGAGCGA-3'. Les condicions de la PCR d’acord amb la
temperatura d’annealing dels primers es detallen al PNT-PO0709-URLA-42.

Els productes de les PCRs es van separar en un gel PAGE del 15% i la preséncia de
producte d’amplificacié es va detectar tenyint amb el SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen Ltd, Paisley, UK) (PNT-PO0709-URLA-32) i visualitzats utilitzant el
VersaDoc 4000 Imaging System (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Una confirmacié del
bon funcionament del kit es traduiria en la preséncia d’'una banda de pes molecular
166bp en el GAPDH. |, un resultat positiu de la unié de Nrf2 al lloc ARE_2 del promotor

de la FABP4 humana es confirmaria per la preséncia d’'una banda de 153bp.

7. Estudi ex vivo per relacionar els nivells circulants de FABP4 amb I’activacié

sistémica de Nrf2

7.1. Descripci6 dels pacients

Al grup disposem d’una poblaci6 ben caracteritzada de pacients amb obesitat
abdominal i un risc cardiovascular moderat-alt d’acord amb el Framingham Risk Score
(CRV) (5 -20% als 10 anys), perd sense events cardiovasculars previs. Els pacients
eren atesos a la Unitat de Medicina Vascular i Metabolisme de I'Hospital Universitari
Sant Joan de Reus i van ser reclutats per un estudi en qué es valorava el risc
cardiometabdlic i I'efecte de la intervencio terapéutica per dur a terme canvis en l'estil
de vida. A partir dels individus inclosos en l'estudi es va crear una col-leccié de
mostres que esta dipositada al BioBanc de I'Hospital Universitari Sant Joan de Reus.
L’estudi va ser aprovat pel Comité d’Etica i d’'Investigacié Clinica de I'Hospital, i tots els
participants van signar un consentiment informat. En tot moment, se segueix la
normativa vigent de proteccié de dades. Es va demanar als custodis de la col-leccid
accés a les mostres i ens va ser concedit. Aquesta col-leccio disposa de diferents tipus
de mostres. Es van demanar aliquotes de plasma i cél-lules mononuclears aillades a

partir de sang periférica.
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7.2. Determinacio dels nivells circulants de FABP4

Els nivells en plasma de FABP4 es van determinar mitjangant un kit ELISA comercial
(BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Republic) segons es detalla al PNT-
PO0709-URLA-11. La precisié de I'assaig es determina pels coeficients de variacié
intra- i inter-assaig, que van ser de 5.3% i 3.9%, respectivament. Els anticossos
utilitzats en el kit sén altament especifics per la FABP4 humana, cosa que descarta la
possibilitat de reactivitat creuada amb altres proteines de la familia de les FABPs
humanes (FABP1, FABP2, FABP3 o FABP5). La lectura de la placa es va realitzar en
el lector ELISA BioWhittaker KINETIC a la longitud d’ona de 450nm.

Es important indicar que vam determinar els nivells de FABP4 en plasma de totes les
mostres recollides fins el moment d’aquesta col-leccié (N=257) per altres estudis que
s’han dut a terme en el grup. Per tant, per a la realitzacié del nostre estudi ex vivo en
qué es pretenia relacionar els nivells de FABP4 circulant amb l'activacié sistémica de
Nrf2, ens vam servir de les dades de FABP4 préviament obtingudes per I'eleccio dels

individus.

En un histograma, es van representar els nivells plasmatics de FABP4 de tota la
poblacio, per estudiar la distribucié que se seguia i establir uns punts on distingir entre
nivells alts i baixos de concentracio. Es van escollir 20 individus de la col-lecci6 d’acord
amb els punts de tall establerts. Aquests individus es van distribuir en dos grups de 10:
el primer grup amb nivells BAIXOS, FABP4<20ug/l; i, el segon grup amb nivells ALTS,
FABP4>45ugl/l.

7.3. Obtencié i processament de cél-lules mononuclears de sang periférica

L’obtencio de les cél-lules mononuclears de sang periférica (PBMCs) es va fer a partir
de sang recollida en tubs de plasma-EDTA seguint el protocol que es descriu
detalladament al PNT-POO0709-URLA-45. Les cél-lules aillades es van congelar i

guardar al BioBanc fins el moment de processar-les.

El processament de les PBMCs va consistir en I'obtencié dels extractes de proteines
nuclears i citoplasmatiques. Per dur-ho a terme, es va adaptar el protocol del PNT-
PO0709-URLA-10 a les caracteristiques de la mostra. El tractament diferencial de la

mostra va ser el seglent:
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1)  Descongelar les cél-lules i clavar en gel.

2) Traspassar les cél-lules descongelades de cada criotub a un tub conic de
15ml.

3) 1rrentat: afegir D-PBS fred fins a un volum de 12ml.

4)  Centrifugar: 900rpm, 10min, 4°C, rotor oscil-lant.

5)  Eliminar el sobrenedant.

6) 2nrentat: afegir D-PBS fred fins a un volum de 12ml.

7)  Centrifugar: 900rpm, 10min, 4°C, rotor oscil-lant.

8)  Eliminar el sobrenedant.

9)  3rrentat: afegir D-PBS fred fins a un volum de 12ml.

10) Centrifugar: 900rpm, 10min, 4°C, rotor oscil-lant.

11) Eliminar el sobrenedant.

12) Resusprendre el pellet amb 800ul de tampd hipotonic.

En aquest punt es continua segons el PNT enllagant amb el punt de ’'homogeneitzacié
amb l'agulla de 26G;, per fer la disrupci6 mecanica de la membrana cel-lular. Els
volums dels tampons es van adaptar a la quantitat de cél-lules de qué es disposava
per obtenir una concentracid de proteina adequada. El volum de tampd hipotonic

utilitzat va ser 800ul i el de tampé d’extraccio, 80ul.

7.4. Determinacio de I’activacio sistemica de Nrf2

La valoracié de I'activacié a nivell sistéemic de Nrf2 es va realitzar mitjancant el kit
comercial TransAM Nrf2 d’Active Motif. ElI procediment experimental es descriu al
PNT-PO0709-URLA-44. Aquest kit empra la metodologia ELISA adaptada a 'lEMSA, i
ens permet determinar en una determinada mostra la quantitat de Nrf2 activat, és a dir,
fosforilat i capag¢ d’'unir-se a la sequéncia consens ARE que esta immobilitzada a la
placa. En I'estudi realitzat, es va pretendre avaluar aquesta activacié a nivell sistémic.
Per aquesta rad, es van utilitzar els extractes de PBMCs dels pacients amb valors
extrems de FABP4 circulant. La quantitat de proteina utilitzada en la determinacié va
ser de 5ug d’extracte nuclear per mostra. La determinacio en les mostres es va fer per
duplicat, i es va incloure un control positiu del kit per assegurar que la mesura es

realitzava correctament.
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8. Processament de les dades. Analisi estadistica.

8.1. Expressio6 génica

8.1.1. Quantificacio relativa de I’expressié génica: métode del 2722

Les dades obtingudes a partir de la RT i PCR a temps real es van analitzar per
quantificacié relativa utilitzant el métode 224t 2° |’aplicacié d’aquest métode és
possible perqué s’assumeix que les eficieéncies d’amplificacié de FABP4 i GAPDH son
iguals, d’acord amb el disseny dels assays realitzat per la propia casa comercial
(Applied Biosystems User Bulletin No.2 (P/N 4303859)). Aquesta opci6 de quantificacio
descriu el canvi en I'expressié en el gen diana en relacié a una referéncia. S’inclou un
gen de control endogen d’expressid constitutiva que s’utilitza per normalitzar el
producte de la PCR per la quantitat de RNA afegida a la reaccié de transcripcié
reversa. Els resultats d’expressié génica que es presenten en aquesta tesi avaluen
I'efecte de diferent tipus d’incubacions sobre el gen d’'interés que és la FABP4. Com a

control endogen es va fer servir el GAPDH.

Com es calcula el AACt? Els valors Ct sén proporcionats per I'equip en que es realitza
la PCR a temps real. El Ct és el valor llindar de fluorescéncia en qué l'aparell pot
discriminar entre soroll de fons i senyal emesa per efecte de I'amplificacié. Cada
condicié experimental ha d’estar feta com a minim per ftriplicat; i, cada mesura es
llegeix per ftriplicat, a partir del qual obtindrem un valor Ct mitja. També, ens permet
obtenir els valors de la desviacio estandard (SD) i el coeficient de variacio (CV).

Aleshores, a partir de la segiient expressio es calcula el doble diferencial:

AACt = (Ctgen diana — Ctgen controI)X - (Ctgen diana — Ctgen controI)O

on, gen diana: gen d’estudi; gen control: control endogen; X: qualsevol condicié d’estudi; 0: condicié de referéncia
i, el valor obtingut, es canvia de signe i actua d’exponent en base 2.

Amb el métode 22, les dades es presenten com el canvi en nimero de vegades en
I'expressio génica normalitzat a un gen endogen de referéncia i relatiu a una condicioé
control (per exemple, una mostra no tractada o un temps basal). Per aquesta condicio
control, AACt s’iguala a zero i, per tant, 2° és 1. Aleshores, el canvi en nimero de
vegades en I'expressié génica prenent com a referéncia la condicidé control és sempre

-AACt

1, per definicid. Per a les altres condicions, l'avaluacié de 2 indica el canvi en

numero de vegades respecte a la condicié control.
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8.1.2. Tractament de les dades en funcioé de I’experiment

A partir dels resultats obtinguts amb la quantificacio relativa pel métode 274!, 'analisi
posterior de les dades va variar en funcié del tipus de disseny experimental. Es va

distingir entre dos models experimentals: 1) a temps unic; 2) cinética temporal.

8.1.2.1. Model experimental a temps tnic

En aquest tipus d’experiment es valora I'efecte d’'una determinada incubacié en un unic
temps. La referéncia és la incubacié amb el vehicle. Els experiments en qué les dades
es van analitzar segons aquest protocol van ser: 1) Efecte de la repeticié de dosi dels
aldehids sobre I'expressié genica de FABP4; 2) Expressio génica de FABP4 induida
per la dosi definida dels aldehids; i, 3) Efecte del tBHQ sobre I'expressié génica de
FABPA4.

Cal fer una esmena especial en el cas de I'experiment en qué es va avaluar si la
inducci6 de I'expressioé de FABP4 es donava a nivell transcripcional (DDE +/- CHX i +/-
Act D: sobre I'expressié de RNA de FABP4). En aquest cas, les referéncies van ser
dues: 1) el vehicle: per les incubacions de DDE, Act D+vehicle i CHX+vehicle; 2) el
DDE: per les incubacions de DDE+Act D i DDE+CHX.

8.1.2.2. Model experimental de cinética temporal

En la cinética temporal, el punt de referéncia va ser el temps inicial. Els experiments
que seguien aquest model es presenten a continuacié. En la corba temps resposta al
DDE, es van confeccionar dues cinétiques: una per al vehicle i una altra per al DDE.
Com s’ha enunciat anteriorment, en ambdues corbes es va prendre com a referéncia
el temps basal. Per tant, s’obtenia la informacié referent a I'efecte de I'aldehid i del
vehicle en el rang temporal considerar vers el temps basal. Per completar I'analisi i
corregir el possible efecte del vehicle sobre I'expressid génica de FABP4, es va
referenciar cada valor d’expressié produit pel DDE pel corresponent del vehicle per
cada temps. En I'experiment de 'estabilitzacié del RNA induida per I'aldehid, també es
va confeccionar una corba per I'aldehid i una altra pel vehicle. Perd en aquest cas es
van considerar de manera independent. En ambdues cinétiques, cada temps es va

referenciar al temps inicial.
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8.2. Expressio proteica

L’analisi dels resultats dels diferents Western blots es va realitzar amb el programari
Quantity One (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). El primer pas per la quantificacié d’'un
Western blot és l'eleccié de la imatge a partir de totes les captades per I'aparell
d’'imatge. Per fer I'eleccié cal realitzar un estudi de la linealitat. El procediment de

I'estudi de la linealitat s’explica amb I'exemple de la figura 36.

ut U2 U3 U4 Ut U2 U3 u4 ut U2 U3 U4

== |

1.2x105
U1

u2
U3
U4

LN

8.0x104

4.0x104

Adjusted Volume
(arbitrary units)

T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 time (sec)

Figura 36. Exemple de I'estudi de linealitat d’un Western blot en qué 4 mostres proporcionen 4
bandes amb diferent intensitat. A la part superior de la figura, es presenten tres imatges corresponents
als temps de captacié de 30, 180 i 330 segons d’un Western blot en qué es valoren les mostres U1, U2,
U3 i U4. A la grafica es representa I'evolucié temporal de cada una de les mostres. Es permet evidenciar
el rang de linealitat en la intensitat de la senyal quimioluminiscent emesa per cada banda i captada pel
detector. Les bandes corresponents a les mostres U1, U3 i U4 presenten un comportament lineal en el
rang temporal presentat. En canvi, la intensitat de la banda corresponent a la mostra U2 se satura a partir

del temps de 270 segons, i s’evidencia perqué la linia de assoleix un plateau.

En una membrana detectem 4 mostres (U1, U2, U3 i U4) que tenen diferent intensitat.
Cal escollir la imatge idonia en qué, malgrat la diferéncia, totes les bandes tinguin prou
intensitat per realitzar la quantificacié. Pero, tenint en compte que cap de les bandes
se saturi. El concepte de saturacié consisteix en el punt en qué se supera el maxim
d’intensitat de la senyal que el detector (la camera CCD) és capag de detectar. Cal
representar el valor d’intensitat de les bandes (U1, U2, U3 i U4) en cada imatge

captada i s’obté I'evolucié temporal de la intensitat.
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La imatge optima és aquella en qué totes les mostres presenten un creixement
exponencial de la intensitat. De les tres imatges que es presenten en I'exemple, la
imatge que s’escolliria seria la central. En la de I'esquerra, la intensitat és molt baixa; i,

en la de la dreta, la banda U2 ja s’ha saturat i ha assolit un plateau.

Una vegada escollida la millor imatge, aquest programa ens proporciona els valors
d’intensitat de les bandes d’interés en unitats arbitraries (arbitrary units, au) que
representen el volum ajustat. El valor ajustat és el valor de la intensitat de la banda
normalitzat per I'area d’aquesta, en qué s’ha restat el valor corresponent al soroll de
fons. Els resultats del processat de les dades obtingudes es mostren com a
valoracions semiquantitatives, relatives sempre a una mostra control que varia en
funcié del disseny experimental. Distingim entre diferents dissenys experimentals i

segons les proteines d’estudi.

8.2.1. FABP4 a temps unic

En els experiments en qué es valorava I'expressié de proteina FABP4 en un unic
temps, es va utilitzar I'expressié d’actina per normalitzar. La normalitzacié consistia en
dividir els valors de FABP4 de cada condici6 pels corresponents d’actina. Per
determinar I'efecte produit per la incubacid, es prenia com mostra de referéncia la
incubacié amb el vehicle. Els experiments en qué les dades es van analitzar segons
aquest protocol van ser: 1) Corbes dosi-resposta dels aldehids sobre I'expressio
proteica de FABP4; 2) Efecte del tBHQ sobre I'expressio proteica de FABP4.

8.2.2. FABP4 en cinética temporal

En les cinétiques temporals de FABP4, també es va utilitzar I'expressio d’actina com a
proteina d’expressié constitutiva per normalitzar. El valor d’expressié de FABP4 de
cada temps es va referenciar al corresponent d’actina. |, per avaluar I'evolucié
temporal, es va prendre com a referéncia el temps 0. D’aquesta manera, es va

analitzar la cinética de FABP4 en resposta a la incubacié amb DDE.
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8.2.3. Nrf2 fosforilat en cinética temporal

Per avaluar I'efecte de les diferents incubacions sobre l'activacio de Nrf2 al llarg del
temps, al valor de Nrf2 fosforilat a nucli de cada condicio se li va restar el valor de Nrf2
fosforilat del vehicle corresponent a cada temps. L’evolucié temporal per efecte de les

diferents incubacions es va determinar prenent com a referéncia el temps inicial.

8.2.4. Nrf2 fosforilat a temps unic

En aquest tipus de disseny experimental, es troben inclosos els experiments amb
inhibidor de la sintesi proteica, CHX. Consequentment, es disposa dels seglients
tipus de mostres: DDE/tBHQ amb CHX, vehicle amb CHX, DDE/tBHQ i vehicle.
L’analisi es va efectuar restant el valor de Nrf2 fosforilat del vehicle (amb o sense
CHX) al valor de Nrf2 fosforilat de la incubacié equivalent (amb o sense CHX). Per
exemple, a la incubaci6 de CHX+DDE se li restaria el valor de CHX+vehicle.
Aleshores, per la quantificacié relativa es va fixar com a valor de referéncia es va

prendre el valor de la incubacié de DDE/tBHQ sense CHX.

8.2.5. Proteines quinases

Les proteines quinases estudiades son: Akt, GSK-3p3 i ERK. En tots els casos, es
tracta d’'una cinética temporal en resposta a la incubacié amb DDE. Els valors de les
formes fosforilades de totes les proteines (pThr308-Akt, pSerd73-Akt; pSer9-GSK-3;
i, p(Thr202,Tyr204)-ERK) es van normalitzar amb els valors de la corresponent forma
no fosforilada (Akt; GSK-3B; i, ERK). Per determinar I'efecte produit al llarg del temps,

el valor de cada temps es va referenciar al valor del temps basal.
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8.3. Matinspector

El programari Matinspector accessible on-line a través de la plataforma Genomatix

(http://www.genomatix.de) és l'eina bioinformatica a través de la qual es va realitzar

I'estudi del promotor del gen FABP4 com s’ha esmentat en el punt 1 de I'apartat de
“‘Materials i meétodes”. Com a resultat d’aquesta analisi, aquest programari
proporciona un volum d’informacié que s’ha de gestionar detingudament. L’output és
un llistat amb les coincidéncies trobades d’acord amb la informacié de qué disposa a la
biblioteca de families de matrius. Per cada una de les coincidéncies, el Matlnspector
proporciona una serie de parametres que indiquen la qualitat del possible lloc trobat.

Els parametres més informatius es descriuen a continuacio:

1) Family. Indica la familia a la qual pertany el factor de transcripcié coincident. En
el nostre cas, la familia d’interés s’identifica per VSAP1R.

2) Matrix. ldentifica el factor de transcripcié concret que podria unir-se en aquest
lloc. Segons la nomenclatura, Nrf2 és anomenat com a VSMARE_ARE.O1.

3) Optimized matrix threshold (Opt. Threshold). Aquest indicador de similitud de
matriu és un valor optimitzat definit de manera que es minimitza el nombre de
coincidéncies que so6n falsos positius. ElI valor corresponent per
VSMARE_ARE.O1 és de 0.76.

4) Start position (Start Pos.). Posicié d’inici de la coincidéncia en el promotor del
gen d’estudi.

5) End position (End Pos.). Posicié en qué finalitza la coincidéncia en el promotor
del gen d’estudi.

6) Strand. Indica el sentit en qué es troba el possible lloc d’'unié. Un signe positiu
(+) es correspon amb el sentit directe (forward). Mentre que el signe negatiu (-)
indica que es troba en el sentit invers (reverse).

7) Matrix similitude (Matrix Sim.). Constitueix el valor que proporciona el grau de
qualitat del lloc trobat. A més de considerar les 4 posicions més conservades
del core similitude, considera la sequéncia al voltant d’aquests llocs i,
mitjangant, l'algoritme del programa proporciona un valor. Un bon valor de
Matrix similitude ha de ser >0.80.

8) Core similitude (Core Sim.). La core sequence sbén els 4 posicions més
conservades de la matriu. Per tant, la core similitude proporciona el grau de
coincidéncia de la matriu tedrica amb el possible lloc trobat. EI maxim valor és
1.0.

9) Sequence. Fragment de la sequéncia en qué troba la coincidéncia.
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8.4. GraphPad PRISM

El GraphPad PRISM (versié 5.01) és un programari molt versatil que ha estat utilitzat
per a la confeccid de totes les grafiques dels resultats que es presenten en aquesta

tesi.

Addicionalment, el GraphPad PRISM també es va emprar per analitzar els resultats
obtinguts a partir de la determinacio per ELISA de les concentracions en plasma de
FABP4. Aquest programari ens permet aplicar el model matematic que és necessari
pel tipus de corba d’aquest kit. A partir dels valors d’absorbancia de la corba
d’estandards, s’aplica una funcié paramétrica de quart ordre. Introduint els valors
d’absorbancia mitjans de les mostres després d’haver restat el valor mitja del blanc, el
programa proporciona el valor de concentracié. Al qual, posteriorment, s’ha de tenir en

compte el factor de dilucié aplicat.

8.5. Analisi estadistica - SPSS

El disseny experimental de tots els procediments in vitro a partir dels quals es
presenten els resultats va considerar la realitzacié de com a minim tres experiments
independents en cada cas. En l'estudi amb pacients es van comparar els valors
mitjans dels dos grups (FABP4-BAIXOS vers FABP4-ALTS). L’analisi estadistica es va
efectuar amb el programari SPSS versié 17.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Els
resultats que s’exposen tant a les diferents figures com al text s’expressen com a la
mitjana dels experiments realitzats i la desviacié estandard associada. En cas contrari,
s’indica especificament com s’expressa el resultat. El test Kolgomorov-Smirnov (K-S
test) es va emprar per avaluar la normalitat de la distribuci6 en les variables
considerades. Les dades dels estudis in vitro i les de I'estudi amb pacients es van
analitzar utilitzant el test no paramétric U de Mann-Whitney de dues mostres
independents, desenvolupat I'any 1945 per Wilcoxon. Aquest test esta indicat per
variables quantitatives que pertanyen a mostres petites que no segueixen una
distribucié normal i sense homogeneitat de variances. En tots els casos, un two sided

p-value inferior a 0.05 es va considerar estadisticament significatiu.

9. Procediments Normalitzats de Treball (PNT)
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1. Fonament i objectiu

Estudiar el promotor d’un gen amb el programari MatInspector per determinar tots els possibles llocs de
reconeixement de factors de transcripcié que poden estar regulant-ne I’'expressio.

El MatInspector és una aplicaci6 que es troba dins la plataforma Genomatix
(http://www.genomatix.de). El MatInspector analitza seqiiéncies de qualsevol longitud per localitzar els
possibles llocs d’unid per factors de transcripcio, utilitzant la base de dades MatBase.

2. Especimen

Seqliencia del promotor del gen d’interés trobada a partir de la base de dades del GenBank.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | | Volum final: |

pH | | Manipulacié prévia: | Conservacid: |

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Material Capacitat Tractament Previ Observacions

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacié NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions

8. Precaucions

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9. Procediment

9.1. Cerca de la seqgiiéncia del promotor del gen d’interés

Per realitzar la cerca, ens dirigim a la pagina web del PubMed i seleccionem la base de dades Nucleotide.
En el camp per introduir el parametre de cerca, escrivim: xxxx promoter (on xxxx és el nom del gen
d’interes).

L'entrada corresponent a la seqiiéncia del promotor del gen es correspon amb un determinat accesion
number.

En accedir al report que ens proporciona la base de dades, es pot obtenir la seqiiéncia completa del
promotor en format FASTA, a més d‘altra informacid addicional.

9.2. Registre al portal GENOMATIX

El portal GENOMATIX (http://www.genomatix.de/) és una plataforma permet 'accés a eines
bioinformatiques per analitzar i comprendre els mecanismes moleculars implicats en la regulacié génica
com a part central dels sistemes biologics.

A la part inferior esquerra del portal, trobem |'apartat Login. La plataforma ens permet accedir a les
diferent eines bioinformatiques amb un compte d’accés gratis amb pero serveis limitats (Get a free
evaluation account). Cal omplir el formulari (http://www.genomatix.de/cgi-bin/UMapps/register.pl),
immediatament ens proporcionen un codi identificador d’usuari i un password a través de correu
electronic. En el moment en que es disposi dels codis, ja es pot comencar a utilitzar la plataforma
accedint a través del Login.

9.3. Analisi de la seqiuéncia amb el MatInspector

L'eina bioinformatica que ens permet escanejar la seqqéncia del promotor per detectar tots els possibles
llocs de reconeixement de FACTORS DE TRANSCRIPCIO és el MatInspector. En el compte gratis d’accés
limitat als serveis disposem de 10 oportunitats.

9.3.1 Introduccid de la seqliencia. Apartat: SEQUENCE INPUT.

- La sequéncia es pot introduir de dues maneres: 1) copiant la seqlieéncia en format FASTA; o, 2)
introduint I’Accession number de la seqliéncia.

- Seleccionar el genoma HOMO SAPIENS amb qué es comparara la seqliéncia a estudiar en
I'apartat Search corresponding promoters for your sequence(s).

9.3.2 Seleccié de la biblioteca. Apartat: LIBRARY SELECTION.

- Seleccionar: Transcription factor binding sites (Weight matrices).

- Prémer CONTINUE.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Lo, mu.b.nmg:mgu_hmu enter geng
& This feature is only available for licensed users of ElDorado/Genc2Promater

or Sequence Input

ilazaro seq

lazarol20909 seq .
e S Introduccié de la
seqliéncia copiant -la
rrmsts: plain, EMBL, FASTA, GEG/RSF, GenBank, IG directament en format
FASTA.
) or enter the =
DNA sequence(s)
o [izero_1 seq Introduccio de la
O orupiasda e ] seqliéncia a través de
e Ton P ——— I’Accession number.
! or enter
accession number{s) separated by spaces or comn
Scarch corresponding by #
e N Home sapiens v & Genoma Homo sapiens

& This frature is anly available for licensed users of ElDorado/Gene2Promoter

Les—————————————————

| Transciipton facior binding sites (Weight mairices) EiP Biblioteca dels llocs de
R i Iy reconeixement per
Please select one of the following libraries: PlanLIPACHnnry (hosed on PLACE) _ p . .z
P factors de transcripcio.
the Jist of available IUPAC bbrary string

Continue_| |_Reset Form

9.3.3 Seleccid de la matriu. Apartat: MATRIX SEARCH PARAMETERS.

- Seleccionar les opcions: General Core Promoter Elements i Vertebrates.

9.3.4 Seleccio dels parametres de sortida. Apartat: OUTPUT PARAMETERS.

- Seleccionar I'opcié que mostri linies addicionals d’evidéncia.

9.3.5 Resultat. Apartat: RESULT.

- Introduir un nom pel resultat de I'analisi.

Prémer SUBMIT QUERY.

B Matrix Search Parameters

Elrung [ General Core Promater Elsments 15—-________::==-_
Flinsace Dl pfant Seleccié de matrius
Dlinsects Dleia P

Lipes of svidence’” B show additional lines of evidence NOM DEL RESULTAT

Result name (optional)

_Submit Query || ResetForm |
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9.4. Analisi dels resultats

L'analisi ens proporciona una taula amb tots els possibles llocs de reconeixement pels factors de
transcripcié que ha trobat en les diferents posicions de la seqliéncia.

Com que l'accés que ens proporciona el compte gratuit és limitat, no ens genera cap arxiu que poguem
exportar o guardar en un format util per treballar i analitzar amb més profunditat totes les coincidéncies
trobades. Una solucié a aquest inconvenient és COPIAR la taula i enganxar-la en un document de WORD.

Search Results (1587 matches)
[Graphics] [Match tables]

MatInspector Release professional 8.01, July 2009 Wed Sep 2 09:48:25 2009

Solution parameters:

Sequence files: ilazaro020909.seq (1 sequence, 5403 bp)
Family matches: yes
MatInspector library: Matrix Family Library Version 8.1 (June

Selected groups: G
(core/matrix sim)

eral Core Promoter Elements (0.75/0ptimized)

Vertebrates (0.75/Optimized)

Inspecting sequence ilazaro020909 (1 - 5403):

Evidence ¥ | Show all columns. tiged help on the interactive features *

ShowfHide column

Check transcription factor <-> matrix family

Position Core Additional lines of evidence * Sequence
Strand gim, ( red: gi-valys 7 > 60
Matrix  Detailed Family ri anchor 5 Eim. 7 o 7
Family  Information p from to 205 * Evidence CAPITALS: gore sequence ” )
VEOCT1.04 B45 | 0.801 0 tCATGocanggctctc
VENRZF ' o VETR4.02 34 22 1.000 PEREIIN o tpteatAGGTiaaggatcatgecaa
ijgﬁgg o VEPPAR BXRE 02 0.749 gHAAGGates

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucié

12. Referéncies

Cartharius K et al. Bioinformatics 2005; 21:2933-42.

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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1. Fonament i objectiu

1.1. Fonament: Linia cel-lular d’origen huma. S6n mondcits procedents d’una leucémia monocitica
aguda. Les cél-lules es cultiven i divideixen en suspensid (Figura 1). Es poden diferenciar a cél-lules
macrofagiques afegint al medi ésters de forbol (Figura 2). En estadi de macrofag, les cél-lules
s’adhereixen a la superficie de cultiu i no es divideixen.

Fig 1. Cél-lules THP-1 en estat de mondcit. Fig 2. Cél-lules THP-1 diferenciades a macrofag

1.2. Objectiu: Créixer i mantenir cél-lules THP-1 en cultiu. Diferenciar cél-lules THP-1 a macrofags.

1.3. Utilitat: La linia cel-lular THP-1 ens permet fer experiments in vitro que requereixin un model
cel-lular huma amb caracteristiques de cél-lules proinflamatories. Com és una linia cel-lular, els
experiments seran reproduibles ja que les caracteristiques cel-lulars es mantindran durant la seva
divisié.

2. Espeécimen

Cél-lules linia monocitica humana de leucémia aguda THP-1, ref. ACC 16 - DSMZ, 5-10° cél/criotub.

Informacié proporcionada per la pagina web de la casa comercial DSMZ a la qual es compra aquest tipus
cel-lular:

Cell line: THP-1

Cell type: human acute monocytic leukemia

DSMZ no.: ACC 16

Origin: established from the peripheral blood of a 1-year-old boy with acute

monocytic leukemia (AML) at relapse in 1978; the cells can be used for
induction of differentiation studies; the cells were described to produce
lysozyme and to be phagocytic; carries t(9;11)(p21;923) leading to MLL-
AF9 fusion gene

References: Tsuchiya et al., Int J Cancer 26: 171-176 (1980), PubMed ID 6970727
Tsuchiya et al., Cancer Res 42: 1530-1536 (1982), PubMed ID 6949641
review: Drexler et al., Leukemia 18: 227-232 (2004), PubMed ID 14671638

Depositor: Dr. J. Minowada, Fujisaki Cell Center, Okayama, Japan
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Morphology:
Medium:
Subculture:

Incubation:
Doubling time:
Harvest:
Storage:

Mycoplasma:
Immunology:

Fingerprint:
Species:
Cytogenetics:

Molec. Genetics:
Viruses:

DSMZ Cell Culture Data

round, single cells in suspension, partly in clusters
90% RPMI 1640 + 10% FBS

maintain at 0.1-1.0 x 10° cells/ml; split 1:2 to 1:3 every 3-4 days; seed out
at ca. 0.5 x 10° cells/ml

at 37 °C with 5% CO;

ca. 35-50 hours

saturation density at about 1.0 x 10° cells/ml

frozen with 70% medium, 20% FBS, 10% DMSO at about 5 x 10° cells/ml

DSMZ Scientific Data

contamination was eliminated with Ciprobay (ciprofloxacin), then negative in
DAPI, microbiological culture, PCR assays

CD3 -, CD4 +, CD13 +, CD14 (+), CD15 +, CD19 -, CD33 (+), CD34 -,
CD68 +, HLA-DR +

multiplex PCR of minisatellite markers revealed a unique DNA profile

confirmed as human with IEF of AST, MDH, NP

human near-tetraploid karyotype - 94(88-96)<4n>XY/XXY, -Y, +1, +3, +6,
+6, -8, -13, -19, -22, -22, +2mar, add(1)(p11), del(1)(g42.2), i(2q),
del(6)(p21)x2-4, i(7p), der(9)t(9;11)(p22;923)i(9)(p10)x2,
der(11)t(9;11)(p22;q23)x2, add(12)(q24)x1-2, der(13)t(8;13)(p11;p12),
add(?18)(g21) - carries t(9;11) associated with AML M5

ELISA: reverse transcriptase negative; PCR: EBV -, HBV -, HCV -, HHV-8 -,
HIV -, HTLV-I/II -, SMRV -

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades

No de Revisio Data

Iolanda Lazaro Lépez 01

30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucio:

| Medi complet al 5% FBS Volum final: | 500ml

pH | | Manipulacié prévia: Conservacié: | 4°C |

Reactiu Referencia / marca Concentracié final Quantitat (unitats)
RPMI 1640 + Glutamax | 61870-010 / GIBCO 94% 470ml

-1, 1x (Invitrogen)

Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 5% 25ml

Gold (LabClinics)

Penicillin/Streptomycin, | P11-010 / PAA 1% 5ml

100x concentrate (LabClinics)
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Nom de la solucié: | Medi complet al 10% FBS | Volum final: | 500ml

pH | | Manipulacid prévia: | Conservacid: | 4°C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)

RPMI 1640 + Glutamax | 61870-010 / GIBCO 89% 445mil

-1, 1x (Invitrogen)

Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 10% 50ml

Gold (LabClinics)

Penicillin/Streptomycin, | P11-010 / PAA 1% 5ml

100x concentrate (LabClinics)

Nom de la solucié: | Medi complet al 20% FBS | Volum final: | 500ml

pH | | Manipulacid prévia: | Conservacié: | 40C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)

RPMI 1640 + Glutamax | 61870-010 / GIBCO 79% 395ml

-1, 1x (Invitrogen)

Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 20% 100ml

Gold (LabClinics)

Penicillin/Streptomycin, | P11-010 / PAA 1% 5ml

100x concentrate (LabClinics)

Nom de la solucié: | Foetal Bovine Serum Gold Volum final: 500ml

pH Manipulacid prévia: Inactivacié a 56°C | Conservacio: -20°, en

durant 30min i aliquotes de
filtrat en 0.2um 20ml

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)

Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 500ml

Gold (LabClinics)

Nom de la solucié: | Medi de congelacié Volum final: 10ml

pH Manipulacié previa: Conservacio: -20°C, en

aliquotes de
iml

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)

RPMI 1640 + Glutamax | 61870-010 / GIBCO 70% 7ml

-1, 1x (Invitrogen)

Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 20% 2ml

Gold (LabClinics)

DMSO 154938-100ml / Sigma- 10% iml

Aldrich

Nom de la solucio:

‘ Medi de diferenciacio

Volum final:

pH

‘ Manipulacié previa:

Conservacio:

Solucié Mare Referéncia / Concentracio final Quantitat
marca (unitats)

Estoc 2 - PMA 200uM 200nM 1pl

Medi complet 10% FBS 1ml

El MEDI DE DIFERENCIACIO conté 1l de solucié de I'estoc 2 per cada 1ml de medi complet, per obtenir
una concentracié final de 200nM de PMA.
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Nom de la solucio: Estoc 1 - PMA 2.5mM Volum final: 650ul
pH Manipulacié previa: Conservacio: -80°C, en aliquotes
de 10yl
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
PMA P8139-1MG / Sigma 2.5mM 1mg
DMSO 154938-100ml / 650ul
Sigma-Aldrich
Nom de la solucid: Estoc 2 - PMA 200uM Volum final: 125pl

pH

Manipulacié previa:

Conservacio:

-80°C, en aliquotes
de 10ul

Solucié Mare Referéncia / Concentracio final Quantitat (unitats)
marca
Estoc 1 - PMA 2.5mM 10ul
DMSO 154938-100ml / 115yl
Sigma-Aldrich

Material Capacitat Tractament Previ Observacions
puntes micropipeta amb | 0.5-10yl -—-- Esterils
filtre
puntes micropipeta amb | 2-200pul ---- Estérils
filtre
puntes micropipeta amb | 100-1000ul ---- Esteérils
filtre
Pipetes pasteur estérils | 3.5ml -—-- Estérils
tubs eppendorf 0.5ml autoclavat Esterils
tubs eppendorf 1.5ml autoclavat Esteérils
tubs conics 15ml -—-- Estérils
tubs conics 30ml -—-- Esteérils
tubs conics 50ml ---- Esteérils
flascons T-75 75cm? ---- Estérils
flascons T-25 25cm? -—-- Esteérils
plagues 10cm @ 57.6cm? ---- Estérils
plaques 6 pous 9.6cm?/pou -—-= Esteérils

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacié NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions

Cabina de flux Laboratori de 012457 PNT-PO0705-URLA-12

laminar vertical - Cultius

Telstar, CV-100

Cabina de flux Laboratori de 077139 PNT-PO0705-URLA-02

laminar vertical de | Cultius

bioseguretat -

Telstar, Bio-IIA

Incubador de CO, Laboratori de ---- PNT-PO0705-URLA-05 Indicat per

- Thermo, model Cultius les cel-lules

3111 en
creixement

Incubador de CO, Laboratori de 085871 PNT-PO0705-URLA-48 Indicat per
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- Heraeus, Cultius les cél-lules

HeraCell 150 en
diferenciacié

Centrifuga Laboratori de 0832557 PNT-PO0705-URLA-36

Heraeus Multi3L Cultius

Microscopi invertit | Laboratori de ---- PNT-PO0705-URLA-26

de contrast de Cultius

fases — Olympus

1IX71S8F3

8. Precaucions

IMPORTANT

La densitat en qué es mantenen les cél-lules SEMPRE ha d’estar compresa en el segiient rang: >1-10°
cél/ml i <1-10° cél/ml. En el rang inferior, cal evitar una dilucié excessiva perqué alentiria el creixement.
En el rang superior, si s’excedeix es produeix una activacié exagerada que provoca una acceleracio en la
taxa de proliferacié cel-lular.

9. Procediment

9.1. Subcultius

Les cel-lules es fan créixer i es mantenen en suspensid en flascons T-75 a una densitat inicial de 150000
cel/ml amb medi THP-1 complert al 20% FBS, els dos primers dies després de descongelar. Després
d'aquest periode, es rebaixara el percentatge de FBS al 10%.

La taxa de divisio cel-lular normal és de dividir-se cada dos dies. Cal tenir en compte, que la taxa de
divisié s'accelera quan se supera una setmana després de la descongelacid de l'aliquota. Quan les
ceél-lules superen aquest temps, a densitats superiors a 300000 ceél/ml, la taxa de divisié s’accelera i
canvia a dividir-se cada dia.

Important: les cél-lules no poden superar mai la densitat de 1-10° cél/ml. Quan aixd succeeixi, cal
eliminar l'estoc.

Manteniment: deixar les cél-lules inicialment a 150000 cel/ml; 2 dies després, cal diluir-les 1:2; i, 2 dies
després, cal comptar-les i deixar-les a la densitat inicial de 150000 cél/ml.

9.2. Diferenciacié dels monocits a macrofags

Centrifugar les cél-lules que estan en els flascons a 200g, 5min, TA, rotor oscil-lant. Resusprendre els
pellets en un volum adequat amb medi THP-1 al 10%, comptar-les i determinar-ne la viabilitat.
Experiment en plaques de 6 pous: calcular 0.5-10° cél/ml, amb un volum de 2ml/pou; o bé, 1-10°
cél/pou. Densitat: 104167cél/cm?.

Experiment en altre tipus de plaques: proporcional a la relacié de cm? dels pous.

Immediatament abans de posar les cél-lules a les plaques, cal afegir el PMA ([ ]f =200nM) i sembrar en
els pous. Temps de diferenciacié amb el PMA: 72h. Passat aquest temps, retirar el medi de diferenciacio
(amb PMA) i posar medi complert fresc al 5% FBS per fer les incubacions.

9.3. Congelacié

Medi de congelacié. Conté: 70% medi RPMI glutamax, 20% FBS, 10% DMSO.

Procediment. Centrifugar les cél-lules que estan en els flascons a 200g, 5min, TA, rotor oscil-lant.
Resusprendre els pellets en un volum adequat amb medi THP-1 al 10%, comptar-les i determinar-ne la
viabilitat.

Quan el nombre de cél-lules a congelar s’hagi determinat, centrifugar les cél-lules. Eliminar el
sobrenedant i resusprendre el pellet en el volum adequat de medi de congelacié (que ha d’estar fred)
corresponent a les aliquotes que es vulguin fer. Dispensar 1ml de la suspensio cel-lular en medi de
congelacié als criotubs (més detalls al PNT de la congelacio, PNT-PO0709-URLA-14).
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10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucié

12. Referéncies
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13. Control de la documentacio

14. Annexos

14.1 Incubacions de les cél-lules THP-1 diferenciades a macrofag
A continuacio es presenten productes amb qué es realitzen les incubacions dels macrofags THP-1 en els
diferents experiments.

14.1.1 DDE

Aldehid: trans,trans-2,4-decadienal (DDE)
# 180513, technical grade, 85% - ALDRICH; MW=152.23g/mol, d=0.872g/ml.

- solucié estoc DDE 250mM = 5.1ul DDE + 94.9ul DMSO = 100yl

- solucio de treball DDE 100mM (dilucié 1:2.5 a partir de la solucié estoc de 250mM):
10ul solucié estoc 250mM + 15ul DMSO = 25l

- medi incubacid, concentracio final DDE 10uM:
1l solucié treball DDE 100mM + 10ml medi THP-1 al 5%
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14.1.2 HEXANAL

Aldehid: hexanal
#115606, technical grade, 98% - ALDRICH; MW=100.16g/mol, d=0.834g/ml.

- solucié estoc HEXANAL 1000mM = 12.4ul HEXANAL + 87.6ul DMSO = 100l

- medi incubacid, concentracié final HEXANAL 100uM:
1l solucié estoc HEXANAL 1000mM + 10ml medi THP-1 al 5%

14.1.3 tBHQ

Control positiu SINTETIC de I'activacié de Nrf2: tert-butyl hydroquinone (tBHQ)
# 112941, technical grade, 97% - ALDRICH; MW=166.22g/mol

- solucié estoc tBHQ 500mM: 83mg tBHQ + 1000ul DMSO
Es dissol rapidament; es fan aliquotes de 50ul que es guarden al congelador de -80°C, ja que
s’oxida facilment.

- medi incubacid, concentracio final tBHQ 50uM:
1l solucié treball tBHQ 500mM + 10ml medi THP-1 al 5%

14.1.4 SFN

Control positiu NATURAL de I'activacié de Nrf2: L-sulforaphane (SFN)
# S6317-5mg, >95% (GC) liquid - SIGMA; MW=177.29g/mol; solubilitat = >5mg/ml

- preparacio de la solucié estoc SFN 100mM: afegim directament al tub 282ul DMSO i es deixa en
el roller; es fan aliquotes de 10ul que es guarden al -80°C.

- medi incubacié, concentracio6 final SFN 10uM:

1l solucié treball SFN 100mM + 10ml medi THP-1 al 5%
14.1.5 CYCLOHEXIMIDE
Inhibidor de la biosintesi de proteines (el procés de la traduccio).
100mg/ml en DMSO - estabilitat, T=2-8°C
# C4859 - SIGMA; MW = 281.4g/mol
Concentracié estoc: 100mg/ml

Concentracio final incubacié: 10ug/ml

La concentracié en la que es troba és idonia per fer directament una dilucié 1/10000 i tenir una
concentracio final de 10ug/ml en el medi d'incubacié.

Medi d’incubacié: 10ml medi THP-1 al 5% + 1ul CHX 100mg/ml
Condicions d’incubacié: PREINCUBACIO 1h
Passat aquest temps, es retira un cert volum de medi en qué es troba la CHX, s’afegeix el 1ul de

reactiu que correspongui (DMSO/DDE/tBHQ) i el medi es retorna a les ceél-lules per incubar el
temps que s’hagi establert.
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14.1.6 ACTINOMYCIN D from Streptomyces sp.

Inhibidor de la transcripcio.
# A9415-5mg - SIGMA; MW = 1255.42

Estabilitat:
- en pols: higroscopic, sensible a la llum; T=2-8°C durant 15 mesos
- en solucid: dilucions molt sensibles a la llum; s’absorbeix a plastic i vidre; cal
descartar les dilucions que no es facin servir i no guardar-les després d’un
Us. Estables a concentracions altes: minim 1 mes, a -20°C.
Solubilitat en DMSO: minim 1mg/ml
Concentracié estoc: 50000ug/ml = 50mg/ml
- preparacio de la solucid estoc Act D 50mg/ml: afegim directament a I'ampolla de vidre 100yl
DMSO (cell culture); tapem el tub i el segellem amb parafilm, tapem de la llum; i, deixem al
roller perque s’homogeneitzi.
- fem aliquotes de 10yl i es guarden al congelador de -80°C.

Concentracié final incubacié: 5ug/ml

Condicions d‘incubacié: 5ug/ml, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.

14.1.7 WORTMANNIN

Inhibidor de la via PI-3kinasa: WORTMANNIN from Penicillium funiculosum
# W1628-1mg, =298% - SIGMA; MW = 428,43g/mol.

Estabilitat: - en pols:
- en solucié: -80°C

Solubilitat: 10mg/ml en ethyl acetate (23,34mM)

Concentracié estoc: 5mM
- preparacié de la solucié estoc 5mM: 1mg + 458ul DMSO (cell culture) afegim directament
a lI'ampolla de vidre 458ul DMSO (cell culture); tapem el tub i el segellem amb parafilm,
tapem de la llum; i, deixem al roller perqué s’homogeneitzi.

- preparacié de la solucié de treball 1mM: dilucié 1:5 a partir de la solucié de 5mM
24l solucié estoc 5mM wortmannin + 8ul DMSO (cell culture)

- fem aliquotes de 10yl i es guarden al congelador de -80°C
Concentraci6 final incubacié: 100nM
Medi d’incubacié: 10ml medi THP-1 al 5% + 1ul WORTMANNIN 1mM

Condicions d’incubacié: 100nM, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.
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14.1.8 LY 294002

Inhibidor de la via PI-3kinasa.

# 440202-1mg, =98% (Calbiochem - VWR)
MW = 307,4g/mol

Inhibidors de la via PI-3 kinasa

Estabilitat: - en pols: -20°C
- en solucié: -20/-80°C, fins a 6 mesos

Solubilitat: 20mg/ml en DMSO (65,1mM)

Concentracié estoc: 10mM
- preparacié de la soluci6é estoc 10mM: 1mg + 325ul DMSO (cell culture)
- fem aliquotes de 10yl i es guarden al congelador de -80°C.

Concentracié6 final incubacié: 5uM (1pl LY 294002/2ml medi THP-1 complet al 5%)
1uM (1l LY 294002/10ml medi THP-1 complet al 5%)

Condicions d’incubacié: 1 6 5uM, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.

14.1.9 RAPAMYCIN

Inhibidor de mTOR / PDK2 (responsable de la fosforilacio a Ser473 d’Akt)
RAPAMYCIN InSolution
# 553211-500ug, =98% (Calbiochem - VWR); MW = 914,2g/mol.

Estabilitat: - en pols: -20°C
- en solucié: -20/-80°C, fins a 6 mesos
Solubilitat: 5mM (500ug/109pul) en DMSO.

Concentracié estoc: 5mM

- solucié estoc 5mM, ja preparada: 500ug Rapamycin + 109ul DMSO

- fem una solucié de treball de 1mM: dilucié 1:5 a partir de la solucié de 5mM
2ul solucié estoc 5mM RAPAMYCIN + 8ul DMSO (cell culture)

- fem aliquotes de 10pl i es guarden al congelador de -80°C.

Concentracio final incubacié: 100Nm

Condicions d‘incubacié: 100nM, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.
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14.1.10 GW9662

Antagonista de PPARy
# M6191-5mg, >98% - SIGMA; MW = 276.67g/mol

Estabilitat: - en pols: T=2-8°C
- en solucié:  -80°C
Solubilitat: 26mg/ml en DMSO (94mM); insoluble en H,0

Concentracié estoc: 100mM

- preparacié de la solucié estoc 100mM: 5mg + 178ul DMSO (cell culture)
afegim directament a I'ampolla de vidre 178ul DMSO (cell culture); tapem el tub i el
segellem amb parafilm, tapem de la llum; i, deixem al roller perqué s’homogeneitzi.

- fem aliquotes de 10ul i es guarden al congelador de -80°C.

Concentracié final incubacié: 10uM
Medi d’incubacié: 10ml medi THP-1 al 5% + 1pl GW9662 100mM

Condicions d’incubacié: 10uM, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.

14.1.11 PARTHENOLIDE

Inhibidor de NF-kB
# P0667-5mg, 290% - SIGMA; MW = 248.32g/mol.

Estabilitat: - en pols: T=2-8°C

- en solucié:  -80°C

Concentracié estoc: 100mM

- preparacio de la solucié estoc 100mM: 5mg + 181,2ul DMSO (cell culture)
afegim directament a I'ampolla de vidre 181,2ul DMSO (cell culture); tapem el tub i el
segellem amb parafilm, tapem de la llum; i, deixem al roller perqué s’homogeneitzi.

- fem aliquotes de 10ul i es guarden al congelador de -80°C.

Concentracioé final incubacié: 10uM

Medi d’incubacié: 10ml medi THP-1 al 5% + 1ul PARTHENOLIDE 100mM

Condicions d'incubacié: 10uM, PREINCUBACIO 1h en medi THP-1 complet al 5%.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager
Aquest document en suport paper es considera document no controlat




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez

ISBN:978-8

=603-8852_5/PDT .7 _1952-2010

UNIVERSITAT URLA
* ROVIRA | VIRGILI _ o¢

Procediment Normalitzat de Treball Metodologic

CellTiter-Glo Luminiscent Cell Viability Assa

PNT-PO0709-URLA-37  Revisio: 00 Data: 24-07-2008 Pagina: 1 de 4

1. Fonament i objectiu

El CellTiter-Glo Luminiscent Cell Viability Assay (Promega) és un metode homogeni per la deteminacié
del nombre de cél-lules viables en cultiu.

Fonament. Es basa en la quantificacié de la preséncia d’ATP, que és un indicador de cél-lules
metabolicament actives. La quantitat d’ATP és directament proporcional al nombre de cél-lules presents
en el cultiu. L'assaig es fonamenta en les propietats d’una luciferasa termoestable que genera una senyal
luminiscent estable.

La reaccid de la luciferasa en I'assaig és la seglient:

Ultra-Glo™ Recombinant

HO s j/ COOH Luciferase -0 s NTO =
}—{ == B }—{ e T
\@N S +AT "'»O:‘ Mg2+ S +AMPLPP »\_,-_,-.--_qu"!
Beetle Luciferin Oxyluciferin

Objectiu. Determinar les cél-lules metabodlicament actives en un cultiu cel-lular.

2. Espeécimen

Cél-lules en cultiu.

3. Documentacio relacionada

Protocol en format .pdf proporcionat per Promega.

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lopez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | CellTiter-Glo Substrate | Volum final: | (liofilitzat)
pH Manipulacid previa: Conserva | -20°C
cié:
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nom de la solucié: | CellTiter-Glo Buffer | Volum final: | 10ml
pH Manipulacio previa: Conserva | -20°C
cio:
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Nom de la solucié mare: | CellTiter-Glo Reagent Volum final: 10ml
pH Manipulacié previa: Conservacig; | 4°C durant 48h després de la
reconstitucié (perdua del 5%
activitat)

40C durant 4 dies després de la
reconstitucié (pérdua del 20%

activitat)
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
CellTiter-Glo Substrate liofilitzat
CellTiter-Glo Buffer 10ml

Es resuspeén el liofilitzat amb els 10ml de buffer i s’Thomogeneitza molt bé en un roller.

Material Capacitat Tractament Previ Observacions

placa de 96 pous per --- - ——-
luminiscéncia (blanca i opaca)

pipetes pasteur 3.5ml --- ---
puntes micropipeta amb filtre | 2-200ul --- (estérils)
puntes micropipeta multicanal | 50-350yl --- No és necessari autoclavat

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio Nam. Inventari | Niam. PNT-EE Observacions
Lector de CRB -— -—— Ens el deixen fer servir
luminiscencia cada vegada que el
SYNERGY necessitem.
Micropipeta Laboratori 1/2 -—-- PNT-PO0705-URLA-93

multicanal

(LabSystems)

Agitador roller Laboratori 2 012416 PNT-PO0705-URLA-19

(Beckman-Coulter)

Micropipeta 2- Laboratori 1/2 -—-- PNT-PO0705-URLA-25

200pl

(Eppendorf)

8. Precaucions

Consideracions prévies. En les determinacions habituals, el protocol indica la realitzacié de duplicats
en el disseny experimental per obtenir una dada més fiable. Perd, en aquest tipus de determinacions és
convenient realitzar un nombre de repeticions superior (per exemple, 6 repeticions per mostra).

9. Procediment

9.1. Cel-lules en cultiu

Preparem les cél-lules sembrant-les en plaques de 96 pous i incubant-les segons el protocol de cada
experiment.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Macrofags THP-1:

- Cél-lules per pou de placa de 96 pous: 33333cél

- Total de cél-lules per placa de 96 pous: 3,2-10°%cél

- Volum de medi per pou: 67ul (durant la diferenciacid)
50ul (durant les incubacions)

9.2. Preparacio dels reactius

Descongelar el CellTiter-Glo Buffer i deixar atemperar abans d’utilitzar.
Atemperar el liofilitzat de CellTiter-Glo Substrate.

Transferir el volum de CellTiter-Glo Buffer al tub de CellTiter-Glo Substrate per
reconstituir la mescla d’enzim i substrat liofilitzat. D’aquesta manera es forma el
CellTiter-Glo Reagent.

9.2.4. Homogeneitzar en un roller durant uns minuts per assegurar la total dissolucié del
liofilitzat.

© v
NN
RN

9.3. Assaig de viabilitat cel:lular

9.3.1. Treure la placa de cél-lules en cultiu de lI'incubador i equilibrar-la a temperatura ambient
durant 30 minuts.

9.3.2. Afegir el CellTiter-Glo Reagent: s’ha d’afegir un volum de reactiu equivalent al volum de
medi de cultiu al pou amb les cél-lules.

9.3.3. Posar la placa en un agitador orbital durant 2 minuts per induir la lisi cel-lular.

9.3.4. Equilibrar la placa a temperatura ambient durant 10 minuts perque s’estabilitzi la senyal
luminiscent.

9.3.5. Transferir els contingut dels pous de la placa de 96 de cultius a una placa de 96 blanca
opaca (adient per la lectura de luminiscéncia).

9.3.6. Lectura de la senyal luminiscent en el lector de luminiscéncia SYNERGY.

Esquema del procediment:

/

|
v

.‘\\I
J,

CellTiter-Glo® | CellTiter-Glo®
Substrate | Bufter

CellTiter-Glo®
Reagent

Luminometer
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10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

Calculs:

La lectura de les mostres ens proporciona un valor corresponent a I’emissié quimioluminiscent donada
per cada mostra. Aquest valor de quimioluminiscéncia és proporcional a la quantitat d’ATP de les
cel-lules; per tant, al grau de viabilitat metabolica cel-lular.

Per valorar quantitativament, cal obtenir el valor mitja de les repeticions de cada mostra. Per facilitar la
visualitzacid, és convenient representar graficament els valors mitjans de cada condicid.

Per avaluar si una condicié és o no citotoxica per la cel-lula, compararem estadisticament amb un test no

parametric el valor obtingut per cada mostra vers el valor de la mostra de referéncia.

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

Fonament. ABI PRISM™ 6100 Nucleic Acid PrepStation és un sistema dissenyat per l'aillament i la
purificacié d’acids nucleics (RNA total, DNA genomic i mRNA) a partir de diverses mostres biologiques
(cel-lules en cultiu, teixits, cél-lules aillades de teixit, sang total). L'aplicacié pel qual es fa servir al nostre
laboratori és per I'extraccido de RNA. Consisteix en fer passar la mostra a través d’una columna que conté
un filtre. En aquest filtre queda retingut el RNA. La columna esta integrada en un sistema de buit que
facilita els rentats i la purificacié de I'acid nucleic, i la seva recuperacid, donant lloc a un rendiment elevat
en |'extraccio de I'acid nucleic.

Objectiu. Obtencié de RNA total a partir d'una mostra bioldgica amb un elevat rendiment i un grau alt
de purificacié (evitant al maxim la contaminacié creuada entre acids nucleics).

2. Espécimen

Mostres biologiques: teixits, cél-lules en cultiu adherides o en suspensio, cél-lules aillades de teixit, sang
total.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | Lysis buffer 1x | Volum final: | ---

pH | --- | Manipulacid prévia: | Dilucié 1:2 Conservacié: | T ambient

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Lysis buffer 2x 4305895 / Applied 1x La meitat del volum
Biosystems total del lysis buffer.

D-Phosphate Buffered 14190-169/GIBCO La meitat del volum

Saline (D-PBS) (1x) w/o total de lysis buffer.

Ca?* and Mg?*

Nom de la Solucié de rentat I Volum final: | ---
solucid:
pH | --- [ Manipulacié prévia: [ --- Conservacié: | T ambient
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Solucié de rentat I 4305891 / Applied
Biosystems
Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Nom de la Solucié de rentat II Volum final: | ---
solucid:
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | T ambient
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Solucié de rentat II 4305890 / Applied
Biosystems
Nom de la Solucié d'elucié Volum final: | ---
solucid:
pH | --- | Manipulacié prévia: | ---- Conservacié: | T ambient
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Solucié d’elucio 4305893 / Applied
Biosystems
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
Tubs 200ul Lliures Rnases ---
Tubs 1,5-2ml Lliures Rnases ---
Puntes micropipeta 100-1000pl Lliures Rnases Amb filtre
Tisores --- Esterilitzar 180°C- 5h ---
Pinces --- Esterilitzar 180°C- 5h ---
Paper d’alumini --- Esterilitzar 180°C- 5h ---

Splash guard - --- . -
Applied Biosystems
(ref. 4311758)

Total RNA purification tray - --- --- ---
Applied Biosystems
(ref. 4305673)

96-well optical reaction plate - | --- --- ---
Applied Biosystems
(ref. 4306737)

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio Nam. Inventari NUm. PNT-EE Observacions

Extractor d’acids Laboratori 1 - PNT-PO0705-URLA-64
nucleics 6100
(Applied Biosystems)

Micropipetes Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-25
(Eppendorf)

Balanca analitica Laboratori 2 012415 PNT-PO0705-URLA-76
(AND)

Homogeneitzador Laboratori --- PNT-PO0705-URLA-69
(Heidolph) Nutricio

Centrifuga Multifuge Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-37

3L-R (Heraeus)

8. Precaucions

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9. Procediment

9.1. Extraccié de RNA a partir de TEIXIT

9.1.1.

9.1.2.
9.1.3.
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9.1.20.

Agafar els tubs de 2ml lliures de RNases necessaris i afegir-hi 650uL de solucié de lisi 1x
(veure Annex 1) i posar-los en una gradeta en gel.

Treure les mostres de teixit del congelador i posar-les en una gradeta amb gel.

Pesar la quantitat de teixit necessaria (veure Taula I), i posar la mostra rapidament dins la
solucié de lisi 1x i clavar en gel.

Homogeneitzar la mostra durant 35 seg. a maxima velocitat (veure Annex 2) i tornar-la a
posar en gel.

Centrifugar les mostres: 1000rpm, 3min.

Engegar I'aparell l'extractor d’acid nucleics, posar les plaques al seu lloc (veure PNT
funcionament 6100 Nucleic Acid PrepStation, PNT-PO0705-URLA-64), i afegir a les columnes
que s’hagin d’utilitzar 40pl de solucidé de rentat I, per hidratar-les.

Afegir 200pl de mostra a les columnes i apretar start.

Afegir 500ul de solucié de rentat I i apretar el boté start.

Afegir 400ul de solucié de rentat II i apretar el boté start.

. Dispensar 300ul més de solucidé de rentat II i apretar el boté start.

. Dispensar 300ul més de solucid de rentat II i apretar el bot6 start.

. Apretar el boto start.

. Fer un touch off.

. Posar la 96-well optical reaction plate en la posicio collection.

. Moure el rack a la posicio collection.

. Afegir-hi 150ul de la solucié d’elucié i apretar el boté start.

. Fer un touch off.

. Transferir les mostres de RNA a un tub lliure de RNases.

. Determinar la concentracié del RNA extret (veure PNT determinacié de la concentracié de

RNA amb el Qubit, PNT-PO0705-URLA-31).
Congelar a -80°C.

9.2. Lisii extraccié de RNA a partir de cél-lules

9.2.1.

9.2.1.

9.2.1.
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9.2.2.

9.2.2.

9.2.2.

9.2.2.

9.2.2.

(S
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LISI - Cél-lules en SUSPENSIO

1. Si el medi en que estan les cél-lules, no conté ni calci ni magnesi, llavors es pot afegir
directament el mateix volum en qué estan les cél-lules de solucid de lisi 2x.

2. En cas contrari, caldra eliminar el medi perqué la preséncia dels ions Mg?* i Ca* pot

interferir en I'extraccid. Centrifugar les cel-lules en cultiu: <1000rpm, 5-10min, velocitat

de fre 1.

Descartar el sobrenedant.

Afegir 250ul de solucié de lisi 1x al pellet i homogeneitzar amb la pipeta.

Deixar a 4°C durant 1 hora.

LISI - Cél-lules ADHERIDES

1. Siel medi de cultiu és lliure de Ca®* i Mg?*, es pot afegir directament al pou el mateix
volum de solucio de lisi 2x que de medi de cultiu.

2. En cas contrari, aspirar el medi de cultiu de tots els pous vigilant no tocar les cél-lules. I,
afegir, el volum de solucié de lisi 1x. El volum utilitzat esta en funcid del tipus cel-lular.
Homogeneitzar amb la pipeta.

3. Per lisar amb la pipeta, cal aspirar i deixar anar el volum del pou 10 vegades procurant
no fer molta escuma.

4. Deixar a 4°C durant 1 hora.

(*) En aquest punt, hi ha dues opcions: 1) continuar I'extraccid, o 2) congelar a -20°C, per continuar el
procés un altre dia.

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.2.3. Extraccié de RNA - Cél-lules en suspensié o adherides

Seleccionar en |'aparell el programa d’extraccié de RNA de cél-lules.
Situar la total RNA purification tray a la posicié de waste.
Mullar els pous que s’hagin d’utilitzar amb 40pl de la solucié de rentat I.
Afegir la mostra, el volum variara en funcié del tipus cel-lular (10-650ul) i prémer el botd
start.
Es important controlar que les mostres s’absorbeixin completament a la columna. Aix0 es
determinara observant que no quedi volum al pou. Si no passés completament la mostra,
es pot repetir 'operacid del pas 9.2.3.4. Aquest pas és crucial perque d’ell en depén el
rendiment de I’'extraccié: menys mostra absorbida, menys quantitat de RNA total extret.
Afegir 500ul de la solucid de rentat I i apretar start.
Afegir 400ul de la solucié de rentat II i prémer start.
Afegir 400ul de la solucié de rentat II i tornar a apretar start.
Afegir 300ul de la solucié de rentat II i apretar start.
Apretar start per assecar el pou.

. Fer un touch off.

. Canviar de posicid la total RNA purification tray i situar-la a collection.

. Afegir 150ul de la solucid d’elucid i apretar start.

. Fer un touch off.

. La mostra queda en la placa de 96, llavors es transfereix a un tub de 200ul lliure de
RNases.

9.2.3.15. Determinar la concentracié del RNA extret (veure PNT determinacié de la concentracié de

RNA amb el Qubit, PNT-PO0705-URLA-31).
9.2.3.16. Congelar a -80°C.
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10. Verificacio de la técnica i interpretaci6 de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio
Obstruccié d’'una columna Excés en la quantitat de RNA Posar menys quantitat
d’homogeneitzat
Homogeneitzat massa brut Centrifugar a 1000rpm durant 3’

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Ahnexos

14.1. Esterilitzacid pinces i tisores
Les pinces, tisores i els trossets de paper d’alumini s’han de posar embolicats amb paper
d’alumini a una estufa a 150°C durant 4h, ja que d’aquesta manera eliminem les RNases.

14.2. Homogeneitzacié
Les mostres per homogeneitzar han d’estar dins el tub amb la solucié de lisi. El brag de
I'homogeneitzador s’ha d’haver netejat amb RNaseZap (Am9780 - Ambion, AB) per eliminar les
RNases. Posar el brag de I'homogeneitzador fins al fons del tub i engegar-lo (veure instruccions
en el manual de I'aparell i el corresponent PNT, PNT-PO0705-URLA-69): velocitat maxima durant
35 segons. Rentar el brag amb lleixiu, aigua destil-lada, etanol i aigua destil-lada cada vegada
que es canvii de mostra.

14.3. Especificacions per la lisi cel-lular i I'extraccié de RNA en macrofags THP-1
- tipus de plaques: multiplaques de 6 pous
- numero de cél-lules per pou: 1-10°céls.
- volum de solucié de lisi 1x: 400ul/pou
- volum de lisat cel-lular per I'extraccié en el 6100: 300ul/columna

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

Fonament. La transcripcid inversa constitueix el primer pas de la RT-rtPCR. En aquest pas, el RNA es
transcriu inversament a cDNA mitjangant I’enzim transcriptasa inversa (reverse transcriptase o RNA-
dependent DNA polymerase). Aquest enzim va ser descobert simultaniament I'lany 1970 per H. Temin i
D. Baltimore. Es tracta d'una DNA polimerasa que transcriu RNA de cadena simple a DNA de doble
cadena. Aquest pas és vital per la posterior PCR perque la DNA polimerasa només funciona sobre DNA
templates.

Objectiu. Obtencié del cDNA partir d'una mostra de RNA.

2. Espeécimen

Mostres de RNA (procedents de teixits, cél-lules en cultiu adherides o en suspensid, cél-lules aillades de
teixit, sang total).

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010
6. Solucions, reactius i materials
Nom de la solucié mare: | SuperScript® II Reverse Volum final: ---
Transcriptase
pH | --- | Manipulacié prévia: Conservacié: | -20°C

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final

Quantitat (unitats)
SuperScript® II Reverse ---
Transcriptase (200U/pl)

18064-071/Invitrogen 5U/ul

RNaseOUT™ Recombinant
Ribonuclease Inhibitor

Nom de la solucié6 mare: Volum final: ---

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20°C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
RNaseOUT™ 10777-019/Invitrogen 1U/ul ---

Recombinant
Ribonuclease Inhibitor

(40U/ul)
Nom de la solucié mare: | Random hexamers Volum final: ---
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20° C

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Random Hexamers N8080127/Invitrogen 2.5uM ---

50uM

Nom de la solucié mare: | Mg Volum final:

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20° C

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
1M MgCl, AM9530G/Ambion 2-5mM ---

(60mM -100ml)
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Nom de la solucié mare: | DTT Volum final: | ---

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20° C

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
100mM DTT Inclos al kit de la 5mM ---

SuperScript II Reverse
Transcriptase (ref.
18064-071) / Invitrogen

Nom de la solucié mare:

‘ Buffer

Volum final:

oH | -

‘ Manipulacié previa: | S’han de barrejar

Conservacio:

-20°C

Solucié Mare

Referéncia / marca

Concentracid final

Quantitat (unitats)

5X first-strand buffer
[250mM Tris-HCI (pH
8.3), 375mM KCI, 15mM

Inclos al kit de la
SuperScript II
Reverse Transcriptase
(ref. 18064-071) /

1x

Invitrogen
Nom de la solucié mare: | dNTPs Volum final: ---
pH | --- | Manipulacié prévia: | S’han de barrejar Conservacié: | -20°C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
100mM dNTPs Set 10297-018/Invitrogen 500uM ---
(4x25umol)
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
Tubs 0,2 ml Lliures de RNases guardats en un pot
marcat com RT
Puntes 0.5-10pl Lliures de RNases -
micropipeta amb filtre
Puntes 2-200pl Lliures de RNases ---
micropipeta amb filtre
Puntes 100-200pl Lliures de RNases ---
micropipeta amb filtre

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacid NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions

Cabina RNA
(Cruma)

Laboratori 1 003533 PNT-PO0705-URLA-66

Cabina RNA

Micropipeta PNT-PO0705-URLA-25
0.5-10pl

(Eppendorf)

Cabina RNA PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta ----
10-100pl

(Eppendorf)

Cabina RNA PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta ----
100-1000pl

(Eppendorf)

Centrifuga Laboratori 1 PNT-PO0705-URLA-37
multifuge 3L-R

(Heraeus)

Picofuge Laboratori 1 PNT-PO0705-URLA-70

(STRATAGENE)

Termociclador Laboratori 2 PNT-PO0705-URLA-31

2400 (AB)

038481

Termociclador Laboratori 2 PNT-PO0705-URLA-111

2720 (AB)
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8. Precaucions

1)

2)

3)

4)
5)

Cal tenir en compte que les mostres de RNA han d’estar en fred perqué aquest és molt labil i es
degrada amb molta facilitat.

La reaccid s’ha de fer en gel o sobre un rack de fred, ja que la SuperScript es pot degradar.
Ambdods enzims (SuperScript i RNasa out) han d’estar fora del congelador el minim temps
possible.

S’han de homogeneitzar molt bé les mostres.

Important, dispensar el mateix volum de mix a cada tub.

Treballar amb guants per evitar les RNases.

9. Procediment

9.1. Determinar la quantitat de cDNA necessari sintetitzar.

El volum de cDNA variara en funcié del nimero de reaccions de real time PCR s’hagin de fer per
cada mostra.

Exemple: Valoracié d'un gen d’interés + gen control endogen.

Es necessita: 1ul per reaccié per mostra, i per cada mostra es fan triplicats (per tant, 3
reaccions).

Considerant els dos gens (el gen d’interés + el gel de control endogen):

son 6 reaccions, 6 reaccions x 1ul/reaccié = 6 pl de reaccié de RT.

El volum minim dels termocicladors de qué disposem és de 10ul; per tant, aquest és el volum
que farem servir. També, cal considerar un volum suficient per possibles pérdues per evaporacid
i error en el pipeteig.

9.2. Calcul dels volums. Utilitzem un full excel per calcular el volum de cada reactiu segons el nimero
de mostres que tinguem i el volum de cDNA que necessitem (veure el full excel inclos).

9.3. En primer lloc, treiem els reactius del congelador (excepte la SuperScript i la RNasa out, que ho
farem just en el moment de posar-los al mix); els deixem descongelar, els homogeneitzem bé,
els fem un pols i els posem en gel.

9.4. Seguidament, dispensem l'aigua lliure de RNases que necessiti cada tub.

9.5. En un tub a part fem el mix dels reactius i després dispensem la quantitat necessaria per a cada
mostra.

9.6. Finalment, afegim el volum necessari de cada mostra per posar 0,5 pg.

9.7. Fem un pols perqué baixi tot.

9.8. Posem els tubs al termociclador. El programa esta indicat a la fulla excel.

9.9. Quan s’hagi acabat el programa, s‘agafen els tubs, es fa un pols i es guarden a -20°C. Les
mostres estan preparades per continuar amb la real time PCR.
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RT feta amb el kit d'Invitrogen

Vol segons n®

Reactius Concentracio Concent. Final

Vf = x ul mostres
5 X Buffer X1%* 7 21
DTT 0,1M 1,75 5,25
dNTPs (Mix) 25 mM 500 uM .7 2,1
Random Hexamers 50 uM 2,5 uM 1,75 5,25
RNase Out 40 U/ul 1U/ul 0,875 2,625
Mg 60 mM 2 mM (*) - 5 mM 1,17 3,51
SuperScript II 200 U/ul 5U/ul 0,875 2,625

14,12 42,36

Volum que s'hi pot
afegir (RNA+H20) 20,88
en ul
ul de la reaccio: 35
NUumero de mostres 2 3

* el 5 X Buffer té una [Mg++] de 15 mM ddna una [Mg++] final de 3 mM que junt amb el
que nosaltres afegim de [Mg++] final és de 5 mM

De RNA s'hi afegeix 0,5 ug

Programa RT: 10 min. —» 250C
50 min. —/™» 420C
5 min. —» 950C
mg : 0,5
MOSTRA CONCENTRACIO| QUANTITAT (QUANTITAT
RNA (ul) AIGUA ul
34 25 20,00 0,88
35 1010,4 0,49 20,39

10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

11. Guia de problemes

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

14.1. Valoracié de I'expressié génica de FABP4 en macrofags THP-1

Cal tenir en compte que en els experiments en queé es valori I'expressié genica de FABP4 en
els macrofags THP-1, el volum optim de reacci6 per la RT ha de ser de: 10ul. Si se supera
aquest volum, es dilueix en excés i, donada la relativament baixa expressio de FABP4 en

aquest tipus cel-lular, es retarden els cicles de la PCR a temps real.

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

Fonament. La real-time PCR utilitza un parell de primers complementaris a una seqiéncia definida en
cada una de les dues cadenes del cDNA obtingut a partir de la transcripcié inversa. La doble cadena de
cDNA és desnaturalitza i se separen les cadenes, d’aquesta manera es permet la unié de cada primer a la
respectiva seqiiéncia complementaria. La DNA polimerasa extén els primers i es produeix una copia de
cada cadena en cada cicle, donant lloc a una amplificacié exponencial.

La real-time PCR permet la visualitzacié a temps real del procés d’amplificacio a través d’una molécula
reporter fluorescent. Existeixen diverses possibilitats, en el nostre cas utilitzem la metodologia TagMan.

Esquema de la metodologia TagMan:

Fluorophore Quencher

Forward PCR. primer ¢y TagMan
Probe

Reverse PCR primer

v

Amplification Assay

Polymerization

E

" Probe displacement
Fluorescence and deavage

~7

Result
Fluorescence

— el P

PCR Products Cleavage Products

El termociclador de la real-time PCR té un llindar de deteccidé de fluorescéncia, per sota del qual no pot
discriminar entre I'amplificacié produida i el soroll de fons. D’altra banda, la senyal de fluorescéncia
augmenta a mesura que es produeix I'amplificacio i I'instrument adquireix dades durant el pas
d'annealing de cada cicle. El nombre d’amplicons assoliran la deteccid el limit de deteccié després d'un
determinat cicle, que estara en funcié de la concentracié inicial de la seqiiéncia diana de DNA. Aquest
cicle s'anomena threshold cycle (Ct). Com més alta és la concentracid inicial de DNA diana, més baix és
el valor del Ct.

- IFM gamma HF240399

Imatge de la monitoritzacié
a temps real de I'amplificacié per la PCR:

tt L
1 34 678 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40
Cyele

Objectiu. Determinar I'expressié d'un determinat gen.

2. Espécimen

Mostres de cDNA obtingudes a partir de la transcripcié inversa (RT) (veure PNT-PO0709-URLA-33).
3. Documentacio relacionada

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisié Data
Iolanda Lazaro Lopez 01 30/04/2010
6. Solucions, reactius i materials
Nom de la solucié mare: | TagMan MasterMix Volum final: ---
pH | --- | Manipulacid prévia: | --- Conservacié: | -20° C

Solucié Mare

Referéncia / marca

Concentracid final

Quantitat (unitats)

TagMan MasterMix

4366072/Applied
Biosystems

Nom de la solucié6 mare:

Nuclease-free water (not DEPC-

treated)

Volum final:

pH | --- | Mani

pulacid prévia:

Conservacio:

Solucié Mare

Referéncia / marca

Concentracid final

Nuclease-free water
(not DEPC-treated)

AM9937/Ambion

Quantitat (unitats)

Nom de la solucid Assay-on-demand (gen d’interes) Volum final: | ---
mare:
pH [ --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20° C

Solucié Mare

Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

Assay-on-demand (gen
d’interés)

Applied Biosystems

Material

Capacitat

Tractament Previ

Observacions

Tubs

1.5ml

Lliures de RNases

Per fer el mix

Puntes
micropipeta amb filtre

0.5-10l

Lliures de RNases

Puntes
micropipeta amb filtre

2-2004l

Lliures de RNases

Puntes
micropipeta amb filtre

100-200p!

Lliures de RNases

MicroAmp® Fast Optical
96-Well Reaction Plate
with Barcode, 0.1 ml -
Applied Biosystems

ref. 4346906

MicroAmp® Optical
Adhesive Film - Applied
Biosystems

ref. 4311971

7. Instrumentacioieq

uips:

Equip

Ubicacio

NUm. Inventari

NUm. PNT-EE

Observacions

7900HT Fast Real-Time
PCR System

SRCIiT ---

Centrifuga per plaques

SRCIT ---

Centrifuga per tubs

SRCIT ---

Pipeta electronica

5-100pl (Eppendorf)

Laboratori 1 055020

PNT-PO0705-URLA-58 | ---
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8. Precaucions

La placa s'ha de muntar damunt el taulell sense gel, ja que els pous mullats (per fora) podrien fer malbé
el bloc de temperatura del 7900.

9. Procediment

9.1. Preparacié de la placa

9.1.1. Dissenyar la placa, ja que facilita el procés de muntatge.
Cal recordar que sempre s’hi ha de posar com a minim un control endogen. Exemple: en
aquest cas el control endogen és el 18s.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
18s 18s 18s 18s 18s 18s 18s 18s 18s
B NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1 | MMP1
C NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2 | MMP2
D NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3 | MMP3
E NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl | Fbinl
F NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
Fbln2 | Fbin2 | FbIn2 | Fbin2 | Fbin2 | FbIn2 | Fbin2 | FbIn2 | FbIin2
G NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4 | Fbin4
H NTC 01 01 01 02 02 02 03 03 03
FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5 | FbIn5
9.1.2. Fer un mix per cada gen del qual s’hagi de valorar |'expressid. Cal tenir en compte que per

cada mostra s’han de fer triplicats i, a més, s’ha d’incloure un control negatiu (NTC) per
comprovar que no hi ha cap reactiu caducat. Per tant, si tenim 12 mostres, el calcul que hem
de fer s’exemplifica a la seglient taula:

PCR tr fet amb el kit d'applied Biosystems

Reactius Volum ul V(?l segons
n°® mostres
TagMan Buffer 5 195
AQOD (primer) 0,5 19,5
H20 lliure de Rnases 3,5 136,5
9 351
Numero de mostres 12 39

Programa de la PCRtr:

10 min. —» 95°C
15 seg. —» 95°C
1 min. —» 60°C

} 40 Cicles

9.1.3. Quan s’hagi fet el mix de cada gen, homogeneitzar-lo i fer un pols.
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9.1.4. Dispensar 9ul del mix de cada gen als pous en queé es correspongui segons el disseny de la

placa realitzat préviament.

5. Dispensar a cada pou 1ul de cDNA de cada mostra (seguint el disseny de la placa).

.6. Dispensar 1pl d'aigua lliure de nucleases en els pous control. En els pous dels controls posar la
mateixa quantitat que de mostra.

9.1.7. Tapar amb un adhesive cover amb |'espatula de plastic; mai amb els dits, perquée I'aparell

llegeix la fluorescéncia per la part de superior de la placa i podriem interferir aquesta senyal.
9.1.8. Centrifugar les plaques amb la centrifuga de plaques.
9.1.9. La placa ja esta preparada per posar a l'aparell.

9.2. Utilitzacié del programa

9.2.1. Obrir el programa SDS 2.3, seleccionar: File—» new, i dins d’aqui, seleccionar 96 wells i
AACt(RQ) i apretar a OK.

9.2.2. Add markers, que és dir-li al programa quins gens estem utilitzant; si ja estan entrats, cal
escollir els markers i apretar “copy to the plate document”. En cas contrari, apretar new i
omplir les caselles amb el nom del corresponent marcador.

9.2.3. Dissenyar la placa.

9.2.4. Una vegada dissenyada, indicar quin dels gens és el control endogen.

9.2.5. Quan estigui fet, anar a “Instrument”, apareixeran 3 pestanyetes.

9.2.6. A la “Thermal Cycler”: canviar els microlitres de la reaccié (posar 10) i mirar que estigui
marcat fast. Guardar el fitxer dins la carpeta.

9.2.7. A la pestanyeta “Real Time": clicar “connect to the instrument” i quan estigui conectat,
apretar “open/close” s’obrira I’'aparell i posarem la placa (el codi de barres cap al davant)
tornar a clicar “open/close” i es tancara |'aparell. Apretar Start.

9.2.8. L'aparell esta corrent uns 30’
9.2.9. Quan hagi acabat posara un missatge dient que el run és OK.
9.2.10. Ara es pot analitzar el resultat apretant la fletxa verda. En aquesta primera analisi es poden

veure si els triplicats s6n bons o no.

9.2.11. Tornar a la pestanya de Real Time i tornar a open/close per treure la placa de dins I'aparell i
tornar a tancar.

9.2.12. A partir d’aqui es poden fer altres plaques o tancar el programa i grabar el resultat per
analitzar-lo

9.3. Analisi dels resultats

9.3.1. Obrir el programa RQ manager.

9.3.2. Afegir totes les plaques que vulguem analitzar juntes. Quan les tinguem totes juntes, analitzar
(es pot fer tant manualment com de manera automatica per part del software). Quan I'analisi
hagi finalitzat, cal exportar els resultats.

9.3.3. Exportant els resultats es genera un document en format text. Que es pot obrir amb un excel,
on es processaran els resultats dins el document d’analisi.

10. Verificacio de la técnica i interpretaci6 de resultats

11. Guia de problemes

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

14.1. Valoracié de I'expressié génica de FABP4 en macrofags THP-1
Per valorar I'expressid génica de FABP4, utilitzarem el GAPDH com a control endogen.

Elaborat per: Roser Rosales Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

1.1.

Fonament. El protocol per I'obtencié dels extractes de proteines nuclears es compon de diferents

passos. En primer lloc, la utilitzacid d’un tampd hipotonic i la disrupcié mecanica perment el
trencament de la membrana cel:lular. En segon lloc, es realitza un pas de fraccionament
subcel-lular que permet precipitar els nuclis. I, finalment, el tractament de la fraccié nuclear amb
un tampo adequat provoca l'alliberament de les proteines.

1.2.

1.3.

EMSA i TransAM (ELISA-EMSA).

2. Especimen

Objectiu: Preparar extractes de proteines nuclears cel-lulars a partir de cél-lules en cultiu.

Utilitat: Els extractes nuclears cel-lulars es podran utilitzar en técniques com Western blot, ELISA,

Cél-lules, procedents de cultius en suspensié o adherides, o aillades a partir de teixit o de sang periféerica.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010
6. Solucions, reactius i materials
Nom de la solucié: | DTT 1M Volum final: | 5ml

pH | | Manipulacié prévia: | Conservacié: | -20°C, en aliquotes de 20yl
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
DTT (dithiothreitol) 161-0611/Bio-Rad 1M 0.771g

H,O Milli-Q ——-- ——-- 5ml

Nom de la solucié: | 0.5M HEPES | Volum final: | 30ml

pH | 7.9 | Manipulacié prévia: | autoclau | Conservacié: | 40C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
HEPES H9136 / Sigma 0.5M 3.57g

H,0 Milli-Q 30ml

Nom de la solucié: | 0.5M EDTA Volum final: 30ml

pH | 7.9 | Manipulacié prévia: | autoclau Conservacio: T ambient

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
EDTA 131669 / Panreac 0.5M 5.58¢g

H,O Milli-Q 30ml

Nom de la solucié: | 0.1M EGTA Volum final: 30ml

pH | | Manipulacié prévia: | autoclau Conservacio: T ambient

Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
EGTA E8145 / Sigma 0.1M 1.41g

H,O Milli-Q 30ml
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Nom de la solucio: KCl 1M Volum final: 30ml
pH ‘ | Manipulacid prévia: | autoclau Conservacio: T ambient
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
KCI 60133 / Fluka 1M 2.24g
H,O Milli-Q ——-- ——-- 30ml
Nom de la solucio: NaCl 5M Volum final: 50ml
pH ‘ | Manipulacié prévia: | autoclau Conservacio: T ambient
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
NaCl 121659 / Panreac 5M 14.61g
H,0 Milli-Q 50ml
Nom de la solucio: ‘ TAMPO HIPOTONIC - solucié estoc | Volum final: 100ml
pH ‘ ‘ Manipulacid prévia: ‘ Conservacio: 40C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
0.5M HEPES -—-- 10mM 2ml
0.5M EDTA -—-- 0.1mM 20ul
0.1M EGTA ——-- 0.1mM 100yl
1M KCI -—-- 10mM iml
Spermidine S2501 / Sigma 0.75mM 0.019095¢g
Spermine S1141 / Sigma 0.15mM 0.00522g
H,O Milli-Q ——-- ——-- fins a Vf=100ml
Nom de la solucié: ‘ TAMPO HIPOTONIC - soluci6 treball | Volum final: 10ml
pH | ‘ Manipulacié prévia: Conservacio: en fred
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Tampd HIPOTONIC - 10ml
solucid estoc
Llet en pols desnatada ---- 5mg/ml = 0.5% 50mg
DTT 1M -—-- 1mM 10ul
Pastilla Complete Mini 11 836 153 001 / ---- 1
Protease Inhibitor Roche

Cal dissoldre la solucié amb el vortex, perque la pastilla d’inhibidors de proteases costa molt de

desfer.
Nom de la solucio: ‘ TAMPO D’EXTRACCIO - solucid estoc Volum final: 100ml
pH ‘ Manipulacié prévia: | Conservacio: 40C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
0.5M HEPES -—-- 20mM 4ml
0.5M EDTA -—-- 1mM 200ul
0.1M EGTA 1mM iml
5M NacCl 0.42M 8.4ml
Glicerol 100% G5516 / Sigma 25% 25ml
H,O Milli-Q ———- fins a Vf=100ml
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Nom de la solucio:

TAMPO D'EXTRACCIO - solucié treball

Volum final:

10ml

pH Manipulacié previa:

Conservacio:

-20°C,
aliquotes de 1ml

Solucié Mare Referencia / marca

Concentracid final

Quantitat (unitats)

Tamp6 HIPOTONIC | ----
- solucié estoc

10ml

Pastilla Complete 11 836 153 001 / Roche
Mini Protease

Inhibitor

1

desfer.

(concentracio final 1mM).

(2) Cal dissoldre la solucié amb el vortex, perquée la pastilla d’inhibidors de proteases costa molt de

(3) En el moment d’utilitzar, cal treure una aliquota de 1ml del congelador i afegir 1yl DTT 1M

Reactiu Referéncia Casa Comercial Codi URL
D-PBS w/o Ca®*, Mg** 149190-094 GIBCO 323
EDTA 131669 Panreac 17
EGTA E8145 Sigma 54
HEPES H9136 Sigma 84

KCl 8544 Probus 22
Complete Mini Protease | 11 836 153 001 Roche 497
Inhibitor

Spermidine S2501 Sigma 414
Spermine S1141 Sigma 415
DTT 161-0611 BioRad 371
Glicerol G5516 Sigma 119
NacCl 131659 Panreac 220
Llet desnatada en pols -—-- ---- 15
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
puntes micropipeta 0.5-10pl autoclavat 40C
puntes micropipeta 2-200ul autoclavat 40C
puntes micropipeta 100-1000pl autoclavat 40C
Pipetes pasteur esteérils 3.5ml ---- Esteérils
tubs eppendorf 1.5ml autoclavat 40C
tubs conics 15ml ---- Estérils

Cell lifters — COSTAR —
(Cultek), #3008

Xeringues 1ml - BD iml
Plastipak, #300014

agulla 26G1/2 - BD
Plastipak 1ml SUB-Q,
#305501

Agulles 18G1/2 (rosa) - 18G1/2 -—-- -
Microlance BD, #304622
Xeringues 1ml amb iml + 26G1/2 -—-- ——

Paper de filtre que no -—--
deixi fibres - TORK

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez
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7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio NUm. Inventari | NUm. PNT-EE Observacions

Cabina de flux Laboratori de Cultius | 012457 PNT-PO0705-URLA-12
laminar vertical,
CV-100 (Telstar)

Microscopi invertit Laboratori de Cultius | ---- PNT-PO0705-URLA-26
de contrast de
fases, 11X71S8F3

(Olympus)
Centrifuga Multi3L- | Laboratori 1. ---- PNT-PO0705-URLA-37
R (Heraeus) Genetica i biologia
molecular
Vortex (Ika) Laboratori 1. 055054 PNT-PO0705-URLA-33
Génetica i biologia
molecular
Agitador circular Cambra freda 012472 PNT-PO0705-URLA-114
(Heidolph)

8. Precaucions

9. Procediment

Nota #1. Cal tenir en compte que per efectuar el procediment per I'obtencié dels extractes de proteines
nuclears a partir de cél-lules en cultiu, seran necessaries 2 plaques de Petri de 10cm @ amb densitat
elevada en determinats tipus cel-lulars per obtenir un rendiment i una concentracié de proteines suficient
per posteriors procediments.

Nota #2. Si les cél-lules a processar estan en suspensid, obviarem els passos de rascat de les plaques
(passos 9.3-9.6). A partir del nimero de cel-lules que marqui el tipus cel-lular i segons proves
d’optimitzacié previes, recuperarem les cél-lules de la suspensié centrifugant; s’eliminara el SN (medi) i
es realitzaran els tres passos de rentat amb PBS fred (per centrifugacié i eliminacié de SN). I,
seguidament, se li afegira el volum necessari de tampd d’'homogeneitzacié i procedira seguint a partir del
pas 9.7. d’homogeneitzacié amb agulla de 26G1/2.

Nota #3. Tot el material que es faci servir en el procediment experimental ha d’estar fred, tant les
solucions com el material plastic (puntes de pipetes, pipetes pasteurs, xeringues, agulles, etc.).

Nota #4. No és necessari mantenir |'esterilitat durant el procediment, perqué les cél-lules que es
manipulen estan destinades a la seva lisi. Perd, es recomana, per la seguretat del propi manipulador,
realitzar els passos 9.2-9.9 dins la cabina de flux laminar vertical pels possibles aerosols que es generin
durant el procediment.

Nota #5. En el procediment, hi ha dos passos de centrifuga. Per tant, necessitarem que estigui a 4°C.
S'utilitzara la centrifuga Heraeus Multi3R que es troba al laboratori 1 (Genetica i biologia molecular). Cal
tenir en compte que aquesta centrifuga necessita aproximadament 1 hora per refredar-se. I, també, ens
assegurarem que el rotor que contingui sigui el rotor fix per tubs de 1.5ml. Ja que en el procés de
refredament de la centrifuga també es refredara el rotor.

Nota #6. Els passos de procediment del 9.5. fins el 9.12. s’han de realitzar en un temps total que no

superi els 60 MiNuUts. Aquest pas és critic perqué si se supera aquest temps, la solucié hipotonica
podria arribar a travessar la membrana nuclear i es perdrien els factors de transcripcié. Per tant, en el
moment en qué es dispensi el volum de solucid de treball de tampd hipotonic, es posara un TIMER en
compte enrera amb 1 hora de temps.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.1. Observem les cél-lules al microscopi.
Amb l'observacid de les cél-lules al microscopi, determinarem |’estat en qué es troben les céel-lules a
partir de les quals s’obtindran els extractes de proteines nuclears; valorarem el grau d’afectacié de
les cel-lules per efecte de la incubacid.

9.2. Posem les plaques en gel.

9.3. Eliminem el medi de les plaques.
Nota. Aquest medi es pot conservar per si es vol fer servir en posteriors estudis. Caldra processar-
lo adequadament per la seva conservacio just després de ser recuperat. El procediment a efectuar
és el seglient: centrifugar el medi a 4°C a 3000rpm durant 5 minuts; recuperar el sobrenedant i
descartar el possible pellet que hi pugui quedar. Es important fer aliquotes i guardar-les
rapidament a -70°C.

9.4. Rentem 3 vegades amb PBS fred. No és necessari mantenir I'esterilitat durant el procediment. Cal
procurar que al darrer rentat s’elimini completament el PBS afegit; ja que si no, diluirem la mostra
i la concentracio final de proteina sera inferior a I'Optima.

9.5. Afegim la soluci6 de treball de tampo hipotonic. El volum depén del tipus cel-lular a processar. Es
recomana realitzar proves per optimitzar el procediment i determinar el volum necessari.
Per exemple:
- macrofags THP-1: 800yl per 1 placa
- musculars llises HCASMC: 800ul per 2 plaques
- endotelials HUVECp: 800ul per 2 plaques

9.6. Rasguem amb el cell-lifter la superficie del fons de la placa; cal que ens assegurem que sigui
homogeni i que s’ha recuperat el maxim possible, per aquest motiu es recomana fer repetides
passades amb el cell-lifter i observar la placa al microscopi per veure el que pugui haver quedat.
En el cas de disposar de dues plaques, transferim I'homogenat de la primera placa a la segona amb
una xeringa de 1ml amb agulla 18G1/2 i repetim el procediment de rascat amb el cell-lifter.

9.7. Recuperem I'homogenat cel-lular amb la xeringa de 1ml amb agulla 18G1/2, transferim a un tub
eppendorf i ho deixem cobert de gel.

9.8. Realitzem les operacions anteriors amb totes les plaques de les altres condicions.

9.9. Homogeneitzacid.
Amb una xeringa amb agulla de 26G1/2, homogeneitzem 10 vegades la suspensié cel-lular. El
procés d’homogeitzacié consisteix en fer passar tot el volum de la suspensio cel-lular per la xeringa
i, seguidament, deixar-lo anar al tub. Cada pas de captacié del volum + deixat anar és una
vegada
(T = 1). S'ha de repetir 10 vegades.
Nota. Cal realitzar el procediment sense treure els tubs del gel. Cal que tot estigui constantment a
40C,
I, s’ha d’evitar tenir molt de temps els tubs a la ma, per evitar que s’escalfin i es desnaturalitzin les
proteines.
Nota. Cal evitar pujar i baixar molt rapidament I'émbol de la xeringa, perqué d’aquesta manera es
genera escuma i no s’homogeneitza bé la suspensio cel-lular.

9.10. Centrifugar: 16000g, 10 min, 4°C, rotor fix, velocitat de frenat=3.

9.11. Treure els tubs immediatament de la centrifuga i clavar-los en gel; sind, el pellet es podria
resusprendre.
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9.12. Recuperar el sobrenedant de cada un dels tubs, sense apurar molt el volum que queda just per
damunt del pellet. Aquesta fracci6 recuperada correspon a les proteines citoplasmatiques.
Es important fer aliquotes i guardar-les rapidament a -70°C.
Acabem de treure el volum que hem deixat just per damunt del pellet, procurant deixar-lo el
maxim sec possible sense arribar a tocar-lo.

Seguidament, amb un paper de filtre que no deixi fibres (TORK), cal assecar el tub, també
procurant de no tocar el pellet i mantenint els dits a la part superior del tub (per no escalfar la
mostra i evitar desnaturalitzar les proteines que seguidament s’extreuran).

Es important assegurar-nos que el pellet queda molt sec perqué a continuacié es dissoldra amb el
minim volum possible i qualsevol petit volum restant, podria diluir de manera important el tampo
d’extraccio.

A més, cal evitar la possible contaminacié creuada entre proteines de nucli i citoplasma.

9.13. Nota de procediment molt IMPORTANT:

Fins aquest punt de procediment, el temps total transcorregut no ha de superar els 60
MINUTS.

Aquest pas és critic perqué si se supera aquest temps, la solucié hipotonica podria arribar a
travessar la membrana nuclear i es perdrien els factors de transcripcio.

9.14. Resusprendre el pellet amb el minim volum possible de la solucié de treball de tampd d’extraccio.
Com en el cas del tampd hipotonic, variara en funcié del tipus cel-lular i és un parametre a
optimitzar, ja que depéen del nUmero de cél-lules.

Un cop dispensat un determinat volum de tampo, tapem el tub i el girem. D’aquesta manera
comprovem si la suspensio es remenara o no. Si no es mou, cal afegir més volum.

Aquest punt és critic i fonamental per aconseguir una bona extraccié = tenir factors de transcripcié
/ proteines nuclears = poder treballar.

9.15. Un cop resuspés el pellet de tots els tubs. Fem un pas de vortex de pocs segons i tornem els tubs
al gel.

9.16. Deixem en agitacio circular a la cambra freda durant 45 minuts.
La velocitat de I'agitacié ha de ser la minima possible.
Durant els 45 minuts, farem passos de vortex cada 15 minuts. Entrem un vortex a la cambra freda,
repetim el procés de vortex realitzat previ a I'inici de I'agitacid circular.

Quan finalitzi el procés d’agitacid, clavarem els tubs en gel per portar-los a centrifugar.

9.17. Centrifugar: 16000g, 60 min, 4°C, rotor fix, velocitat de frenat=3.

9.18. Treure els tubs immediatament de la centrifuga i clavar-los en gel; sind, el pellet es podria
resusprendre.

9.19. Recuperar el sobrenedant de cada un dels tubs, sense apurar molt el volum que queda just per
damunt del pellet. Aquesta fraccio recuperada correspon a les proteines nuclears.
Es important fer aliquotes i guardar-les rapidament a -70°C.

9.20. Determinar la quantitat de proteina total de cada mostra pel métode de Bradford.

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucid
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13. Control de la documentacio

14. Annexos

14.1 Anotacions i limitacions del procediment:

14.1.1 En una mateixa bateria d'extraccions només podem fer 8 plaques per persona.

14.1.2 Cal vigilar molt amb I'etiquetat dels tubs. S’ha de tenir en compte que estaran molta
estona en gel, que es guardaran a -70°C i seran descongelats varies vegades (maxim 8).

14.1.3 El procés de descongelacio-congelacié ha de ser molt rapid = farem aliquotes petites.

14.1.4 Cal fer una marca al tub cada cop que ha estat congelat/descongelat. No excedir de 8
vegades. .

14.1.5 Podem congelar les mostres i calcular la proteina un altre moment. Es molt important que
el resultat sigui acurat perqué hem de carregar la mateixa quantitat de proteina a cada
carril del gel.

14.1.6 No guardem les solucions de treball dels tampons d'extraccid i hipotonic. Cada vegada cal
preparar-ne de noves.

14.1.7 Fer servir el cell-lifter sempre per la mateixa cara i millor per:

—>

Si es fes per l'altra, les cél-lules quedarien aqui:

Anar rapid amb els rentats.

Cal anar amb compte de no confondre les plaques perqué quan es treu la tapa no queda
cap marca. Una possible solucié és marcar la base de les plaques amb la condicié que
correspongui.

14.1.10 Cal assegurar-nos que retirem tot el D-PBS dels rentats.

14.1.11 Totes les solucions estan autoclavades. Per tant, cal fer servir puntes autoclavades.
14.1.12 La solucié final no ha de ser esteril.

14.1.13 Els reactius Spermin i Spermidine es guarden a -20°C, segellats amb parafilm.

14.1.14 La solucié de DTT es prepara i es guarda en aliquotes de petit volum a -20°C. Només es
pot congelar una Unica vegada. No es pot reutilitzar.
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14.2 Especificacions per I'obtencié dels extractes de proteines nuclears pels experiments
amb MACROFAGS THP-1:

14.2.1 Els macrofags THP-1 sén cél-lules adherides; per tant, el procediment es realitzara d’acord amb
les especificacions donades per aquest tipus de cel-lules en el PNT.

14.2.2 Tipus de plaques: Nunclon A, #150350 (Nunc), 56.7cm?

14.2.3 NUmero de cél-lules per placa: 6-10°

14.2.4 Numero de plaques per pondicié: 1

14.2.5 Volum de tampd HIPOTONIC: 800pl/placa

14.2.6 Volum de tamp6 d’EXTRACCIO: 80ul/placa.
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1. Fonament i objectiu

Fonament. Separacid de proteines en un gel de poliacrilamida comercial o de confeccié manual en base a
la seva mobilitat electroforetica (donada per la longitud de la cadena polipeptidica o el pes molecular). Les
proteines son tractades amb un detergent anionic (dodecil sulfat sodic o SDS) que proporciona una
mateixa relacié carrega/massa per totes les proteines. Per tant, les proteines sén separades en funcioé del
seu pes molecular. En el gel, les proteines corren de manera inversament proporcional al seu pes (com
més petites més corren, més mobilitat electroforética).

Objectiu. Separar d’una barreja de proteines en funcié del seu pes molecular (de la mobilitat
electroforética).

Utilitat. Sovint una electroforesi és un pas previ a una altra técnica, com per exemple el Western blot.

2. Espécimen

Extractes de proteines aillades o amb altres substancies.

Per exemple: extractes de proteines cel-lulars o de teixit, medi de cultiu, plasma, seérum, orina. Cal tenir
present que el procés de tractament de les mostres desnaturalitza les proteines i, per tant, aquestes
perden les propietats depenents de la seva estructura.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

SDS = dodecil sulfat sodic
PAGE = electroforesi en gels de poliacrilamida

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | Tampé d’electroforesi Tris-Acetate | Volum final: | 800ml
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacid: | 4°C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nu®PAGE Tris —Acetate LA0041 / Invitrogen 1X 40 ml
SDS Running Buffer 20X
H,O Milli-Q --- --- 760ml
Nom de la solucié: | Tampé d’electroforesi MOPS | Volum final: | 800ml
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacid: | 4°C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nu®PAGE MOPS SDS NP00O1 / Invitrogen 1X 40 ml
Running Buffer 20X
H,0 Milli-Q --- --- 760ml
Elaborat per: Noemi Serra Encinas Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Nom de la solucio:

| Tampd d’electroforesi MES

| Volum final:

[ 800ml

| Manipula

pH

cid previa: | ---

Conservacié: | 4°C

Reactiu

Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

Nu®PAGE MES SDS
Running Buffer 20X

NP0002 / Invitrogen

1X

40 ml

H,0 Milli-Q

760ml

Nom de la solucié: | Tampé d’electroforesi Tris-Glycine

| Volum final:

| 800ml

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacid: | 4°C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nu®PAGE Tris-Glycine LC 2675 / Invitrogen 1X 40 ml
SDS Running Buffer 20X
H,O Milli-Q 760ml

Nom de la solucid: 1.5M Tris-HCI Volum final: ‘ 100ml

pH 8.8 Manipulacio previa: | ajustar pH Conservacio: | 4°C

amb HCI 6N
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Trizma Base

T1503-100G/SIGMA

1.5M

18.165¢g

H,0 Milli-Q

Fins a Vf=100ml

Nom de la solucio:

| SDS al 10%

‘ Volum final:

\ 100ml

pH ‘ --- ’ Manipulacid previa: ‘ --- Conservacio: ‘ T ambient
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
SDS L3771-25G/SIGMA 10% 10g
H,0O Milli-Q --- --- Fins a Vf=100ml
Reactiu Referéncia/Marca Concentracio final Quantitat (unitats) | Conservacio
NuPAGE® LDS Sample NP0007/ 1x 40C
Buffer 4x Invitrogen
NuPAGE® Sample NP0004/ 1x 40C
Reducing Agent 10X Invitrogen
NuPAGE® Antioxidant NP0005 40C
/Invitrogen
Gels NUPAGE® Novex EA0375BOX/ -—- --- 40C
3.8% Tris-Acetate (1mm, 10 | Invitrogen
wells)
Gels NUPAGE® Novex NP0302BOX/ --- --- 40C
10% Bis-Tris ( 1mm, 10 Invitrogen
wells)
Gels NUPAGE® Novex EC60352BOX/ --- --- 40C
4.12% Tris-Glycine (1mm, Invitrogen
12 wells)
NOVEX® Tris-Glycine SDS LC2676 / 1x --- 40C
Sample Buffer (2x) Invitrogen
HiMark™Pre-Stained LC5699/ - - -200C
High Molecular (HMW) Invitrogen
Weight Protein Standard
BenchMARK™ 10748-010/ --- --- -200C
Pre-Stained Protein Invitrogen
Ladder
MagicMark LC5602/Invitrogen | --- --- -20°C
Elaborat per: Noemi Serra Encinas Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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PNT-PO0709-URLA-03 Revisid: 00 Data: 24-07-2008
Precision Plus Protein 161-0376/ --- --- -20°C
WesternC standards Invitrogen
Trizma Base T1503 / Sigma --- --- T ambient
Acril/Bisalcrilamida 40% 161-0146 / --- --- 40C
Bio-Rad
SDS L3771 / Sigma --- --- T ambient
TEMED T8133 / Sigma --- --- T ambient
Persulfat amonic 161-0700 / --- --- T ambient (al
Bio-Rad dessecador)

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacid NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions
Micropipeta 0.5-10ul Laboratori --- PNT-PO0705-URLA-25

(Eppendorf) 1/2

Micropipeta 10-100pl Laboratori --- PNT-PO0705-URLA-25

(Eppendorf) 1/2

Micropipeta 100-1000pl Laboratori - PNT-PO0705-URLA-25

(Eppendorf) 1/2

Centrifuga multifuge 3L-
R (Heraeus)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-37

Font d’'alimentacio
PowerPac 200 (Bio-Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-45

Font d’alimentacio
PowerPac HC (Bio-Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-46

Font d’alimentacio
EPS3500 (Amersham-

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-47

Pharmacia)

Mini-Protean Tetra Cell Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-63
(Bio-Rad)

Mini-Protean 3 Cell Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-65
(Bio-Rad)

Agitador magnetic
HC1202 (Bibby)

Laboratori 2

PNT-PO0705-URLA-75

Thermomixer comfort
(Eppendorf)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-95

Cubeta electroforesi Xcell
SurelLock (Invitrogen)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-98

8. Precaucions

9. Procediment

9.1.

Preparacié dels diferents tampons d’electroforesi NuPAGE® SDS Running Buffer 1x

9.1.1. Proteines entre 60-250kDa: NuPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer 1x

Preparar 800ml a partir de NUPAGE® Tris-Acetate SDS Running Buffer 20x:

NuPAGE Tris-Acetate SDS Buffer (20x)

H,0 Milli-Q

Elaborat per: Noemi Serra Encinas

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.1.2. Proteines entre 20-80kDa: NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 1x
Preparar 800 ml a partir de NuPAGE® MOPS SDS Running Buffer 20x:

NUPAGE® MOPS SDS Buffer (20x)  oveeeeen. 40ml
H,O0 Milli-Q 760ml

9.1.3. Proteines entre 20-80kDa: NuPAGE® MES SDS Running Buffer 1x
Preparar 800 ml a partir de NuPAGE® MES SDS Running Buffer 20x:

NUPAGE® MES SDS Buffer (20X)  .eveeenen. 40ml
H,O Milli-Q 760ml

9.1.4. Proteines entre 31-200kDa: NuPAGE®Tris-Glycine Running Buffer 1x
Preparar 800 ml a partir de NUPAGE® Tris-Glycine SDS Running Buffer 20x:

NuPAGE® Tris-Glycine SDS Buffer (20x)  .......... 40ml
H,O Milli-Q 760ml

9.2. Preparacié i desnaturalitzacié de les mostres

9.2.1. Preparacié de les mostres pels tampons d’electroforesi: Tris-Acetate SDS, MOPS i
MES

9.2.1.1. En tubs eppendorfs estérils de 1.5ml, preparar les mostres.
Cal tenir en compte: 1) els micrograms de proteina necessaris; 2) el volum final de la
mostra, que estara supeditat a la quantitat de proteina necessaria i al volum maxim que
es permeti carregar en els pous del gel; la dilucié dels diferents tampons utilitzats en la
preparacio de la mostra.

Per exemple, en un volum total de 10ul, amb una mostra de proteina amb una
concentracid de 5,53ug/ul i que sén necessaris 20ug de proteina per mostra:

4*) | Protein Sample (20ug) 3.62pl
3*) | NuPAGE® Sample Reducing Agent 10x 1.00pl
2*) | NUPAGE® LDS Sample Buffer 4x 2.50pul
1*) | Deionized Water 10-3.62-2.5-1.0=2.88yl

*Nota. Es recomana dispensar els diferents components per la preparacié de la mostra
segons |'ordre que s’indica: primer, I'aigua; en segon lloc, el tampd de mostra; en tercer
lloc, I'agent reductor; i, finalment, la mostra.

Fer un pols amb la centrifuga a 4°C, perque baixi la mostra.

Escalfar les mostres al bloc de temperatura Thermomixer Comfort (PNT-PO0705-URLA-95):
700C, 10 minuts.

9.2.1.4. Fer un pols amb la centrifuga a 4°C i deixar les mostres clavades en gel fins el moment de
carregar-les al gel.

v
NN
[
W
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9.2.2. Preparacio de les mostres pel tampé d’electroforesi: Tris-Glycine

9.2.2.1. En tubs eppendorfs estérils de 1.5ml, preparar les mostres.
Cal tenir en compte: 1) els micrograms de proteina necessaris; 2) el volum final de la
mostra, que estara supeditat a la quantitat de proteina necessaria i al volum maxim que
es permeti carregar en els pous del gel; la dilucié dels diferents tampons utilitzats en la
preparacié de la mostra.

Seguint I'exemple anterior, en un volum total de 10ul, amb una mostra de proteina amb
una concentracié de 4,53ug/ul i que sén necessaris 20ug de proteina per mostra:

4*) | Protein Sample (20ug) 3.62ul

3*) | NuPAGE® Sample Reducing Agent 10x 1.00ul

2*) | NOVEX® TRIS-Glycine SDS Sample 5.00ul
Buffer (2x)

1*) | Deionized Water 10-4.42-5.0-1.0=0.38ul

*Nota. Es recomana dispensar els diferents components per la preparacié de la mostra
segons l'ordre que s’indica: primer, l'aigua; en segon lloc, el tampd de mostra; en tercer
lloc, I'agent reductor; i, finalment, la mostra.

Fer un pols amb la centrifuga a 4°C, perqueé baixi la mostra.

Escalfar les mostres al bloc de temperatura Thermomixer Comfort (PNT-PO0705-URLA-95):
85°C, 2 minuts.

9.2.2.4. Fer un pols amb la centrifuga a 4°C i deixar les mostres clavades en gel fins el moment de
carregar-les al gel.

v

N
N
w N

9.3. Muntatge de la cubeta

9.3.1. Muntar els gels comercials NUPAGE® Novex en la cubeta d'electroforesi XCell SureLock Mini-
Cell (PNT-PO0705-URLA-98) o muntar els gels en la cubeta Mini-PROTEAN® 3 Cell de Bio-
Rad (PNT-PO0705-URLA-65), si el gel es confecciona manualment (veure annex 14.1:
Confecciéo manual de gels al 6%). (*) Si només es fa correr un gel utilitzar el “Buffer
Dam” on aniria el 2n gel.

9.3.2. Afegir 600m| de tampé d'electroforesi NUPAGE® SDS Running Buffer 1x al compartiment
exterior i 200ml de tampé d'electroforesi NUPAGE® SDS Running Buffer 1X amb 500l
antioxidant al compartiment interior (preparar immediatament abans de fer el muntatge de
la cubeta per I'electroforesi)._(*)En el cas d’utilitzar gels Tris-Glycine, no és necessari
separar 200ml de tampo 1x per afegir els 500ul d’antioxidant. Aquests gels no necessiten
antioxidant.

Outer
chamber(600ml)

Inner chamber
(200ml + 500 pl
antioxidant)
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9.3.3. Carregar el volum de mostra al gel i carregar el marcador de pes molecular pretenyit.
9.3.4. Connectar els eléctrodes a la font d'alimentacio.

9.4. Electroforesi SDS-PAGE - condicions

9.4.1. Proteines entre 60-250kDa: gels Tris-Acetate 3-8% + tampé NuPAGE® Tris-
Acetate SDS Running Buffer 1x:
- voltatge constant: 150V
- poténcia aproximada: 10-11W
- intensitat esperada: 40-55mA/gel a l'inici i de 25-40mA/gel al final.
- temps d’electroforesi: ~1 hora

9.4.2. Proteines entre 20-80kDa: gels Bis-Tris 10%+ tampé NuPAGE® MOPS SDS Running
Buffer 1x:
- voltatge constant: 200V
- poténcia aproximada: 10-11W
- intensitat esperada: 100-115mA/gel a l'inici i de 60-70mA/gel al final.
- temps d’electroforesi: 50 minuts

9.4.3. Proteines entre 20-80kDa: gels Bis-Tris 10%+ tampé NuPAGE® MES SDS Running
Buffer 1x:
- voltatge constant: 200V
- poténcia aproximada: 10-11W
- intensitat esperada: 100-115mA/gel a l'inici i de 60-70mA/gel al final.
- temps d’electroforesi: 35 minuts

9.4.4. Proteines entre 31-200kDa: gels Tris-Glycine comercials o manuals* + Bis-Tris
10%+ tampé NuPAGE®Tris-Glycine Running Buffer 1x:
- voltatge constant: 125V
- poténcia aproximada: 10-11W
- intensitat esperada: 30-40mA/gel a I'inici i de 8-12mA/gel al final.
- temps d’electroforesi: 90 minuts

(*) Veure annex 14.1: Confeccié manual de gels al 6%.

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucid

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

14.1. Confeccié manual de gels al 6% amb el sistema Mini-PROTEAN® 3 Cell (Bio-Rad)

Com a consideracié prévia important per la confeccié dels gels d'acrilamida al 6% s’ha de
tenir en compte que s’han d’utilitzar els vidres i els separadors de 1.5mm de gruix, ja que el
percentatge d’acrilamida és molt baix i es necessita que els gels siguin més gruixuts perque
els puguem manipular adequadament (PNT-PO0705-URLA-65).

Elaborat per: Noemi Serra Encinas Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Volums per 2 gels:

1.5M Tris-HCI, pH=8.8 6.25ml
Acril/Bisacrilamida 40% 3.75ml
SDS 10% 250yl
APS 125pl
TEMED 25yl
Fins a volum final = 25ml amb H,0 Milli-Q

Temps minim de polimeritzacid: 1 hora

14.2. Quadre resum de les especificacions per cada proteina

GEL TAMPO PROTEINA
ACTINA (43kDa) Bis/Tris 10% MES/MOPS CPE=NPE=20ug
Akt,
pThr308-Akt, Bis/Tris 10% MES/MOPS CPE=20ng
pSer473-Akt (60kDa)
ERK, Bis/Tris 10% MES/MOPS CPE=20g
p(Thr202/Tyr204)-ERK
FABP4 (15kDa) Bis/Tris 10% MES CPE=40ug
GSK-3B,
pSer9-GSK-3B8 Bis/Tris 10% MES/MOPS CPE=20ug
(50kDa)
LAMIN B receptor . . o _
(71kDa) Bis/Tris 10% MES/MOPS NPE=15pg

Bis/Tris 6%
Nrf2 (gels de confeccié . . _ _
(98, 118kDa) manual, gruix Tris-Glycine CPE=NPE=15ug
1.5mm)
a-TUBULIN (50kDa) Bis/Tris 10% MES/MOPS CPE=15ug
eNOosSs, . ) o . _
peNOS (140kDa) Bis/Tris 10% MOPS Lisat total=25ug
Elaborat per: Noemi Serra Encinas Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

Fonament. Aquesta tecnica és una aplicacié de l'electroforesi SDS-PAGE (veure PNT-PO0709-URLAO3).
Les proteines separades mitjangant electroforesi SDS-PAGE sén transferides des del gel a una membrana
de nitrocel-lulosa, per capil-laritat o mitjangant I'aplicacié de corrent eléctric, on posteriorment poden ser
detectades i identificades per hibridacié amb anticossos especifics. La membrana constitueix una réeplica
del patrd separacié de proteines en el gel. Metodologia que s’engloba en la técnica del Western blot com
continuacioé al pas de l'electroforesi, per assolir I'objectiu final de la deteccié de proteines especifiques a

partir d’'un extracte o homogenat proteic.

Objectiu. Transferir del gel a membrana de nitrocel-lulosa proteines separades per electroforesi i

procedents d’'un homogenat de teixit o un extracte cel-lular.

2. Espeécimen

Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) on préviament hem separat pel seu pes molecular proteines
d’extractes cel-lulars, homogenats de teixit, orina, plasma, etc.

3. Documentacio relacionada

PNT AP69. iBlotTM. Sistema de transferéncia en sec.
(Laboratoris Clinics — CRB. Hospital Universitari Sant Joan de Reus)

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | Tampé de transferéncia [ Volum final: | 1000ml

pH [ --- | Manipulacié prévia: [ --- Conservacié: | 4°C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
NuPAGE Transfer Buffer NP00061 / Invitrogen 1x (v/v) 50ml

(20x)

NuPAGE Antioxidant NPOOO5 / Invitrogen iml

MeOH () 1.06009.1000/ Merck | 10% (v/v) 100ml

H,0 Milli-Q ---- 849ml

@) preparem NuPAGE Transfer Buffer 1x amb un 20% de MeOH si es transfereixen 2 gels per obtenir una
transferencia optima.

Elaborat per Noemi Serra - Iolanda Lazaro Aprovat per: Lab-Manager
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Nom de la TBS 10x Volum final: | 1l
solucid:
pH | 7.4 | Manipulacié Ajustar a pH Conservacio: 40C
prévia: amb HCI 6N
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
KCI 60133 / Fluka 250mM (p/v) 30g
NaCl 121659 / Panreac 1.5M (p/v) 80g
Trizma base T1503 / Sigma 27mM (p/v) 2g
H,0 Milli-Q 800ml

M En el moment d'utilitzar-lo, el necessitem a concentracié TBS 1x, per tant hem de diluir-lo 1:10.
Relacié: 100 ml TBS 10X + 900 ml aigua Milli-Q

(2) pesem tots els reactius i els dissolem en 800ml d’aigua Milli-Q, llavors ajustem el pH de la dissolucié
amb HCI fins a 7.4 i, finalment, afegim aigua Milli-Q fins a 1l.

Nom de la solucié: | Solucié de bloqueig al 2% | Volum final: | 50mI @
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacio: | ---
Reactiu Referéncia / marca Concentracié final Quantitat (unitats)
Reactiu de bloqueig CPK1075 / GE- 2% (p/v) 1g
ECL Amersham
Tween 20 17-1316-01/ 0.1 % (v/v) 0.05ml
Amersham
TBS 1x --- 50ml

() Depén del tamany de la

membrana que volem bloquejar

) El percentatge del bloqueig dependra de I'estratégia de bloqueig de la membrana que es vulgui

utilitzar:
= Solucié de bloqueig al 2%: bloqueig overnight a 4°C o 1h a temperatura ambient.
= Solucié de bloqueig al 4%: bloqueig 20 minuts a temperatura ambient.
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
Pipetes pasteur no 3.5ml --- ---
esteérils

Pinces per la membrana

Tisores per la
membrana

Cubetes de plastic

Bosses de plastic

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio Ndm. Inventari | NOm. PNT-EE Observacions
pH-metre Laboratori 2 012409 PNT-PO0705-URLA-07 ---

Agitador Laboratori 1 012472 PNT-PO0705-URLA-14 ---
(Heidolph)

Agitador roller Laboratori 2 012416 PNT-PO0705-URLA-19 ---

(Beckman Coulter)

Micropipeta
0.5-10pl
(Eppendorf)

Laboratori 1/2 ---

PNT-PO0705-URLA-25

Elaborat per Noemi Serra - Iolanda Lazaro
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Micropipeta
10-100pl
(Eppendorf)

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta
100-1000pl
(Eppendorf)

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-25

Font d’alimentacio
PowerPac 200
(Bio-Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-45

Font d’alimentacio
PowerPac HC (Bio-
Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-46

Mini-Protean Tetra
Cell (Bio-Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-63

Mini-Protean 3 Cell
(Bio-Rad)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-65

Agitador orbital
(Stuart Scientific)

Cambra freda

003559

PNT-PO0705-URLA-74

Agitador magnétic
HC1202 (Bibby)

Laboratori 2

PNT-PO0705-URLA-75

Balanga analitica
(AND)

Laboratori 2

012415

PNT-PO0705-URLA-76

Cubeta
electroforesi XCell
SurelLock
(Invitrogen)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-98

XCell Blot Module
(Invitrogen)

Laboratori 1

PNT-PO0705-URLA-109

iBlot™

(sistema de
transferéncia en
sec (Invitrogen))

CRB

PNT AP69

8. Precaucions

9. Procediment

9.1. Transferéncia (del gel a la membrana)

9.1.1. Transferéncia en el sistema SEMI-WET
(XCell Blot Module - Invitrogen (PNT-PO0705-URLA-109))

O O O
[EFGEIR N
[
W=

Preparar el tampd de transferéncia.
Submergir els Sponge Pads en el tampd de transferéncia.
Mullar els papers de filtre i la membrana en el tampé de transferéncia (Important:

Utilitzar les pinces especials de membrana per manipular tant els papers com la

membrana).

9.1.1.4. Muntar el sandvitx de la transferencia al XCell Blot Module:
9.1.1.4.1. Col-locar 2 Sponge pads mullats damunt de I'anode. Passar el roller mullat amb

tampd de transferéncia per damunt per treure possibles bombolles.
9.1.1.4.2. Col-locar un paper de transferéncia mullat damunt dels Sponge pads.

9.1.1.4.3. Posar la membrana damunt del paper de filtre (s’'ha de mantenir el sandvitx tota

I'estona moll).
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9.1.1.4.4. Posar el gel damunt de la membrana i passar el roller mullat per eliminar bombolles.
9.1.1.4.5. Col-locar l'altre paper de transferéncia.**
9.1.1.4.6. Col-locar 2 o 3 Sponge pads mullats i remullar totes les esponges amb tampa.
9.1.1.4.7. Col-locar el catode damunt del sandvitx i introduir-lo a la cubeta XCell Sure Lock Mini

Cell (PNT-PO0705-URLA-98)

9.1.1.4.8. Afegir 200ml de tampd de transferéncia a l'interior de la cambra de transferéncia i
600ml d‘aigua Milli-Q freda a la cubeta per ajudar a dissipar la calor generada pel pas
de corrent mentre es realitza la transferéncia.

**Si volem transferir dos gels en aquest punt posem una Sponge pads i llavors
repetim els passos (9.1.1.4.1.,9.1.1.4.2,,9.1.1.4.3.,9.1.1.4.4.19.1.1.4.5.).

catode

anode

9.1.1.5. Connectar a la font d’alimentacio.
9.1.1.6. Encendre la font d’alimentacio.
9.1.1.7. Condicions de la transferéncia:

Proteines entre 20-80kDa

(fonts de Bio-Rad PNT-PO0705-URLA-45 i PNT-PO0705-URLA-46)

- voltatge constant: 30V

- poténcia aproximada: 10-11W

- intensitat de corrent esperada: 170mA/gel al inici i de 110mA/gel al final
- temps de transferéncia a temperatura ambient: aprox 1 hora.

Proteines entre 60-250kDa

(fonts de Bio-Rad PNT-PO0705-URLA-45 i PNT-PO0705-URLA-46)

- voltatge constant: 30V

- poténcia aproximada: 10-11 W

- intensitat de corrent esperada: 220mA/gel al inici i de 180mA/gel al final
temps de transferéncia a temperatura ambient: aprox 1 hora.

9.1.1.8. Un cop finalitzat el temps de transferéncia, apaguem l'aparell i obtenim la membrana per
continuar el procediment.
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9.1.2. Transferéncia en el sistema iBlot Dry Blotting System - Invitrogen (PNT AP69-CRB)

Com a procediment alternatiu a la transferéncia en un sistema semi-wet mitjangant el
XCell Blot Module (Invitrogen), existeix el sistema iBlot (Invitrogen) en qué la
transferéncia es realitza en sec i en només 6 minuts (veure PNT AP69. del CRB, adjunt a
aquest document). Aquest equip de transferéncia es troba al laboratori del Centre de
Recerca Biomeédica (CRB) de I’'Hospital Universitari Sant Joan de Reus.

i

Les proteines de les quals s’ha optimitzat la transferéncia mitjangant I'iBlot son les
seglients: actina, Akt, pThr308-Akt, pSer473-Akt, ERK, p(Thr202,Tyr204)-ERK,FABP4,
GSK-3B, pSer9-GSK-3B, Lamin B receptor, Nrf2, a-tubulin.

9.1.2.1. Encendre l'aparell perqué es vagi estabilitzant.
9.1.2.2. Treure de I’'envas el iBlot Anode Stack-Bottom i situar-lo al iBlot Dry Blotting System.
9.1.2.3. Posar el gel o gels per transferir sobre la membrana del iBlot Anode Stack. Amb un roller

procurem que no ens quedin bombolles.
9.1.2.4. Mullar el iBlot Filter Paper amb aigua Milli-Q, de manera que quedi completament mullat
perd no en exces.
9.1.2.5. Situar el paper de filtre mullat sobre els gels. Passar un roller per damunt del paper de
filtre ja col-locat per eliminar possibles bombolles.
9.1.2.6. Treure de I'envas el iBlot Cathode Stack-Top i situar-lo al damunt del paper de filtre.
També és convenient passar el roller perqué el sistema quedi homogeni i sense bombolles.
Col-locar la Disposable Sponge a la tapa del iBlot Dry Blotting System i tancar el sistema.
Iniciar la transferéncia.

©

=
NN

® N

9.1.2.9. Un cop finalitzat el temps de transferéncia, apaguem l'aparell i obtenim la membrana per
continuar el procediment.

9.2. En aquest punt és important no deixar assecar la membrana acabada de transferir. Hi ha dues
opcions: 1) mantenir en TBS 1x; o, 2) passar al PNT-PO0709-URLA-46, en el pas de bloqueig.
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10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio

12. Referéncies

e NuPAGE® Large Protein Analysis System:
http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/large protein analysis man.pdf

e NUuPAGE® Technical Guide
http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/nupage tech man.pdf

e XCell SureLock™ Mini-Cell
http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/surelock man.pdf

e XCel™ Blot Module
http://www.invitrogen.com/content/sfs/manuals/blotmod pro.pdf

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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PNT-PO0709-URLA-46

1. Fonament i objectiu

Fonament. Técnica analitica per la deteccié de proteines especifiques a partir d’'un extracte o homogenat
proteic. Aquesta técnica és una aplicacio de l'electroforesi SDS-PAGE (PNT-PO0709-URLA-03) i la
transferéncia a membrana (PNT-PO0709-URLA-23) i, també, de la tecnica del dot blot. Les proteines
separades mitjancant electroforesi SDS-PAGE sén transferides des del gel a una membrana de
nitrocel-lulosa, per capil-laritat o mitjancant I’aplicacié de corrent electric, on poden ser detectades i
identificades per hibridacié amb anticossos especifics. La membrana constitueix una réplica del patré
separacio de proteines en el gel.

Aquesta és una técnica qualitativa perqué l'analisi dels resultats es basa en |'aparicid i visualitzacié de
bandes que corresponen a la proteina estudiada. També pot ser una técnica semiquantitativa si les
bandes visualitzades es processen en un programa d’analisi d'imatge en el que es pugui fer una

comparativa de la intensitat relativa d’aquestes.

Objectiu. Identificar proteines especifiques procedents d’'un homogenat de teixit o un extracte cel-lular.

2. Espeécimen

Membrana de nitrocel-lulosa procedent de la transferéncia a partir de gel SDS-PAGE o de dot blot.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisié Data
Iolanda Lazaro Lopez 01 30/04/2010
6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | TBS 10x @ | Volum final: | 1l

pH [ 7.4 | Manipulacié prévia: | Ajustar a pH amb HCI 6N | Conservacié: | 40C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

KCI 60133 / Fluka 250mM (p/v) 30g

NaCl 121659 / Panreac 1.5M (p/v) 80g

Trizma base T1503 / Sigma 27mM (p/v) 2g

H,O Milli-Q @ 800ml

M) En el moment d'utilitzar-lo, el necessitem a concentracié TBS 1x, per tant hem de diluir-lo 1:10.

Relacié: 100 ml TBS 10X + 900 ml aigua Milli-Q

(2) pesem tots els reactius i els dissolem en 800ml d’aigua Milli-Q, llavors ajustem el pH de la dissolucié
amb HCI fins a 7.4 i, finalment, afegim aigua Milli-Q fins a 1l.
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Nom de la solucié: | Solucié de bloqueig al 2% | Volum final: | 50ml @

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacid: | ---
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Reactiu de bloqueig CPK1075 / GE- 2% (p/Vv) 1g
ECL Amersham
Tween 20 17-1316-01/ 0.1 % (v/v) 0.05ml
Amersham
TBS 1x -—- - 50ml
() Depén del tamany de la membrana que volem bloquejar.
Nom de la solucié: Solucié de rentat | Volum final: | 500ml

pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | ---
Reactiu Referéncia / marca Concentraci¢ final Quantitat (unitats)
SDS L3771/Sigma 1% (v/v) 5ml
Nonidet P40 74385/Fluka 0.5% 2.5ml
TBS 1x --- --- 450ml
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
Pipetes pasteur no 3.5ml -— -

esterils

Pinces per la membrana | ---

Tisores per la
membrana

Cubetes de plastic

Bosses de plastic

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacié NUm. Inventari | NOm. PNT-EE Observacions
pH-metre Laboratori 2 012409 PNT-PO0705-URLA-07 ---
Agitador Laboratori 1 012472 PNT-PO0705-URLA-14 ---
(Heidolph)

Agitador magnétic | Laboratori 2 003528 PNT-PO0705-URLA-18 ---
HB502 (Bibby)

Agitador roller Laboratori 2 012416 PNT-PO0705-URLA-19 ---
(Beckman Coulter)

Micropipeta Laboratori 1/2 -—- PNT-PO0705-URLA-25 -—-
0.5-10pl

(Eppendorf)

Micropipeta Laboratori 1/2 --- PNT-PO0705-URLA-25 ---
10-100pl

(Eppendorf)

Micropipeta Laboratori 1/2 --- PNT-PO0705-URLA-25 ---
100-1000pl

(Eppendorf)

VersaDoc 4000 Laboratori 1 083271 PNT-PO0705-URLA-62 ---
(Bio-Rad)

Agitador orbital Cambra freda 003559 PNT-PO0705-URLA-74 ---
(Stuart Scientific)

Agitador magneétic | Laboratori 2 --- PNT-PO0705-URLA-75 ---
HC1202 (Bibby)

Balanca analitica Laboratori 2 012415 PNT-PO0705-URLA-76 ---
(AND)
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8. Precaucions

Cal tenir en compte iniciem el procediment a partir d'una membrana per bloquejar, que cal evitar que

s'asseq

ui (veure PNT-PO0709-URLA-23).

9. Procediment

9

logueig de la membrana

1. B
9.1.1.
9.1.2.
9.1.3.

9.1.4.

9.2. Hib

Preparar la solucié de bloqueig 15 minuts abans de que finalitzi la transferéncia.
Recuperar la membrana de nitrocel-lulosa.

Bloquejar la membrana amb la solucié de bloqueig. Hi ha diferents opcions possibles:
e overnight a 4°C (a la cambra freda) amb agitacié constant.

e 1h a temperatura ambient amb agitacié constant.

20min a temperatura ambient amb agitacié constant.

ridacio amb els anticossos primari i secundari

9.2.1.

9.2.2.

0O
NN
= = O

= O -

Preparar la dilucié de I'anticos primari amb solucié de bloqueig al 2% (veure taula de dilucions
de 'annex).

Preparem una bossa de plastic de mida ajustada a la membrana o bé un recipient i afegim
I'anticos primari diluit en solucié de bloqueig. El volum de la dilucié de I'anticos estara en funcid
de la mida de la membrana.

Incubacié de I'anticos primari: 1h a temperatura ambient o overnight a 4°C (si es vol
augmentar la senyal), ambdues en agitacié constant.

Rentar amb solucié de rentat: 6 rentats de 5 minuts a temperatura ambient i amb agitacio.
Eliminem les restes de detergent que puguin haver quedat a la membrana després dels
rentats, fent dos rentats de posar-i-treure amb TBS 1x.

Preparar la dilucié de I'anticds secundari amb solucié de bloqueig al 2% (veure taula de
dilucions de I'annex).

Preparem una bossa de plastic de mida ajustada a la membrana o bé un recipient i afegim la
dilucié de I'anticos secundari. El volum de la dilucidé de I'anticos estara en funcié de la mida de
la membrana.

Incubacié de I'anticos secundari: 30 minuts a temperatura ambient amb agitacio suau.

Rentar amb solucié de rentat: 6 rentats de 5 minuts a temperatura ambient i amb agitacio.

. Rentats de TBS 1x: 2 rentats de 10 minuts amb agitacid suau.
. La membrana esta preparada per ser revelada. Si es manté en TBS 1x sense agitacid, pot estar

una estona abans de ser revelada.

9.3. Revelat de la membrana

9.3.1. En el moment en qué s’inicia els rentats després de la incubacié amb I'anticos primari, cal
treure de la nevera els reactius de revelat ECL Advance (GE-Amersham) perqué s’atemperin.

9.3.2. Preparar la solucié de revelat: barrejar a parts iguals les solucions A i B del kit en un tub
apropiat pel volum final de la solucid i folrat amb paper d’alumini per preservar de la llum la
solucio final.

9.3.3. Treure la membrana del TBS, escorrer I'excés sense que s’assequi i posar-la en una safata on
es procedira a impregnar-la amb el reactiu ECL. Dispensem el reactiu ECL per damunt de la
membrana amb I'ajuda d’una pipeta pasteur i anem remullant la superficie amb el reactiu
durant 5min, procurant fer-ho homogéniament i sense fer escuma.

9.3.4. Escérrer la membrana damunt d’un tros de paper de filtre.

9.3.5. Posar la membrana sobre un tros de plastic i a la safata del VersaDoc 4000 (PNT-PO0705-
URLA-62) i captem les imatges de la quimioluminiscéncia emesa.
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10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

S’obtenen bandes de diferents pesos moleculars i amb diferents intensitats. Hem d’interpretar les bandes

segons el tractament que s’ha fet a les mostres.

Bandes de pesos superiors al pes molecular d’interés poden significar proteina fosforilada, acetilada, etc.

O bé, la formaci6 de dimers, trimers, etc.
Podem fer la quantificacié de les bandes amb el software Quantity One (PNT-PO0709-URLA-12) del
VERSADOC (BioRad) (PNT-PO0705-URLA-62).

11. Guia de problemes

Problema

Possible causa

Solucid

Si apareix bruticia de fons a la
membrana al revelar

No s’ha bloquejat la membrana
de manera adequada

Diluir I’'anticos secundari

Augmentar el temps de rentat i
I'astringéncia de la solucié (posar
més detergent, augmentar la
forca ionica, etc.)

Augmentar el bloqueig de la
membrana

Apareixen bandes inespecifiques

Anticos primari inespecific

Disminuir la quantitat de proteina
que s'ha carregat

Membrana poc bloquejada

Augmentar el bloqueig de la
membrana.

Hi ha poca intensitat de les
bandes

Poca quantitat de proteina

Augmentar la quantitat de
proteina que s’ha carregat

Temps de incubacié del secundari
molt curt

Incubar amb secundari o/n

Si la transferéncia no és
homogeénia

Les esponges poden estar
gastades i no fan prou pressio
entre la membrana i el gel.

Afegir més esponges o bé canviar
les que hi ha per esponges noves

Bandes molt grans, com taques
en poc temps d’exposicid.

Massa proteina

Carregar menys proteina

Diluir més I'anticos primari

Diluir més l'anticos secundari

12. Referéncies

13. Control de la documentacio
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14. Annexos

14.1. Quadre resum de les especificacions per cada proteina:
DILUCIO INCUBACIO TIPUS DILUCIO INCUBACIO
ACTINA 1:20000 1h, TA anti-GOAT 1:10000 30min, TA
Akt 1:5000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
pThr308-Akt 1:2000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
pSer473-Akt 1:2000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
ERK 1:10000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
Eg(hrzoz,Tyrzo4)- 1:10000 o/n, 40C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
FABP4 1:500 o/n, 4°C anti-GOAT 1:10000 30min, TA
GSK-38 1:5000 o/n, 40C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
pSer9-GSK-3 1:2000 o/n, 40C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
LAMIN B receptor 1:2500 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
Nrf2 1:1000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
a-TUBULIN 1:5000 o/n, 4°C anti-MOUSE 1:10000 30min, TA
eNOS 1:1000 o/n, 4°C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
peNOS 1:1000 o/n, 40C anti-RABBIT 1:10000 30min, TA
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1. Fonament i objectiu

1.1 Fonament. Cultiu cel-lular primari d’origen huma. Sén cél-lules musculars llises d’artéria coronaria

humana. Les cél-lules es cultiven i divideixen adherides a la superficie del flasco de cultiu.

1.2 Objectiu. Créixer i mantenir cél-lules HCASMC en cultiu.

2. Espeécimen

Cél-lules HCASMC procedents de Cascade Biologics, C-017-5C

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
6. Solucions, reactius i materials
Nom de la solucié: | Medi 231 suplementat Volum final: 500 ml
pH Manipulacié previa: Conservacioé: | 4°C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
SMGS M-231-500 25 ml
Gentamicin/Amphotericin | R-015-10 1ml

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio Ndm. Inventari Nam. PNT-EE Observacions
Bany térmic Laboratori de 012458
cultius
Cabina de flux Laboratori de 012457 PNT-PO0705-URLA-12
laminar vertical - cultius
Telstar, CV-100
Incubador de CO, - | Laboratori de 085871 PNT-PO0705-URLA-48

Heraeus
(HeraCell150)

cultius

Elaborat per: Noemi Serra

Aprovat per: Lab-Manager
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Incubador de CO, - | Laboratori de PNT-PO0705-URLA-05
Thermo (model cultius
3111)
Microscopi invertit Laboratori de 012437
de contrast de cultius
fases — Olympus
1IX71S8F3

8. Precaucions

La casa comercial recomana plantar les cél-lules a una densitat de 2500/cm?, a partir del vial
criopreservat. Per exemple, en 3 flascons T75 0 9 de T25 a partir d’'un vial que contingui 500000
cel-lules.

9. Procediment

9.1. Agafar el vial del dewar de nitrogen liquid i descongelar les cel-lules en un bany térmic d’aigua a
370°C, fins que es s’hagin descongelat les céel-lules.

9.2. Passar etanol per tot el vial i entrar-lo dins de la cabina, on tenim preparat un tub amb medi ( la
guantitat de medi depén dels T75 o T25 en qué es facin créixer les cél-lules).

9.3. Agafem les cél-lules amb una pipeta pasteur i les anem deixant caure gota a gota dins del tub amb
medi i anem sacsejant el tub per barrejar-les bé. Un cop hem posat totes les cél-lules dins amb la
pipeta hem de barrejar bé el medi amb les cél-lules.

9.4. Agafar les cél-lules amb una pipeta pasteur i posar-les en els flascons que correspongui.

9.5. Comprovar al microscopi que les cél-lules estiguin en bon estat.

9.6. Introduir els flascons a I'incubador.

9.7. A les 24 hores després de la descongelacio, cal canviar el medi a les cél-lules.

9.8. Posteriorment, cal canviar el medi cada 48 hores. S’indica treballar a una confluéncia del 80% (4-5

dies de creixement). Si les cél-lules assoleixen el 100% de confluéncia, s’ha de canviar el medi
cada 24 hores.

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

Elaborat per: Noemi Serra Aprovat per: Lab-Manager
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1. Fonament i objectiu

1.1. Fonament. La immunofluorescéncia és una técnica que permet la visualitzacié d'una proteina
especifica o un antigen a cél-lules o a seccions de teixit a través de la unié a un anticos especific
conjugat quimicament a un fluorocrom, com per exemple fluorescein isothiocyanate (FITC).
Existeixen dos tipus principals de marcatge per immunofluorescéncia: 1) el marcatge per
immunofluorescéncia directa, en qué I'anticos primari esta marcat amb un fluorocrom; i, 2) el
marcatge per immunofluorescéncia indirecta en queé l'anticds secundari esta marcat amb el
fluorocrom i s’utilitza per reconeixer I’'anticos primari no marcat.

El marcatge per immunofluorescéncia es pot realitzar en cél-lules fixades en portaobjectes i en
seccions de teixits. Les mostres marcades per immunofluorescéncia s’observen mitjancant un
microscopi de fluorescéncia o un microscopi confocal.

En aquest protocol es descriu el procediment pel marcatge per immunofluorescencia indirecta de
cel-lules.

1.2. Objectiu. Marcar per immunofluorescencia indirecta determinades proteines en cel-lules fixades per
valorar-ne qualitativament I'expressiéo com a resultat de les diferents condicions d’incubacio.

1.3. Utilitat. Valoracié in situ de l'expressié diferencial de determinades proteines per efecte de les
condicions d’incubacio6 aplicades.

2. Espécimen

Cél-lules adherides cultivades en Lab-Tek II chamber slides.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisio Data

Iolanda Lazaro Lopez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nom de la solucié: | D-PBS+2%FBS+0.1%BSA | Volum final: | 50ml
pH | | Manipulacié prévia: | Conservacid: | 4°C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)
Foetal Bovine Serum A15-151/PAA (LabClinics) | 2% iml
Gold
BSA A3059/Sigma 0.1% 0.050g
D-PBS w/o Ca®* Mg?* 14040-091 / GIBCO 1X 49ml
(Invitrogen)
Nom de la solucio: Solucié de permeabilitzacio Volum final: 50ml
D-PBS+2%FBS+0.1%BSA+0.1% tritd
pH | | Manipulacid prévia: | | Conservacié: | 40C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)
Foetal Bovine Serum A15-151/PAA (LabClinics) | 2% 1ml
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lépez Aprovat per: Lab-Manager
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Gold
BSA A3059 / Sigma 0.1% 0.050g
Tritd X-100 161-0407 / Bio-Rad 0.1% 0.050ml
D-PBS w/o Ca®* Mg** 14040-091 / GIBCO 1X 5ml
Nom de la solucié: | Solucié de fixacié Volum final: 10ml
pH | | Manipulacié prévia: | Conservacié: 40C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat
(unitats)
Paraformaldehid al 4% 2% 5ml
D-PBS w/o Ca%* Mg?* 14040-091 / GIBCO 1X 5ml

Material Capacitat Tractament Previ Observacions

Lab-Tek II chamber 1.8cm2/well (esterils) ---

slides = Nunc

(#154526)

puntes micropipeta 0.5-10yl ---- ----

puntes micropipeta 2-200ul ---- ----

puntes micropipeta 100-1000ul ---- ----

Pipetes pasteur 3.5ml ---- ----

tubs eppendorf 1.5ml ---- -—--

Xeringues 5ml - BD 5ml -—-- ----

Plastipak

Agulles 21G1/2 (verds) 21G1/2 -—-- -—--

- Microlance BD,

Paper de filtre que no T ----

deixi fibres - TORK

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacié NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacio
ns

Microscopi invertit
de contrast de
fases, 1I1X71S8F3
amb modul de
fluorescéncia
(Olympus)

Laboratori de ----
Cultius

PNT-PO0705-URLA-26

Agitador roller
(Beckman-
Coulter)

Laboratori 2

012416

PNT-PO0705-URLA-19

8. Precaucions

9. Procediment

9.1. Observem les cél-lules al microscopi. Amb |'observacid de les cél-lules al microscopi, determinarem
I'estat en qué es troben les cél-lules a partir de les quals es realitzara el marcatge per
immunofluoresceéncia de la proteina o les proteines d’interés.

9.2. Eliminem el medi d’incubacié de cada pouet de chamber.

9.3. Rentats amb D-PBS w/o Ca?* Mg?* fred: 2 rentats per pouet, 500ul/rentat.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez

Aprovat per: Lab-Manager

Aquest document en suport paper es considera document no controlat




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS

Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DT +T.1952-2010

UNIVERSITAT URLA
* ROVIRA | VIRGILI DQee:

PNT-PO0709-URLA-47  Revisio: 00 Data: 24-07-2008 Pagina: 3 de 4%

9.4. Fixacié amb paraformaldehid al 2% en D-PBS: 20 minuts, a 4°C, 500ul/pouet.
(Important: cal realitzar el procés de fixacié en una nevera en qué no hi hagi anticossos)

9.5. Eliminem el fixador.
(Important: cal gestionar de manera separada els residus derivats de la fixacio i els posteriors
rentats de la resta de residus; per la toxicitat del paraformaldehid).

9.6. Rentats amb D-PBS+2% FBS+0.1% BSA: 1 rentat per pouet, 500ul/rentat.

9.7. Permeabilitzacié amb D-PBS+2% FBS+0.1% BSA+0.1% trit6: 500ul/pouet, 5 minuts, temperatura
ambient.

9.8. Eliminem la solucié de permeabilitzacié de cada pouet.
9.9. Rentats amb D-PBS+2% FBS+0.1% BSA: 1 rentat per pouet, 500ul/rentat.
9.10. Preparacid de les dilucions dels anticossos primaris.
La dilucio dels anticossos primaris es realitza en la solucié D-PBS+2% FBS+0.1% BSA. Cal

considerar un volum de 80ul per pou de chamber (1.8cm?).

Les dilucions dels anticossos primaris dels marcatges per immunofluorescéncia realitzats fins el
moment son les segiients:

goat polyclonal anti-FABP4 #AF1443 - R&D Systems 1:10
rabbit polyclonal anti-FABP4 #RD181037050 - BioVendor 1:500
rabbit monoclonal anti-phospho-Akt (Ser473) #4060 - Cell Signaling 1:50
rabbit monoclonal anti-phospho-Nrf2 (Ser40) #2073-1 - Epitomics 1:200

9.11. Eliminar la solucié de D-PBS+2% FBS+0.1% BSA de cada pou.
9.12. Afegir la corresponent dilucié d’anticos primari a cada pouet.
9.13. Incubacié amb I'anticos primari: overnight, 4°C, en cambra humida.
9.14. Eliminar la dilucié de I'anticos primari de cada pouet.
9.15. Rentats amb D-PBS+2% FBS+0.1% BSA: 3 rentats per pouet, 500pl/rentat.
9.16. Preparacid de les dilucions dels anticossos secundaris (a les fosques).
La dilucié dels anticossos secundaris es realitza en la solucié D-PBS+2% FBS+0.1% BSA. Cal

considerar un volum de 80ul per pou de chamber (1.8cm?).

Les dilucions dels anticossos secundaris dels marcatges per immunofluoresceéncia realitzats fins el
moment son les segients:

anti-rabbit-FITC #111-096 045 - Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:50
anti-goat-PE #705-116 147 - Jackson ImmunoResearch Laboratories 1:50
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lépez Aprovat per: Lab-Manager
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9.17. Eliminar la solucié de D-PBS+2% FBS+0.1% BSA de cada pou.

9.18. Afegir la corresponent dilucié d'anticds secundari a cada pou.

9.19. Incubacié amb l’anticos secundari: 4 hores, temperatura ambient, en cambra humida i a les
fosques.

9.20. Eliminar la dilucié de I'anticos primari de cada pouet.

9.21. Rentats amb D-PBS w/o Ca?* Mg?*: 3 rentats per pouet, 500pul/rentat.

9.22. Marcatge de nuclis amb DAPI: 80pul sol DAPI/pou, 5 minuts, temperatura ambient, a les fosques.

9.23. Eliminar la solucié del marcatge de nuclis.

9.24. Rentats amb D-PBS w/o Ca’* Mg®*: 3 rentats per pouet, 500ul/rentat.

9.25. Eliminar la solucié del darrer rentat.

9.26. Desmuntar la pega de conforma les parets de les chambers i obtenir el portaobjectes en qué es
troben les cél-lules.

9.27. Assecar de costat sobre un paper que no deixi fibres, el possible excés de la solucié de rentat.

9.28. Afegir una gota de medi de muntatge (mowiol) a I'espai que delimitava cada pouet. Cobrir els
pouets amb un cobreobjectes.

9.29. Deixar solidificar el medi de muntatge durant 24 hores previ a |I'observacié al microscopi de
fluorescencia.

10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager
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1. Fonament i objectiu

La immunoprecipitacié de la cromatina permet detectar factors de transcripcié units al promotor d’un gen
in vivo.

Amb aquesta técnica es fixen les cél-lules, s‘obté la cromatina, es fragmenta, mitjancant un anticos
especific contra la proteina d’interés (en el nostre cas un anticos contra Nrf2) s‘immunoprecipita el
fragment de la cromatina unit al factor de transcripcid d’interés i, finalment, es detecta per PCR si hi ha
unié d’aquest factor de transcripcio.

2. Espécimen

2 flascons de 75cm? de macrofags THP-1 amb 7.8125-10° cél/flascé per cada condicid.

3. Documentacio relacionada

Manual d’instruccions:
EZ-Zyme™ chromatin prep kit, ref. 17-375 (Upstate, Millipore)
EZ ChIP™ chromatin immunoprecipitation kit, ref. 17-371 (Upstate, Millipore)

4. Definicions

5. Historial de revisions

Data
30/04/2010

Modificacions efectuades No de Revisio
Iolanda Lazaro Lépez 01

6. Solucions, reactius i materials

Nota: com es tracta de kits comercials, totes les solucions i reactius que son necessaris, venen inclosos
en el propi kit, excepte del formaldehid al 37%. Només cal seguir les indicacions del protocol
proporcionat per la casa comercial. Tots els reactius proporcionats estan preparats per fer-los servir.

Nom de la solucié: |

| Volum final:

pH | | Manipulacié

prévia: |

Conservacid: |

Reactiu

Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

Nom de la solucié: | | Volum final: |

pH | | Manipulacid prévia: | Conservacid: |

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Material Capacitat Tractament Previ Observacions

tubs eppendorf 1,5ml -—-- No és necessari
autoclavat

puntes micropipeta 2-200pl ---- No és necessari
autoclavat

puntes micropipeta 100-1000ul ---- No és necessari
autoclavat

Elaborat per: Anna Cabré Llobet

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacio NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions
Vortex (Ika) Laboratori 1 055054 PNT-PO0705-URLA-33
Centrifuga Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-37
Multifuge 3L-R

(Heraeus)

Centrifuga (Hettich) Laboratori 2 003532 PNT-PO0705-URLA-67
Agitador de rotacié Cambra freda | 012483 PNT-PO0705-URLA-114
(Heidolph)

Termociclador 2400 Laboratori 2 038481 PNT-PO0705-URLA-31
(Applied Biosystems)

Termociclador 2720 Laboratori 2 --- PNT-PO0705-URLA-111
(Applied Biosystems)

Bany Termic 320 OR Laboratori 2 012590 PNT-PO0705-URLA-80
(Selecta)

Pipetes automatiques Laboratori 1 --- PNT-PO0705-URLA-25
0.5-10ul

(Eppendorf)

Pipetes automatiques Laboratori 1 -—- PNT-PO0705-URLA-25
10-100ul

(Eppendorf)

Pipetes automatiques Laboratori 1 - PNT-PO0705-URLA-25
100-1000ul

(Eppendorf)

8. Precaucions

Es imprescindible llegir-se el protocol de la casa comercial que ve amb el kit abans d’iniciar el
procediment.

9. Procediment

Nota #1. Aquests kits comercials inclouen un protocol proporcionat per la casa comercial; s‘indica seguir
les instruccions de procediment proporcionades per la casa comercial.

Obtencio i fragmentacio de la cromatina

9.1. Partim de 2 flascons de 75cm? de macrofags THP-1 (2 T75 = 15.625 10° cél-lules) amb 15ml de
medi per flasco i per condicio. Treiem les cél-lules de I'incubador, les observem al microscopi i
portem els flascons a la campana extractora. Treiem 4.4ml de medi de cada flascé i hi afegim
2944l de formaldehid 37%.

9.2. Incubem els flascons 10min a temperatura ambient.
9.3. Afegim 1ml de glicina 10x a cada flascé.
9.4. Incubem els flascons 5min a temperatura ambient.
9.5. Posem els flascons sobre gel picat.
9.6. Eliminem el medi.
9.7. Rentem els flascons 2 vegades amb D-PBS fred utilitzant 8.5ml per cada rentat.
9.8. Eliminem el D-PBS.
9.9. Posem 1ml de D-PBS fred amb anti-proteases (2ml DPBS + 10ul anti-proteases).
9.10. Rasquem els flascons amb un cell-lifter.
9.11. Recuperem les cél-lules dels 2 flascons i les traspassem totes a un tub de 15ml.
9.12. Centrifuguem les céel-lules a 720g, 4°C, 10min en un rotor oscil-lant.
9.13. Eliminem el sobrenedant.
9.14. Congelem els pellets en N, liquid o en un bany d’etanol i gel sec.
9.15. Guardem els pellets congelats a -80°C.
9.16. Descongelem el pellet en gel picat.
9.17. Resuspenem el pellet en 312.5ul ice-cold EZ-zyme lysis buffer amb anti-proteases (3.125ul anti-
proteases + 309.4ul ice-cold EZ-zyme lysis buffer).
Elaborat per: Anna Cabré Llobet Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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. Ho passem a un tub eppendorf de 1.5ml

. Incubem 30min en gel.

. Congelem en N; liquid o en un bany d’etanol i gel sec.

. Descongelem en un bany 37°C fins que esta totalment descongelat, no esperar més.

. Repetir cong/descong 2 vegades més.

. Centrifugar a 2500g, 10min, 4°C.

. Durant la centrifugacioé preparar: (234.4ul ice-cold EZ-zyme digestion buffer + 2.3ul anti-proteases

+ 1.6l EZ-zyme enzymatic cocktail = 238.3pl), ho guardem en gel i ho pre-escalfem 5min a 37°C.

. Eliminem el sobrenedant.
. Afegim 234.4pl EZ-zyme enzymatic cocktail pre-escalfat i resuspenem el pellet amb la pipeta

automatica.

. Incubem a 37°C, 10min, mentre anem agitant el tub.

. Clavem el tub en gel

. Afegim 234.4pl EZ-zyme stop buffer.

. Incubem 10min en gel.

. Centrifuguem 13500g, 15min, 4°C.

. Recollim el sobrenedant (on hi ha la cromatina).

. Guardem 9 ml en gel i fem 6 aliquotes de 100ul, les guardem a -80°C.

. Si es vol comprovar la digestié de la cromatina es pot fer en aquest pas preparant un gel

d’acrilamida-bisacrilamida del 12% (2.05ml 40% bis/acril + 0.68ml TBE 10x, 4.06ml H,O
destil-lada, 60ul APS + 3.85ul TEMED).

Fer electroforesi a 200V. Utilitzar el marcador de PM de DNA (2ul), 9ul de mostra i afegir 4 ultampd
de carrega. Veure PNTs d’equips: font d’electroforesi PowerPac HC (Bio-Rad) (PNT-PO0705-URLA-
46) i Mini Protean II 3 Cell (Bio-Rad) (PNT-PO0705-URLA-65).

Tenyir amb Sybr-Safe (PNT-PO0709-URLA-32) i visualitzar el resultat amb el VersaDoc4000 (PNT-
PO0705-URLA-62).

Immunoprecipitacio dels complexes Nrf2/DNA

9.35. Barrejar 100pl cromatina digerida + 900pl dilution buffer + 4.5pl inhibidors proteases + 60pl
proteina G agarosa en un tub eppendorf de 1.5ml en gel (per cada condicid, és a dir per cada
anticos que es vulgui utilitzar, en el nostre cas 1. anti-Nrf2, 2. anti-RNApolII com a control positiu,
3. IgG normal rabbit com a control negatiu)

9.36. Incubar 1h a 40°C en rotacio.

9.37. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix, (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.38. Guardar 10ul del sobrenedant a 4°C i passar la resta del sobrenedant a un tub nou.

9.39. Afegir a aquest sobrenedant I’anticos corresponent:

25ul anticos-anti-Nrf2 (5ug)
1ul anticos-anti-RNApolII (1pg)
IgG normal rabbit (1pg)

9.40. Incubar O/N a 4°C en rotacio al agitador en rotacié Heidolph (PNT-PO0705-URLA-114).

9.41. Afegir 60ul proteina G agarosa.

9.42. Incubar 1h a 40°C en rotacid.

9.43. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.44. Eliminar sobrenedant.

9.45. Afegir 1ml del low salt immune complex wash buffer fred.

9.46. Incubar 5min en rotacio.

9.47. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.48. Eliminar sobrenedant.

9.49. Afegir 1ml del high salt immune complex wash buffer fred.

9.50. Incubar 5min en rotacio.

9.51. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.52. Eliminar sobrenedant.

9.53. Afegir 1ml del LiCl immune complex wash buffer fred.

9.54. Incubar 5min en rotacio.

9.55. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.56. Eliminar sobrenedant.

Elaborat per: Anna Cabré Llobet Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.57. Afegir 1ml del TE buffer fred.

9.58. Incubar 5min en rotacio.

9.59. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).
9.60. Eliminar sobrenedant.

9.61. Afegir 1ml del TE buffer fred.

9.62. Incubar 5min en rotacio.

9.63. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).
9.64. Eliminar sobrenedant.

Elucié complexes Nrf2/DNA

9.65. Preparar 200ul d’elution buffer/tub (10ul SDS 20% + 20ul 1M NaHCOs; + 170ml H,O destil-lada).
9.66. Afegir 100ul elution buffer/tub.

9.67. Barrejar suaument.

9.68. Incubar 15min a temperatura ambient.

9.69. Centrifugar a 10000g, 2min, rotor fix (Heraeus, PNT-PO0705-URLA-37).

9.70. Recollir el sobrenedant en tubs nous.

9.71. Repetir els passos 9.66-9.70 i combinar els sobrenedants.

Revertir unions complexes proteina/DNA per obtenir el DNA lliure

9.72. Afegir 8ul 5M NaCl/tub. Repartir en tubs de PCR 0.2ml.

9.73. Incubar 65°C O/N en el termociclador 2400 (PNT-PO0705-URLA-31).
9.74. Afegir 1ul RNAsa A.

9.75. Incubar 30min a 37°C en el termociclador 2400 (PNT-PO0705-URLA-31).
9.76. Afegir 4ul 0.5M EDTA, 8pl 1M Tris-HCl i 1ul proteinasa K.

9.77. Incubar 2h a 45°C.

Purificaci6 DNA mitjangant spin columns

. Barrejar 200ul DNA amb 1ml bind reagent A.

. Transferir 600ul de la barreja a una spin filter en un tub de recollida.

. Centrifugar a 13500g, 50 segons, rotor fix (Hettich, PNT-PO0705-URLA-67).
. Eliminar el filtrat, recuperar el tub recollida i transferir a la spin filter els 600pl restants.
. Centrifugar a 13500g, 50 segons, rotor fix (Hettich, PNT-PO0705-URLA-67).
. Eliminar el filtrat, recuperar el tub recollida.

. Afegir 500pI del wash reagent B.

. Centrifugar a 13500g, 50 segons, rotor fix (Hettich, PNT-PO0705-URLA-67).
. Eliminar el filtrat, recuperar el tub recollida.

. Centrifugar a 13500g, 50 segons, rotor fix (Hettich, PNT-PO0705-URLA-67).
. Eliminar el filtrat, canviar el tub recollida.

. Afegir 50pl elution buffer C al centre del filtre.

. Centrifugar a 13500g, 50 segons, rotor fix (Hettich, PNT-PO0705-URLA-67).
. Eliminar la columna i guardar I'eluit (DNA purificat) en aliquotes a -20°C.

OOOLOWWLWLLYWLWOOL
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PCR promotor FABP4 amb primers lloc ARE (lloc d’unié de Nrf2)
9.92. Fer la PCR.

#control primers kit (GAPDH)

1. sense DNA

2. DNA (anti-RNApolII)

# primers ARE promotor FABP4
3. DNA (anti-Nrf2)

Elaborat per: Anna Cabré Llobet Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Tub 1.

6.4ul H,O

1pl 10x PCR buffer
1.2pl MgCl,

0.8ul dNTPs

0.4pl primers control kit
0.2ul Taqg

Tub 3.

2ul H,0

1pl 10x PCR buffer

1.2ul MgCl,

0.8ul dNTPs

0.4pl primer R-ARE FABP4
0.4ul primer F-ARE FABP4
0.2ul Taqg

4ul DNA (anti-Nrf2)

Programa PCR primers control kit

940C 3 min

40 cicles:

940C 20 segons
590C 30 segons
720C 30 segons

72°C 2min
Termociclador 96 pous

Tub 2.

2.4ul H,0

1yl 10x PCR buffer
1.2pl MgCl,

0.8pl dNTPs

0.4pl primers control kit
0.2ul Taqg

4ul DNA (anti-RNApolII)

Programa PCR primers ARE promotor FABP4

94°C 3 min

40 cicles:

940C 20 segons
400°C 30 segons
720C 30 segons

72°C 2min
Termociclador 24 pous

9.93. Preparar un gel d'acrilamida-bisacrilamida del 15% (2.25ml 40% bis/acril + 0.6mI TBE 10x, 3.09ml
H,O destil-lada, 60ul APS + 2.5ul TEMED). Fer electroforesi a 200V. Utilitzar el marcador de PM de
DNA (2ul), 9ul de mostra i afegir 4l tampd de carrega. Veure PNTs d’equips: font d’electroforesi
PowerPac HC (Bio-Rad) (PNT-PO0705-URLA-46) i Mini Protean II 3 Cell (Bio-Rad) (PNT-PO0705-

URLA-65).

9.94. Tenyir amb Sybr-Safe (PNT-PO0709-URLA-32) i visualitzar el resultat amb el VersaDoc4000 (PNT-

PO0705-URLA-62).

10. Verificacio de la técnica i interpretaci6 de resultats

- El tub que no conté DNA no ha de donar cap banda, és el control negatiu de la PCR.

- El tub que conté DNA (anti-RNApolII) i primers control del kit, és el control positiu de la técnica de

ChIP, ja que GAPDH s’expressa constitutivament i RNApolII sempre esta en el complex transcripcional.
La banda obtinguda en el gel final ha d’estar entre 150-200bp (= 166bp).
-El tub que conté DNA (anti-Nrf2) i els primers del lloc ARE de la FABP4 pot ser que doni una banda

(=153bp), aixo vol dir que Nrf2 s’uneix a aquest lloc in vivo en les condicions en les que tenim les

cel-lules i si no dona banda és que no és un lloc d’unié de Nrf2.

Elaborat per: Anna Cabré Llobet
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- Si posem tub amb DNA (IgG normal rabbit) no hauria de donar cap banda, ja que seria el control
negatiu que la immunoprecipitacio és especifica, ja que és el mateix anticos que Nrf2 sense |'epitop.

Exemple de resultat. Carrils (d’esquerra a dreta):
1. Marcador de pes molecular

2. Mostra tub 1

3. Mostra tub 2.

4. Mostra tub 3.

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucid

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annexos

Manual d’instruccions:
EZ-Zyme™ chromatin prep kit, ref. 17-375 (upstate, Millipore)
EZ ChIP™ chromatin immunoprecipitation kit, ref. 17-371 (upstate, Millipore)

Elaborat per: Anna Cabré Llobet Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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1. Fonament i objectiu

1.1. Fonament: L'ELISA de l'adipocyte fatty acid binding protein humana (A-FABP - Cat. No.
RD191036200R) de BioVendor és un biotin labelled antibody based sandwich enzyme immunoassay
per la determinacié quantitativa d’A-FABP humana en sérum, plasma i extractes de teixits i medi
de cultiu.

A I'ELISA, els calibradors i les mostres sén incubats amb un anticos goat polyclonal anti-AFABP
humana retingut en pous de placa de 96 pous. Després d'una hora d’'incubacié i una série de
rentats, s’afegeix un anticos policlonal anti-A-FABP marcat amb biotina i s'incuba amb I’A-FABP
capturada durant una hora. Després d’una segona série de rentats, s’afegeix un conjugat
streptavidin-horseradish peroxidase. Després de 30 minuts d’incubacio i I'Ultima série de rentats, el
conjugat remanent permet reaccionar amb el substrat H,0,-tetramethylbenzidine. La reaccid
s’atura per I'addicié d’una solucié acida i I'absorbancia del producte groc resultant es mesura a
450nm. L'absorbancia és proporcional a la concentracié d’A-FABP. La corba estandard es construeix
representant els valors d’absorbancia vers les concentracions d’A-FABP, i les concentracions de les
mostres desconegudes es determinen utilitzant la corba estandard.

1.2. Objectiu. Determinar quantitativament I’A-FABP humana en sérum, plasma i extractes de teixits i
medi de cultiu.

2. Espécimen

Serum o plasma huma, extractes de teixits o medi de cultiu.

3. Documentacio relacionada

Document adjunt: protocol del kit ELISA de BioVendor en format pdf.

4. Definicions

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Nota: com es tracta d'un kit ELISA comercial, totes les solucions i reactius que son necessaris, venen
inclosos en el propi kit. Només cal seguir les indicacions del protocol proporcionat per la casa comercial.
Tots els reactius proporcionats estan preparats per fer-los servir, excepte el A-FABP Master Calibrator,
els Quality Controls i el Wash Solution Concentrate (10x). A I'apartat nUmero 9, s’indica la seva
preparacio.

Nom de la solucid: | | Volum final: |

pH | | Manipulacié prévia: | Conservacid: |

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Material Capacitat Tractament Previ Observacions
tubs eppendorf 1,5ml -—-- No és necessari
autoclavat
probeta 1l ---- -—--
puntes micropipeta 2-200pl ---- No és necessari
autoclavat
puntes micropipeta 100-1000ul ---- No és necessari
autoclavat
puntes micropipeta 50-350ul -—-- No és necessari
multicanal autoclavat

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacid NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions
Lector ELISA Laboratori 2 012592 PNT-PO0705-URLA-57

BioWhittaker

KINETIC-QCL

Agitador roller Laboratori 2 012416 PNT-PO0705-URLA-19

(Beckman-Coulter)

Ens el deixen fer
servir cada vegada
que el necessitem.

Agitador orbital

(propietat de
Psiquiatria)

Micropipeta PNT-PO0705-URLA-93
multicanal

(LabSystems)

Laboratori 1/2

Micropipeta 2- PNT-PO0705-URLA-25
200pl

(Eppendorf)

Laboratori 1/2

Micropipeta 100- PNT-PO0705-URLA-25
1000p!

(Eppendorf)

Laboratori 1/2

8. Precaucions

Es imprescindible llegir-se el protocol de la casa comercial que ve amb el kit abans d’iniciar el

procediment. Cada lot sol tenir una actualitzacié del protocol i en cada compra ens arriba un lot diferent.

9. Procediment

Nota #1. Aquest kit ELISA comercial inclou un protocol proporcionat per la casa comercial; s’indica seguir
les instruccions de procediment proporcionades per la casa comercial.

Nota #2. Tots els reactius s’han d’atemperar previ a fer-los servir; també, s’han de portar a temperatura
ambient, les mostres de plasma i serum previ a ser pipetejades.

Nota #3. Per realitzar aquest kit es necessita 1 litre d’aigua Milli-Q per placa, que sigui recent. Es a dir,
del mateix dia o del dia anterior.

Nota #4. Si no es necessita tota la placa, es poden retirar les tires que no siguin necessaries i guardar-
les en un altre marc de placa de 96 pous dins la bossa d‘alumini proporcionada amb la bosseta dessecant
i segellar-la. Cal guardar-la a 2-8°C, preservant-la de la humitat.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.1. Preparacio dels reactius

9.1.1. Wash solution
Diluir els 100ml de Wash Solution Concentrate amb 900ml d’‘aigua Milli-Q en una probeta de 1I.
Estabilitat i emmagatzematge: la Wash solution diluida és estable durant un mes a 2-8°C.

9.1.2. Human A-FABP Calibrators
IMPORTANT: per la reconstitucié del Master Calibrator liofilitzat amb el Dilution Buffer, cal
consultar en cada cas el Certificate of Analysis que va inclos en cada kit (fulla groga).

Reconstituir el Master Calibrator liofilitzat amb el Dilution Buffer previ a l'inici de |I'assaig.
Afegir el volum indicat de Dilution Buffer i deixar dissoldre com a minim 15 minuts, en el roller.
La concentracié resultant de la solucié estoc d’AFABP humana és de 25ng/ml.

Estabilitat i emmagatzematge: els calibradors son estables fins a la data de caducitat indicada si
es conserven a -20°C.

9.1.3. Quality Controls
IMPORTANT: per la reconstitucio dels Quality Controls liofilitzats amb aigua Milli-Q, cal consultar
en cada cas el Certificate of Analysis que va inclos en cada kit.

Reconstituir els Quality Controls (HIGH i LOW) liofilitzats amb el aigua Milli-Q previ a l'inici de
I'assaig.

Cal tractar els controls com a mostres; per tant, cal diluir-los 1:10 amb Dilution Buffer abans de
ser utilitzats.

Per exemple: 30pl Quality Control + 270pl Dilution Buffer

Estabilitat i emmagatzematge: els controls de qualitat reconstituits pero no diluits, sén estables
fins a la data de caducitat indicada si es conserven a -20°C.

9.2. Preparacio de la corba estandard

El Master Calibrator reconstituit constitueix la solucié estoc d’AFABP de 25ng/ml. La corba estandard es
prepara a partir de I'estoc per dilucions seriades amb dilution buffer segons la seglient taula:

Volum Volum

estandard Dilution Buffer Concentracio

solucio estoc

Master Calibrator - 25 ng/ml
500ul estandard 6 750pl 10 ng/ml
500ul estandard 5 500ul 5 ng/ml
500ul estandard 4 500ul 2.5 ng/ml
500ul estandard 3 750pl 1 ng/ml
500ul estandard 2 500ul 0.5 ng/ml
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.3. Preparaci6 de les mostres

La dilucié recomanada per les mostres de sérum o plasma és de 1:10 amb Dilution Buffer. Depenent del
tipus de poblacié d’estudi es podria requerir una altra dilucio.

Es recomana: 30ul mostra + 270l dilution buffer.

Estabilitat i emmagatzematge: no guardar les mostres diluides.

9.4. Procediment experimental

9.4.1.

9.4.2.

9.4.3.
9.4.4.

9.4.5.
9.4.6.
9.4.7.

9.4.8.
9.4.9.

9.4.10.
9.4.11.

9.4.12.

9.4.13.

9.4.14

9.4.15.

Preparar una plantilla amb el disseny de la placa ELISA, en qué a cada pou de la placa s'indiqui
que hi correspon (blancs, estandards, controls i mostres).

Pipetejar 100pl dels estandards, els controls de qualitat, el blanc (dilution buffer) i les mostres;
preferiblement per duplicat d’acord amb la plantilla préviament dissenyada.

Quan s’hagin dispensat totes les mostres, cal eliminar les bombolles generades en dispensar amb
una agulla de xeringa. Seguidament, cal segellar la placa amb un film adhesiu transparent.
Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, en un agitador orbital a 100rpm.
Primera serie de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perque quedi ben
seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300pl/pou.

Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Realitzar aquesta operacid 5 vegades.

Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

Pipetejar 100ul de Biotin Labelled Anti-A-FABP Antibody Solution a cada pou.

Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, en un agitador orbital a 100rpm.
Segona serie de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi ben
seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300ul/pou.

Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Realitzar aquesta operacié 5 vegades.

Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

Pipetejar 100ul de Streptavidin-HRP Conjugate a cada pou.

Incubar la placa a temperatura ambient durant 30 minuts, en un agitador orbital a 100rpm.
Tercera serie de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi ben
seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb wash solution 1x: 300ul/pou.

Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Realitzar aquesta operacié 5 vegades.

Pipetejar 100ul de Substrate Solution a cada pou. Cal realitzar aquesta operacié preservant el
reactiu de I'exposicio a la llum. Un cop dispensat el volum de reactiu als pous de la placa, cal
cobrir-la amb un paper d’alumini durant el temps d’incubacié. ’
Incubar la placa a temperatura ambient durant 10 minuts; important, SENSE AGITACIO. Durant
aquest temps, els pous adquireixen una coloracio blava, en diferent grau segons la concentracid
d’AFABP.

. Aturar la reaccid afegint 100ul de Stop Solution per pou. En aquest punt, la coloracié blava es

torna groga en afegir la solucié de stop.

Esperar 5 minuts després d’haver afegit la solucié de stop i, seguidament, determinar
I'absorbancia llegint a 450nm en un lector ELISA. Si algun valor excedeix el limit que pot llegir el
lector ELISA, la lectura que s’obtindra sera OVERFLOW. En aquest cas, es pot fer una segona
lectura a 405nm.
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10. Verificacio de la técnica i interpretacio de resultats

10.1. Calculs

A partir dels valors d’absorbancia obtinguts pels estandards i pel blanc, es confeccionara una corba
estandard. Es recomana utilitzar el programari GraphPad Prism 5. El model matematic que cal aplicar és
una funcié parameétrica de quart ordre. Si aquest model no s'ajustés adequadament, és possible aplicar
una funcié parametrica de tercer ordre.

Els estandards no estan diluits, mentre que les mostres i els controls de qualitat si ho estan; la dilucid
aplicada que es recomana d'inici és 1:10. Cal tenir en compte el factor de dilucié a I'hora de fer els
calculs.

10.2. Limits de l'assaig

Els resultats que excedeixin el valor d’absorbancia de I'estandard corresponent a la concentracié de
25ng/ml malgrat la dilucié 1:10 aplicada haurien de ser repetits aplicant una dilucié més gran. També
s’haurien de repetir aquelles mostres que el seu valor d’absorbacia estigui per sota del valor més baix de
la corba aplicant una dilucié més petita o si es donés el cas, sense diluir la mostra. El factor de dilucio6 a
aplicar ha de decidir-se en funcié a I'absorbancia obtinguda i les absorbancies observades per la corba
estandard.

10.3. Controls de qualitat
Cal validar els valors de concentracid obtinguts pels controls de qualitat HIGH i LOW. Per fer-ho, cal
recérrer al Certificate of Analysis que va inclos en cada kit (fulla groga). En aquest document, es

presenten uns rangs de valors de concentracio en els que s’haurien de trobar les concentracions
obtingudes pels controls en el nostre assaig.

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio

1. Senyal FEBLE a tots els pous Omissié d’algun reactiu en algun
dels passos del kit.

Preparacié no adequada d’algun
reactiu o mala conservacio.

Realitzacié del procediment
abans que els reactius es
trobessin a temperatura ambient.

2. Senyal MOLT ALTA o ELEVAT Procediment de rentats no
soroll de fons realitzat de manera adequada.

Sobreexposicid; temps
d’incubacié amb el substrat
excessiu abans d’afegir la solucié
de stop.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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3. Elevat coeficient de variacié Procediment de rentats no
(cVv) realitzat de manera adequada.
4. Efecte del procés de No s‘observa cap deriva
congelacié/descongelacio en la significativa en la determinacié
concentracié d’AFABP en les de la concentracié d’A-FABP en
mostres mostres de sérum i plasma

després de tres cicles de
congelacié/descongelacié.

5. Estabilitat de les mostres a Les mostres haurien de ser

40C conservades a -20°C. Pero, no
s’observa una deriva significativa
en la concentracio d’A-FABP en
mostres de serum i plasma quan
aquestes s'emmagatzemen a 4°C
durant 2 setmanes.

6. Efecte de la matriu de la No s’observen diferéncies
mostra (serum/plasma) significatives en les
concentracions d’A-FABP en
mostres de sérum, plasma citrat,
plasma EDTA i plasma Heparina.

12. Referéncies

Referéncies a I'adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP):

e Makowski L, Brittingham KC, Reynolds JM, Suttles J and Hotamisligil GS: The Fatty Acid Binding
Protein, aP2, Coordinates Macrophage Cholesterol Trafficking and Inflammatory
Activity. J Biol Chem. Apr 1; 280(13): 12888-95 (2005).

e Maeda K, Cao H, Kono K, Gorgun CZ, Furuhashi M, Uysal KT, Cao Q, AtsumiG, Malone H,
Krishnan B, Minokoshi Y, Kahn BB, Parker RA and Hotamisligil GS: Adipocyte/macrophage
fatty acid binding proteins control integrated metabolic responses in obesity and diabetes.
Cell Metabolism. February; 1(2): 107-19 (2005).

e Boord JB, Maeda K, Makowski L, Babaev VR, Fazio S, Linton MF, Hotamisligil GS:

Combined adipocyte-macrophage fatty acid-binding protein deficiency improves
metabolism, atherosclerosis, and survival in apolipoprotein E-deficient mice. Circulation.
Sep 14; 110(11): 1492-8 (2004).

e Lehmann F, Haile S, Axen E, Medina C, Uppenberg J, Svensson S, Lundback T, Rondahl L,
Barf T: Discovery of inhibitors of human adipocyte fatty acid-binding protein, a potential type
2 diabetes target. Bioorg Med Chem Lett. Sep 6; 14(17): 4445-8 (2004).

e Damcott CM, Moffett SP, Feingold E, Barmada MM, Marshall JA, Hamman RF, Ferrell RE:
Genetic variation in fatty acid-binding protein-4 and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma interactively influence insulin sensitivity and body composition in males.
Metabolism. Mar; 53(3): 303-9 (2004).
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e Jenkins-Kruchten AE, Bennaars-Eiden A, Ross JR, Shen W], Kraemer FB, Bernlohr DA:
Fatty acid-binding protein-hormone-sensitive lipase interaction. Fatty acid dependence on
binding. J Biol Chem. Nov 28; 278(48): 47636-43 (2003).

e Hertzel AV, Bennaars-Eiden A, Bernlohr DA: Increased lipolysis in transgenic animals
overexpressing the epithelial fatty acid binding protein in adipose cells. J Lipid Res. Dec;
43(12): 2105-11 (2002).

e FuY, Luo N, Lopes-Virella MF, Garvey WT: The adipocyte lipid binding protein (ALBP/aP2)
gene facilitates foam cell formation in human THP-1 macrophages. Atherosclerosis. Dec;
165(2): 259-69 (2002).

e Storch J, Veerkamp JH, Hsu KT: Similar mechanisms of fatty acid transfer from human anal
rodent fatty acid-binding proteins to membranes: liver, intestine, heart muscle, and adipose
tissue FABPs. Mol Cell Biochem. Oct; 239(1-2): 25-33 (2002).

¢ Fisher RM, Hoffstedt J, Hotamisligil GS, Thorne A, Ryden M: Effects of obesity and weight
loss on the expression of proteins involved in fatty acid metabolism in human adipose
tissue. Int J Obes Relat Metab Disord. Oct; 26(10): 1379-85 (2002).

e Boord JB, Maeda K, Makowski L, Babaev VR, Fazio S, Linton MF, Hotamisligil GS:
Adipocyte fatty acid-binding protein, aP2, alters late atherosclerotic lesion formation in
severe hypercholesterolemia. Arterioscler Thromb Vasc Biol. Oct 1; 22(10): 1686-91(2002).

¢ Fisher RM, Eriksson P, Hoffstedt J, Hotamisligil GS, Thorne A, Ryden M, Hamsten A, Arner
P: Fatty acid binding protein expression in different adipose tissue depots from lean and
obese individuals. Diabetologia. Oct; 44(10): 1268-73 (2001).

e Scheja L, Makowski L, Uysal KT, Wiesbrock SM, Shimshek DR, Meyers DS, Morgan M,
Parker RA, Hotamisligil GS: Altered insulin secretion associated with reduced lipolytic
efficiency in aP2-/- mice. Diabetes. Oct; 48(10): 1987-94 (1999).

¢ Coe NR, Simpson MA, Bernlohr DA: Targeted disruption of the adipocyte lipid-binding
protein (aP2 protein) gene impairs fat cell lipolysis and increases cellular fatty acid levels. J
Lipid Res. May; 40(5): 967-72 (1999).

e Baxa CA, Sha RS, Buelt MK, Smith AJ, Matarese V, Chinander LL, Boundy KL and Bernlohr
DA: Human adipocyte lipid-binding protein: purification of the protein and cloning of its
complementary DNA. Biochemistry. 28(22): 8683-90 (1989).

Referéncies a aquest producte:
e Xu A, Tso AW, Cheung BM, Wang Y, Wat NM, Fong CH, Yeung DC, Janus ED, Sham PC,
Lam KS: Circulating adipocyte-fatty acid binding protein levels predict the development of
the metabolic syndrome: a 5-year prospective study. Circulation. Mar 27; 115(12): 1537-43 (2007).
e Bronsky ], Karpisek M, Bronska E, Pechova M, Jancikova B, Kotolova H, Stejskal D, Prusa
R, Nevoral J: Adiponectin, adipocyte fatty acid binding protein, and epidermal fatty acid
binding protein: Proteins newly identified in human breast milk. Clin Chem. Sep; 52(9):
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13.

1763-70 (2006).

von Eynatten M, Schneider ]G, Allolio B: Adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) ist
ein neuer Serum-Marker fir Adipositas, Insulinresistenz und Metabolisches Syndrom.
Diabetologie. 1: S23-S172 (2006).

Xu A, Wang Y, Xu JY, Stejskal D, Tam S, Zhang J, Wat NM, Wong WK, Lam KS: Adipocyte
fatty acid-binding protein is a plasma biomarker closely associated with obesity and
metabolic syndrome. Clin Chem. Mar; 52(3): 405-13 (2006).

Stejskal D and Karpisek M: Adipocyte fatty acid binding protein (A-FABP) in Caucasian
population: a new marker of metabolic syndrome? Eur J Clin Invest. Sep; 36(9): 621-5
(2006).

Cabré A, Lazaro I, Girona ], Manzanares JM, Marimon F, Plana N, Heras M, Masana L: Fatty acid
binding protein 4 is increased in metabolic syndrome and with thiazolidinedione treatment in diabetic
patients. Atherosclerosis. 2007; 195:e150-8. PMID: 17553506

Coll B, Cabré A, Alonso-Villaverde C, Lazaro I, Aragonés G, Parra S, Girona J, Masana L. The fatty
acid binding protein-4 (FABP4) is a strong biomarker of metabolic syndrome and lipodystrophy in
HIV-infected patients. Atherosclerosis. 2008;199(1):147-53. PMID: 17983623

Cabré A, Lazaro I, Girona J, Manzanares JM, Marimon F, Plana N, Heras M, Masana L. Plasma fatty
acid-binding protein 4 increases with renal dysfunction in type 2 diabetic patients without
microalbuminuria. Clin Chem. 2008;54:181-7. PMID: 18024526

Cabré A, Lazaro I, Girona J, Manzanares JM, Marimén F, Plana N, Heras M, Masana L. Plasma fatty
acid binding protein 4 is associated with atherogenic dyslipidemia in diabetes. J Lipid Res. 2008;49:
1746-51. PMID: 18421072
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1. Fonament i objectiu

Fonament. Aquest és un métode que utilitza dues solucions de densitat HISTOPAQUE-1119 i
HISTOPAQUE-1077 per la separacid de cél-lules mononuclears i granulocits.

Al 1968, Boyum va descriure metodes de centrifugacié amb gradient de densitat per l'aillament de
cel-lules mononuclears de sang periférica i medul-la 0ssia. Les solucions de densitat consisteixen en un
medi de polisucrosa i radioopac. La soluci6 HISTOPAQUE-1077 és aquest tipus de solucidé ajustada a una
densitat de 1.077g/l, mentre que la HISTOPAQUE-1119 ho esta a 1.119g/I.

Quan se centrifuga la sang amb la soluci6 HISTOPAQUE-1077, les ceél-lules mononuclears queden
situades com a interfase entre el plasma i la solucié de densitat, mentre que els eritrocits i els granulocits
queden situats al fons del tub (figura 1). El procediment de doble gradient mitjancant la utilitzacié de les
dues solucions de densitat, HISTOPAQUE-1077 i HISTOPAQUE-1119, permet la recuperacié d'aquestes
cel-lules granulocitiques (figura 2).

Figura 1: Figura 2:

PLASHMA PLASMA
cél. mononuclears cél. mononuclears

HISTOPAQUE-1077

HISTOPAQUE-1077 granuldcits

HISTOPAQUE-1118

eritrocits eritrécits

Objectius. Separar i obtenir cél-lules mononuclears a partir de sang total.

2. Espécimen

Sang total recollida en tubs de plasma-EDTA.

3. Documentacio relacionada

4. Definicions

PBMCs = peripheral blood mononuclear cells

5. Historial de revisions

Modificacions efectuades No de Revisid Data
Iolanda Lazaro Lépez 01 30/04/2010
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6. Solucions, reactius i materials

Nom de la soluci6: | Histopaque 1077

| Volum final:

| 100ml

pH | --- | Manipulacié prévia: | ---

Conservacid: | 4°C

Reactiu Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

Histopaque-1077 10771 / Sigma

Nom de la solucié: | Histopaque 1119

| Volum final:

| 100ml

pH [ --- | Manipulacié prévia: | ---

Conservacid: | 4°C

Reactiu Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

Histopaque-1119 11191 / Sigma

Nom de la solucié mare: | D-PBS w/o Ca2* and Mg®*

Volum final:

500ml

pH | --- | Mani

pulacio prévia:

Conservacio:

T ambient

Solucié Mare

Referéncia / marca

Concentracio final

Quantitat (unitats)

D-Phosphate Buffered
Saline (D-PBS) (1x)

14190-169 / GIBCO
(Invitrogen)

Nom de la solucié mare: | Medi de congelacid Volum final: 10ml
pH | --- | Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | 4°C
Solucié Mare Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Foetal Bovine Serum A15-151 / PAA 90% 9ml
Gold
DMSO 154938-100ml / 10% 1iml
Sigma-Aldrich
Material Capacitat Tractament Previ Observacions
Tubs conics esterils de 15ml -—-- -—--
15ml
Tubs conics esterils de 30ml -—-- -—--
30ml
Pipetes pasteurs estérils | 3.5ml -—-- ----
3.5ml
Criotubs 1.8ml ---- ----

7. Instrumentacio i equips:

Equip Ubicacié NUm. Inventari NUm. PNT-EE Observacions
Cabina de flux Laboratori de 012457 PNT-PO0705-URLA-12

laminar CV-100 cultius

(Telstar)

Centrifuga Laboratori de 0832527 PNT-PO0705-URLA-36

Multifuge 3L cultius

(Heraeus)

Agitador roller Laboratori 2 012416 PNT-PO0705-URLA-19
(Beckman-Coulter)

8. Precaucions
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9. Procediment

Previ a l'inici del procediment, cal treure les solucions de densitat de la nevera i deixar que s’atemperin.

9.1. Determinar el volum exacte de sang total extreta a partir de la qual es realitzara el procediment
per I'aillament de les cél-lules.
Aquest punt és molt important perque el volum total ens determinara el volum de les solucions de
densitat.
El volum total de sang es compensara amb el mateix volum de les solucions de densitat al 50%: un
50% del volum total de la solucié HISTOPAQUE-1077 i un altre 50% del volum total de la solucié
HISTOPAQUE-1119.

Exemple: volum total de sang = 6ml,
volums de solucions de densitat: 3ml HISTOPAQUE-1077 + 3ml HISTOPAQUE-1119.

9.2. Posar el volum que es correspongui de la solucié HISTOPAQUE-1119 al fons d’un tub conic (sera de
15 o0 30ml en funcié del volum total que tinguem).

9.3. Posar el volum equivalent de la solucié HISTOPAQUE-1077 en overlayer sobre el volum de
HISTOPAQUE-1119 anteriorment afegit.
Es recomanable inclinar el tub mentre s’esta afegint la solucié de densitat 1077 sobre la 1119
(veure imatge figura 3).

9.4. Posar amb molta cura el volum de sang en overlayer sobre la solucié de densitat HISTOPAQUE-
1077 afegit en el pas 9.3.
Com en el cas anterior, és molt recomanable inclinar el tub mentre s’afegeix la sang sobre la
solucié de densitat 1077 (veure imatge figura 3).

Figura 3:

9.5. Al tub s’ha de visualitzar dues fases diferenciades (veure imatge figura 4), malgrat realment n’hi
hagin tres (veure esquema figura 5).

Figura 4: Figura 5:

SANG TOTAL

HISTOPAQUE-11189

HISTOPAQUE-1077
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9.6. Centrifugar: 700g, 30 minuts, T ambient, rotor oscil-lant.

9.7. Després de centrifugar, hauriem d’observar una separacié com la de la imatge de la figura 6.
Figura 6:

El procés de centrifugacié produeix la separacié de les seglents fases:

PLASMA

cél mononuclears

HISTOPAQUE-1077

granulocits

HISTOPAQUE-1119

ertrocits
De totes les fases obtingudes, la d’'interés és la corresponent a les cel-lules mononuclears
(assenyalada amb una fletxa a I'esquema).

9.8. Amb l'ajuda d’una pipeta pasteur, s’ha d’aspirar la fase de |'extrem superior corresponent al plasma
i descartar-la.

Es important no aspirar tot el volum d’aquesta fase, cal deixar un volum mort de seguretat per
evitar endur-nos part de la seglient capa o fase, que és la d'interés.

9.9. Amb una altra pipeta pasteur, aspirar completament la seglient fase, corresponent a les cél-lules
mononuclears i dipositar el volum aspirat en un tub conic de 15ml nou.

En cas contrari a que interessi recollir la fraccié corresponent als granulocits, escartar la resta del
tub. Procedirem el protocol amb el tub de 15ml estéril i conic en qué hem posat les céel-lules
mononuclears.

9.10. Primer rentat de les cel-lules. Afegir D-PBS esteéril al tub en que hi ha les cél-lules mononuclears,
fins a tenir un volum final 12-14ml. Tapar el tub i invertir-lo suaument varies vegades per
homogeneitzar.

9.11. Centrifugar: 200g, 10 minuts, T ambient, rotor oscil-lant.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.12. Aspirar el sobrenedant amb una pipeta pasteur i descartar-lo.

9.13. Segon rentat de les cél-lules. Tornar a afegir D-PBS esteéril al tub en que hi ha les cel-lules
mononuclears, fins a tenir un volum de 5ml i resuspendre les cél-lules suaument amb una pipeta
pasteur. Acabar d’omplir el tub fins un volum de 12-14ml. Tapar el tub i invertir-lo suaument varies
vegades per homogeneitzar.

9.14. Centrifugar: 200g, 10 minuts, T ambient, rotor oscil-lant.
9.15. Aspirar el sobrenedant amb una pipeta pasteur i descartar-lo.

9.16. Tercer rentat de les cél-lules. Tornar a afegir D-PBS esteril al tub en que hi ha les cél-lules
mononuclears, fins a tenir un volum de 5ml i resuspendre les cél-lules suaument amb una pipeta
pasteur. Acabar d’'omplir el tub fins un volum de 12-14ml. Tapar el tub i invertir-lo suaument varies
vegades per homogeneitzar.

9.17. Aspirar el sobrenedant amb una pipeta pasteur i descartar-lo.

9.18. Resuspendre el pellet en el volum que s’escaigui de medi de congelacié (en funcié del nombre de
cel-lules que hi hagi al tub). Posar les cél-lules en els criotubs, préviament marcats i refredats.

9.19. Congelar les cél-lules (veure PNT-PO0709-URLA-14).

10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

11. Guia de problemes

Problema Possible causa Solucio

12. Referéncies

e Bdyum A. Separation of leukocytes from blood and bone marrow. Scand J Clin Lab Invest 1968;
97:7.

e English D, Andersen BR. Single-step separation of red blood cells. Granulocytes and mononuclear
leukocytes on discontinuous density gradient of ficoll-hypaque. J Immunol Methods 1974; 5:249-252.

13. Control de la documentacio

14. Annexos
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1. Fonament i objectiu

Fonament. Els kits TransAM apliquen la metodologia ELISA en I'EMSA per l'estudi de l'activacid de
factors de transcripcid en extractes proteics de teixits i cultius cel-lulars.

Els factors de transcripcid son proteines que s’uneixen al DNA per regular I'expressié génica. Consten de
dos dominis diferents: un amb elevada afinitat per una sequéncia especifica de DNA i un altre que
proporciona l'activitat transcripcional. Els factors de transcripcié sén activats per la fosforilacié de residus
especifics o pel tractament de proteines inhibidores que s’hi uneixen. La comprensié i la quantificacié dels
factors de transcripcié sén essencials per l'estudi de funcions cel-lulars tals com la diferenciacio, la
resposta immunitaria o la inflamacid.

El kit TransAM inclou una placa de 96 pous en qué estan immobilitzades copies d’un oligonucleodtid de
doble cadena especific que conté un lloc ARE. Quan s’afegeix l'extracte nuclear o total, el factor de
transcripcié Nrf2 present a la mostra s’'uneix a la seqliéncia consens continguda a l'oligonucleotid i és
detectat mitjangant un anticos primari especific contra Nrf2. Seguidament, s’afegeix un anticos secundari
conjugat amb HRP, que reconeix |'anticos primari. La reaccié colorimétrica es dona quan s’afegeix el
substrat de I'HRP. La mesura es realitza mitjangant un espectrofotometre i la senyal és directament
proporcional a la quantitat del factor de transcripcid present, proporcionant informacié sensible i
quantitativa de l'activacié del factor de transcripcié.

Add nuclear Add primary Add anti-IgG Add developing
extract antibody HRP conjugate and stop solution
_____ - - Thr. .
~ L;~ Ihe ﬁ*_‘W “"‘-1 The
v p v
o N L
‘ u".\ LT -’u': L‘: L’
CLR ok
4 / .. ...’\:“,\—“ y“ ¥
Cell extract ~

: Oligonucleotide
containing activated coated plate

transcription factor (lexi Kits enable any

oligo to be coated) * TransAM i licen

Objectiu. Detectar i quantificar I'activacié de Nrf2 en mostres d’origen humana, de rata o ratoli.

Caracteristiques del kit:
- Limit de deteccid: <0.15ug extracte de proteines nuclears/pou.
- Rang de deteccié: 0.15-2.5ug d’extracte de proteina nuclear per pou.
- Reactivitat creuada: deteccid especifica de Nrf2 d’origen huma, de rata i ratoli.
- Temps total de l'assaig: 3.5h.

2. Espécimen

Extractes de proteines nuclears, citoplasmatiques o lisats cel-lulars totals.

3. Documentacio relacionada

Document adjunt: protocol del kit TransAM Nrf2 d’Active Motif en format pdf.

4. Definicions
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5. Historial de revisions

Modificacions efectuades

No de Revisio

Data

Iolanda Lazaro Lépez

01

30/04/2010

6. Solucions, reactius i materials

Excepte I'extracte nuclear utilitzat com a control positiu que ha de ser guardat a -80°C, tots els

components del kit poden ser emmagatzemats a -20°C abans de la primera vegada que es facin servir.

Després, es recomana emmagatzemar a la temperatura que s’indica als seglents apartats. Tots els

components del kit sén estables durant 6 mesos desde la data d’arribada si s6n emmagatzemats

adequadament.

Nom de la solucié: | Nrf2 antibody

| Volum final:

| 10yl

pH | --- | Manipulacié prévia: | ---

Conservacié: | 4°C

Reactiu | Referéncia / marca

Concentracio final

| Quantitat (unitats)

Indicat per la preparacié dilucié 1:1000 de I'anticos primari contra Nrf2 amb 1x Antibody Binding Buffer.

Nom de la solucio: ‘ Anti-rabbit HRP-conjugated antibody ‘ Volum final: ‘ 10pl
pH | --- | Manipulacio previa: | --- Conservacio: ‘ 40C
Reactiu | Referéncia / marca Concentracio final | Quantitat (unitats)

Indicat per la preparacié dilucié 1:1000 de I'anticos secundari amb 1x Antibody Binding Buffer.

Nom de la solucid: Wild-type oligonucleotide AM29 Volum final: 100ul
(10pmol/pl)

pH [--- | Manipulaci6 prévia: | --- Conservacié: | -20°C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Nom de la solucio: Mutated oligonucleotide AM29 Volum final: | 100ul
(10pmol/pul)

pH |--- [ Manipulacié prévia: | --- Conservacié: | -20°C

Reactiu Referencia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Nom de la solucid: Cos-7 nuclear extract (Nrf2 transfected) Volum final: | 20pl
(2.5pg/pl)
pH | --- | Manipulacié previa: | --- Conservacio: ‘ -—-
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Nom de la solucié: | Dithiothreitol (DTT) 1M | Volum final: | 1004l
pH |--- | Manipulacié prévia: | --- Conservaci6: | -20°C
Reactiu Referencia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Nom de la solucid: ‘ Protease Inhibitor Cocktail ‘ Volum final: ‘ 100ul
pH | --- | Manipulacié previa: | --- Conservacio: ‘ -200C
Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nom de la solucié: | Herring Sperm DNA | Volum final: | 1004l
pH |--- | Manipulacié prévia: | ---- Conservaci6: | -20°C
Reactiu Referencia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nom de la solucié: | Lysis Buffer AM1 | Volum final: | 10ml
pH [--- | Manipulaci6 prévia: | --- Conservacié: | 4°C
Reactiu | Referéncia / marca Concentracio final | Quantitat (unitats)
Indicat per la preparacié del Complete Lysis Buffer (veure taula de preparacio dels reactius - apartat
9.1).
Nom de la solucié: | Binding Buffer AM1 | Volum final: | 10ml
pH [--- | Manipulaci6 prévia: | --- Conservacié: | 4°C
Reactiu | Referéncia / marca Concentracio final | Quantitat (unitats)
Indicat per la preparacié del Complete Binding Buffer (veure taula de preparaci6 dels reactius - apartat
9.1).
Nom de la solucid: ‘ 10x Wash Buffer AM2 ‘ Volum final: ‘ 22ml
pH [--- | Manipulaci6 prévia: | --- Conservacié: | 4°C
Reactiu | Referéncia / marca Concentracio final | Quantitat (unitats)

Indicat per la preparacio del 1x Wash Buffer (veure taula de preparacid dels reactius - apartat 9.1).

Nom de la solucid: ‘ 10x Antibody Binding Buffer AM3 ‘ Volum final: ‘ 10ml
pH | --- | Manipulacié previa: | --- Conservacio: ‘ 40C
Reactiu | Referéncia / marca Concentracio final | Quantitat (unitats)

Indicat per la preparacio del 1x Antibody Binding Buffer (veure taula de preparacié dels reactius -
apartat 9.1) amb que es diluiran els anticossos primari i secundari.

Nom de la solucid: ‘ Developing Solution ‘ Volum final: ‘ 11ml

pH | | Manipulacié previa: | Conservacio: ‘ 40C

Reactiu Referéncia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Nom de la solucié: | Stop Solution | Volum final: | 11ml

pH | | Manipulacid previa: | Conservacio: ‘ 40C

Reactiu Referencia / marca Concentracio final Quantitat (unitats)
Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Material

Capacitat

Tractament Previ

Observacions

Placa de 96 pous:

96-well Nrf2 assay plate

Conservar a 4°C si no
es fa servir en una
Unica vegada dins la
butxaca d’alumini amb
la bosseta de
dessecant.

Adhesiu de placa

(Inclos al kit)

tubs eppendorf 1.5ml ---- No és necessari
autoclavat
probeta 100ml -—== ----
puntes micropipeta 0.5-10ul -—-- No és necessari
autoclavat
puntes micropipeta 2-200yl ---- No és necessari
autoclavat
puntes micropipeta 100-1000pl ---- No és necessari
autoclavat
puntes micropipeta 50-350ul -—-- No és necessari
multicanal autoclavat

7. Instrumentacio i equips:

Equip

Ubicacid

NUm. Inventari

NUm. PNT-EE

Observacions

Micropipeta
0.5-10ul
(Eppendorf)

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta
10-100pl
(Eppendorf)

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta
100-1000pl
(Eppendorf)

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-25

Micropipeta
multicanal

Laboratori 1/2

PNT-PO0705-URLA-93

Agitador roller
(Beckman-Coulter)

Laboratori 2

012416

PNT-PO0705-URLA-19

Lector ELISA
BioWhittaker
KINETIC-QCL

Laboratori 2

012592

PNT-PO0705-URLA-57

8. Precaucions

Es imprescindible llegir-se el protocol de la casa comercial que ve amb el kit abans d’iniciar el

procediment. Cada lot diferent podria tenir una actualitzacié del protocol.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9. Procediment

Esquema resum del procediment:

Cell extract
contanng activated
transcription factor

Consideracions preévies:

- Determinar el nUmero de tires de la placa que sén necessaries d’acord amb les mostres de que
es disposa, els controls i els blancs, per duplicat. Si en una tira no sén necessaris tots els pous,
es poden deixar coberts amb el film adhesiu. El contingut dels pous és estable a temperatura
ambient si els pous es mantenen secs i, per tant, poden ser utilitzats en un altre assaig. Guardar
les tires no utilitzades a I’'envoltori d’alumini a 4°C.

- Cal preparar el Complete Lysis Buffer, Complete Binding Buffer, Wash Buffer 1x i el Antibody
Binding Buffer com es descriu en els seglents apartats.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
Aquest document en suport paper es considera document no controlat
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9.1. Preparacio dels reactius

Veure la seglient taula:

Reactius a preparar Components 1 pou 1 tira 6 tires 12 tires
(8 pous) (48 pous) (96 pous)
Complete Lysis Buffer DTT 0.01pl 0.1pl 0.6l 1.2ul
Protease Inhibitor Cocktail 0.12pl 0.9ul 5.4pl 10.8ul
Lysis Buffer 11.12pl 89.0ul 534.0ul 1.07ml
Total necessari 11.25pl 90.0pl 540.0ul 1.08ml
Complete Binding DTT 0.04ul 0.3l 2.164l 4.3yl
Buffer Herring Sperm DNA 0.45pl 3.6l 21.604l 43.2ul
Binding Buffer 44.50pl 356.1pl 2.14ml 4.27ml
Total necessari 45.00ul 360.0ul 2.16ml 4.32ml
Binding Buffer with wt or mut oligont 2.0yl 18.0pl 108yl N/A
Nrf2 wt or mut oligont  Complete Binding Buffer 43.0ul 342.04l 2.052ml N/A
Total necessari 45.0pl 360.0ul 2.16ml N/A
1x Wash Buffer Distilled water 2.025ml 16.2ml 97.2ml 194.4ml
10x Washing Buffer 225.0pl 1.8ml 10.8ml 21.6ml
Total necessari 2.25ml 18.0ml 108.0ml 216.0ml
1x Antibody Binding Distilled water 202.5ypl 1.62ml 9.72ml 19.44l
Buffer ® 10x Antibody Binding Buffer 22.54l 180.04l 1.08ml 2.16ml
Total necessari 225.0pl 1.8ml 10.8ml 21.6ml
Developing Solution Total necessari 112.5p1 900.0pl 5.4ml 10.8ml
Stop Solution Total necessari 112.5ul 900.0ul 5.4ml 10.8ml

(1) volums valids per preparar les dilucions dels anticossos primari i secundari.

9.2. Preparaci6 de les mostres

Es recomana utilitzar 2-10ug de proteina de I'extracte nuclear per pou.
La mostra es prepara diluint aquests ug de proteina en Complete Lysis Buffer.

9.3. Incubacié de la mostra per promoure la unié de Nrf2 a la segliéncia consens

9.3.1. Dispensar 40ul de Complete Binding Buffer a cada un dels pous que siguin necessaris. Si es
pretenen fer experiments de competicié d’unid, dispensar 40ul de Complete Binding Buffer que
contingui 20pmol (2ul) de I'oligonucleotid wild-type o mutat.

9.3.2. Mostres. Afegir 10ul de mostra diluida en Complete Lysis Buffer per pou.

9.3.3. Control positiu. Afegir 10ul del control positiu diluit en Complete Lysis Buffer per pou ((0.5ul
Cos-7 nuclear extract + 9.5ul Complete Lysis Buffer) per pou).

9.3.4. Blancs. Afegir 10pl de Complete Lysis Buffer per pou.

9.3.5. Segellar la placa amb |'adhesiu.

9.3.6. Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, en un agitador orbital a 100rpm.

9.3.7. Primera serie de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi ben

seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb 1x Wash Solution: 200pl/pou.
Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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9.3.8

9.4.

9.4.1.
9.4.2.

9.4.3.
9.4.4.

9.4.5.

9.5.

9.5.6.

9.6.

9.6.1.
9.6.2.
9.6.3.

9.6.4.

Realitzar aquesta operacié 3 vegades.

. Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

Incubacié amb I'anticos primari

Pipetejar 100ul de la dilucié de I'anticos Nrf2 (dilucié 1:1000 en el 1x Antibody Binding Buffer) a
cada pou

Cobrir la placa amb I’'adhesiu.

Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, sense agitacid.

Segona série de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi ben
seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb 1x Wash Solution: 200ul/pou.

Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Realitzar aquesta operaci6 3 vegades.

Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

Incubacié amb l'anticos secundari

Pipetejar 100ul de la dilucié de I'anticos conjugat amb HRP (dilucié 1:1000 en el 1x Antibody
Binding Buffer) a cada pou.

Cobrir la placa amb I’'adhesiu.

Incubar la placa a temperatura ambient durant 1 hora, sense agitacid.

Durant la incubacié amb el secundari, és convenient treure de la nevera la Developing Solution
perque s’atemperi.

Tercera serie de rentats.

Eliminar el volum dels pous i picar la placa sobre un bloc de papers de filtre, perqué quedi ben
seca.

Rentar amb la micropipeta multicanal amb 1x Wash Solution: 200ul/pou.

Omplir la placa, buidar-la i picar-la sobre papers de filtre.

Realitzar aquesta operacio 4 vegades.

Després del darrer rentat, cal eliminar les bombolles amb una agulla de xeringa.

Reaccid colorimétrica

Pipetejar 100pul de Developing Solution als pous utilitzats.

Incubar la placa a temperatura ambient durant un temps de 2-15 minuts, protegint-la de
I’'exposicid a la llum. Cal anar controlant |'aparicié del color en els pous, perqué no s’assoleixi una
senyal excessiva que no ens permeti ser llegida.

Pipetejar 100ul de Stop Solution als pous utilitzats. El color blau dels pous es tornara groc per
efecte de I'acid de la solucié stop.

Esperar 5 minuts després d’haver afegit la solucié de stop i, seguidament, determinar
I'absorbancia llegint en un lector ELISA a 450nm i prenent com a filtre de referéncia el de
655nm. Si algun valor excedeix el limit que pot llegir el lector ELISA, la lectura que s’obtindra
sera OVERFLOW.

10. Verificacio de la técnica i interpretacié de resultats

10.1.

Calculs

Segons el disseny de la placa, cada mostra ha de valorar-se per duplicat. Per tant, en primer lloc
cal obtenir el valor mitja de les lectures corresponents a cada mostra. A aquest valor, se li ha de
restar el valor de I'absorbancia mitjana del blanc. Aleshores, es representen els valors
d’absorbancia obtinguts i d’aquesta manera es valora el grau d’activacié de Nrf2, prenent com a
referéncia el control que s’escaigui.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Veure grafica exemple:

11. Guia de problemes

Nrf2 activation (OD 450 nm)

Cos7 unstimulated
- I Cos Nrf2-Transfected

08+
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Jom W
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.0_2 .

0.63

|| .
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pg nuclear extracts

Problema

Possible causa

Solucio

Abseéncia de senyal o senyal molt
feble.

Omissid d’algun reactiu.

Comprovar si s’han afegit els
reactius a tots els pous i en
I'ordre indicat.

Substrat o conjugat caducats.

Comprovar l'activitat del
conjugat i el substrat.

Preséncia d’un enzim inhibidor.

L'azida sodica pot inhibir la
reaccio peroxidasa, cal seguir les
recomanacions del kit per
preparar els tampons.

El lector de plaques no funciona
correctament.

Verificar les longituds d'ona i els
settings dels filtres en el lector
de plaques.

Temperatura incorrecta.

Atemperar el substrat.

Volum inadequat de Developing
Solution.

Verificar el volum dispensat per
la pipeta.

Soroll de fons molt alt a tots els
pous.

Temps excessiu en el revelat.

Aturar la reaccio enzimatica tan
aviat com els pous positius
prenguin una coloracié blau
intens.

La concentracid dels anticossos
és excessivament alta.

Diluir més els anticossos.

Procediment de rentats
inadequat.

Assegurar que els pous queden
plens de solucié de rentat i
seguir les recomanacions de
rentat del protocol.

Preséncia desigual de color.

No completat el rentat dels pous.

Assegurar que els pous queden
plens de solucié de rentat i
seguir les recomanacions de
rentat del protocol.

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez

Aprovat per: Lab-Manager i Responsable de qualitat
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Contaminaci6 creuada entre
pous.

Seguir les recomanacions de
rentat.

Soroll de fons alt en els pous de
les mostres.

Massa quantitat d’extracte
nuclear per pou.

Disminuir la quantitat d’extracte
nuclear per pou 1-2ug/pou.

La concentracid dels anticossos
és excessivament alta.

Fer una titracié de I'anticos per
determinar les condicions
optimes de treball. Comencar
utilitzant 1:1000 per l'anticos
primari i 1:1000 per I'anticos
secundari. La sensibilitat de
I'assaig disminuira.

Abseéncia de senyal o senyal molt
feble als pous de les mostres.

Quantitat insuficient d’extracte
nuclear per pou.

Augmentar la quantitat
d’extracte nuclear a 50ug/pou.

Nrf2 esta poc activat o inactivat

a les fraccions nuclears testades.

Realitzar una corba temps-
resposta per |'activacio de Nrf2 a
la linia cel-lular estudiada.

Els extractes nuclears pertanyen
a especies per les que no esta
indicat el kit.

12. Referéncies

13. Control de la documentacio

14. Annhexos

Elaborat per: Iolanda Lazaro Lopez
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Resultats

1. Efecte de la repeticié de dosi dels aldehids sobre I’expressié génica de
FABP4

En aquest primer punt, es va determinar I'efecte de I'exposicié perllongada als aldehids

sobre I'expressié de FABP4 (Figura 37).

— @ -

LbLox [ @ -
1 FaBP4
Y HEX macrofag cél-lula
VWO /1\ escumosa
DDE ?

i g W W W
"0

Figura 37. Esquema de la hipotesi inicial. Els aldehids apolars DDE i hexanal (HEX), integrants de les
LDL oxidades (LDLox), podrien participar en la induccié de I'expressio génica i proteica de FABP4 en els

macroéfags, pas inicial de la transformacio a cél-lules escumoses.

Els macrofags es van incubar amb DDE 5uM i HEX 10uM renovant diariament el medi
d’'incubacié fins a un total de 6 dies. A I'experiment, es va incloure la condicio
d’'incubacié amb BRL 1uM, perqué d’acord al seu paper d’agonista PPARYy actués com
a control positiu de I'expressio de FABP4. A la figura 38 es presenten els resultats
obtinguts mitjangant I'analisi per RT i PCR a temps real de I'expressiéo génica de
FABP4. La repeticié de dosi de DDE va induir una expressié 5 vegades augmentada
en els nivells de mRNA de FABP4 vers el vehicle. En canvi, la incubacié amb I’hexanal
no va produir cap efecte. Els nivells d’expressié eren practicament iguals als observats
per efecte de la incubacid amb el vehicle. La repetici6 de dosi amb BRL va induir
I'efecte esperat. Els nivells observats van ser 10 vegades superiors als de la incubacio

amb el vehicle.

Figura 38. Induccié de la transformacié
de macrofag a cél-lula escumosa per
aldehids.

Analisi de I'expressié génica de FABP4 per

exposicié perllongada als

8- efecte de la renovacio diaria de les diferents

condicions al medi d’incubacié de les

cél-lules. Els macrofags THP-1 van rebre

FABP4 mRNA
(2 AACt)
o
1

diariament una dosi fins un total de 6.
L’expressio de mRNA FABP4 es va valorar
per RT i PCR a temps real, prenent com a
gen de control endogen el GAPDH.

L

vehicle

DDE5uM HEX10yM BRL1uM
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2. Corbes dosi-resposta dels aldehids sobre I’expressié proteica de FABP4

Les corbes dosi-resposta dels aldehids sobre I'expressié de proteina FABP4 es van
confeccionar per determinar la concentracié de treball dels aldehids en qué s’observés
més efecte sobre I'expressio sense resultar toxica per les cél-lules després de 24
hores. En el cas del DDE, les concentracions avaluades van ser: 5 i 10uM. Cal
esmentar que també es va testar la concentracié de 25uM, perd aquesta condicié va
resultar toxica per les cél-lules i no es mostren els resultats. Les incubacions amb DDE
5 i 10uM van produir augments en I'expressid proteica superiors a 2 i 3 vegades,
respectivament, en comparacié a l'expressié induida pel vehicle (2.4+0.4 (5uM),
3.320.3 (10uM) vs. vehicle, ambdues p=0.037) (Figura 39). Entre les dues
concentracions no es van produir diferéncies significatives. A partir dels resultats

obtinguts, es va determinar que la concentracié de treball del DDE havia de ser 10uM.

La corba de I'nexanal es va confeccionar amb les concentracions de 10, 25, 50 i
100uM. A la figura 39 es pot observar que I'expressié de proteina va augmentar en
relacié directa amb la concentracié de I'hexanal, assolint el maxim d’expressié a la
concentraci6 de 100pM (1.8+0.5 (10uM), 2.3£0.7 (25uM), 3.1+x1.1 (50uM), 5.2+1.8
(100uM) vs. vehicle, totes p=0.037). En aquesta corba, 'augment en I'expressio de
proteina FABP4 a la concentracié de 100uM va ser significativament més elevada que
la produida per la incubacié amb 10uM (p=0.037). No es van observar diferéncies
significatives entre les expressions de les altres concentracions. Per tant, la

concentracié de 100uM era la més indicada per continuar el treball experimental.

L’efecte del BRL 1uM sobre I'expressio de proteina FABP4 observat va ser I'esperat
d’acord amb el seu paper com a control positiu. La incubacié va produir un augment de

45 vegades en la proteina en comparacié amb la incubacié amb el vehicle (p=0.037).
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Figura 39. Corbes dosi-reposta als aldehids sobre I’expressié de proteina FABP4 en macrofags
THP-1. Representacié dels resultats obtinguts sobre I'expressié de proteina FABP4 a partir de la
incubacié durant 24h dels macrofags THP-1 amb diferents concentracions de DDE i hexanal. Els nivells
d’expressié de proteina FABP4 es van determinar per Western blot i es van normalitzar per actina. Els
resultats representen el canvi en nimero de vegades; i es presenten com la mitjanatSD (n=3). * p<0.050

vs. vehicle. T p<0.050 vs. hexanal 10uM.

3. Expressio génica de FABP4 induida per la dosi definida dels aldehids

Les corbes dosi-resposta de proteina FABP4 van servir per establir les concentracions
de treball dels aldehids. A partir d’aquestes concentracions, es va valorar I'efecte sobre
I'expressio de mRNA FABP4 després de 20 hores d’incubacio. A la figura 40 es
presenten els resultats obtinguts. Les dues incubacions amb els aldehids, DDE 10uM i
hexanal 100uM, van augmentar I'expressié génica més de 5 vegades en comparacié a
I'expressio produida per la incubaci6 amb el vehicle (DDE 10uM, 5.5+1.8; hexanal

100uM, 5.6+1.2 vers vehicle, en ambdos casos p=0.037).

La incubacié amb el BRL 1uM va produir un augment d’'un ordre de magnitud superior
a l'efecte dels aldehids (81.5+10.6 vs. vehicle, p=0.037). L’augment en els nivells de
mRNA de FABP4 concordava amb la induccié de proteina FABP4 observada

préviament (Figura 39).
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Figura 40. Efecte sobre els nivells de mRNA de FABP4 per efecte de la incubacié amb concentracié
definida dels aldehids. Analisi de I'expressié génica FABP4 resultant de la incubacié durant 20h amb les
concentracions definides dels aldehids (DDE 10uM i HEX 100uM). L'expressié de mRNA FABP4 es va
valorar per RT i PCR a temps real, es va prendre el GAPDH com a gen de control endogen. Els resultats
representen el canvi en numero de vegades; i es presenten com la mitjanatSD (n=3). * p<0.050 vs.

vehicle.

4. Efecte del tBHQ sobre I’expressié génica i proteica de FABP4

D’acord amb la hipodtesi inicial que intenta implicar la via del factor de transcripcid Nrf2
en la induccié de l'expressi6 de FABP4 per part dels aldehids apolars, es va
comprovar I'efecte d’'un conegut activador de Nrf2, el tBHQ, sobre I'expressiéo de
FABP4.

L’analisi de I'expressié génica per RT i PCR a temps real va demostrar que la
incubacié durant 20h amb tBHQ 50uM produia un marcat augment en els nivells de
mRNA de FABP4 (10.6x1.7 vers el vehicle, p=0.037) (Figura 41). Els resultats en
proteina van anar en el mateix sentit. El tractament amb tBHQ 50uM durant 24 hores
va augmentar en 2 vegades els nivells de proteina FABP4 en els macrofags (1.9£0.4
vegades vs. vehicle, p=0.037) (Figura 42). Aquestes dades mostren que la induccié de
I'expressio de FABP4 a nivell de mRNA i proteina resultant de incubacié amb tBHQ

seria d’'un ordre comparable a les produides pels aldehids.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

1519
12
g
Es
(8]
<+ 3
(SN
2~ e
w
3-
0-

vehicle tBHQ 50uM

Figura 41. El tBHQ indueix I'’expressio génica de FABP4 en macrofags. Efecte de la incubacié amb el
control positiu de I'activacié de Nrf2, tBHQ, sobre I'expressié génica de FABP4. Els macrofags THP-1 es
van incubar durant 20 hores amb tBHQ 50uM. L’analisi de I'efecte de la incubacié sobre els nivells de
mRNA de FABP4 es va dur a terme per RT i PCR a temps real, prenent com a gen de control endogen el
GAPDH. Els resultats representen el canvi en niumero de vegades; com la mitjanatSD (n=3). * p<0.050

vs. vehicle.
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Figura 42. El tBHQ indueix I’expressio proteica de FABP4 en macrofags. Efecte de la incubacié amb
el control positiu de I'activacié de Nrf2, tBHQ, sobre I'expressio proteina FABP4 en els macrofags THP-1.
Les cél-lules es van incubar amb tBHQ 50uM durant 24h, es van obtenir els extractes de proteines
citoplasmatiques i I'expressié6 de FABP4 es va valorar per Western blot, normalitzant per actina (imatge
superior de la figura). A la grafica es representa el resultat de la quantificacié (en numero de vegades,

mitjana+SD, n=3). * p<0.050 vs. vehicle.
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5. Efecte del tBHQ sobre la fosforilacio de Nrf2

El tBHQ és un reconegut activador de Nrf2. Aquest compost actua com agent oxidant i
permet I'alliberament de Nrf2 del seu repressor citoplasmatic, Keap1. Com a resultat,
el Nrf2 lliure és susceptible de ser fosforilat i, conseqlentment, activat. La forma activa

i fosforilada es transloca a nucli on s’uneix als llocs ARE dels gens que regula.

A la figura 43, es presenten els resultats de la incubacié de macrofags THP-1 amb
tBHQ 50uM durant 3h de tres experiments independents. Com es pot observar a les
tres imatges, a nivell nuclear (N) la incubacié amb tBHQ va produir una banda molt
intensa en el Western blot, corresponent a la forma fosforilada de Nrf2 (pNrf2). A la
grafica adjacent, es representa la quantificaci6 d’aquesta banda per les dues
condicions. De la comparacié estadistica s’extreu que 'augment de pNrf2 causat pel
tBHQ va ser significativament diferent al produit per la incubacié amb el vehicle
(p=0.050). La figura també permet apreciar que la banda de pNrf2 era practicament
indistingible a nivell de citoplasma (C), tant en la incubacié amb el vehicle com en la

del tBHQ. En ambdues fraccions, es va detectar la preséncia de Nrf2 no fosforilat.

tBHQS50yM =~ + - + = + = + = + = 4+

vehicle + - 4+ = 4+ = 4+ = 4 = 4 =

pNrf2 - -
Nrf2 S ¥

1.5x105 *

1.0x10°

5.0x10

nuclear pNrf2 protein
(arbitrary units)

vehicle tBHQ

Figura 43. El tBHQ indueix la translocacié a nucli de la forma fosforilada de Nrf2 (pNrf2). Els
macrofags THP-1 es van incubar durant 3h amb tBHQ 50uM. En les imatges dels Western blots de Nrf2
es mostren els resultats del triplicat d’experiments; s’evidencia I'expressié diferencial de pNrf2 entre nucli i
citoplasma. En la figura es representa la quantificacié dels nivells de pNrf2 a nivell de nucli induits pel

tBHQ (en unitats arbitraries, mitjana+SD, n=3). * p<0.050 vs. vehicle.
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La induccié de la translocacié a nucli de la forma fosforilada de Nrf2 va ser
practicament suprimida en preséncia de l'inhibidor de la sintesi proteica CHX (Figura
44). Es va observar una reduccio del 88% en la preséncia de pNrf2 nuclear per efecte
de la incubacié de tBHQ amb pretractament amb CHX en comparaci6 amb la
incubacié unica amb l'activador de Nrf2 (p=0.037). A nivell de la fraccio citoplasmatica,
la incorporacié de la CHX no va produir cap efecte ni sobre la forma fosforilada i ni la

no fosforilada pel fet de no incloure-la.
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Figura 44. L’activacié de Nrf2 per efecte de tBHQ requereix la sintesi de novo de proteina Nrf2. El
pretractament de 1h dels macrofags THP-1 amb linhibidor de la sintesi de proteina, CHX 10ug/ml, va
precedir la incubacié amb tBHQ 50uM durant 3h. La imatge mostra un Western blot de Nrf2 representatiu
d’'un dels experiments realitzats. La grafica representa el resultat de la quantificacié de I'expressié de

pNrf2 diferencial per efecte de la CHX (en nimero de vegades, mitjanatSD, n=3). * p<0.050 vs. tBHQ.

6. Nrf2 s’uneix a un lloc ARE localitzat al promotor de la FABP4 humana

L’analisi de la sequéncia del promotor de la FABP4 amb el Matinspector va trobar un
total de 1598 coincidéncies de possibles llocs de reconeixement per factors de
transcripcié. Unicament 8 d’aquestes van pertanyer a la familia V$AP1R i, més
especificament, 3 van ser VSMARE_ARE.01 que és la nomenclatura amb qué el

programa identifica els ARE (Taula 4).
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Taula 4. Resum de les coincidéncies de la familia VSAP1R resultants de I'analisi de la sequéncia del

promotor de la FABP4 humana amb I'algoritme Matinspector.

Opt. Start Matrix Core Seqiiencia
threshold sim. sim. q

V$MARE.02 0.88 619 0.901 atcTGCTcacaaggcaggagt
VSMARE_ARE.01 0.76 1319 1339 - 0.775 0.75 aaatccTCACtaagcattaat
V$MARE.03 0.82 2579 2599 + 0.848 1.0 cctgGCTGgctcactgttgaa
VSMARE_ARE.01 0.76 2992 3012 + 0.785 1.0 gtagatTGACatagccacatt
V$TCF11MAFG.01 0.81 3098 3118 - 0.865 1.0 ctagtaTGACtgagaaattga
V$BACH2.01 0.89 3570 3590 + 0.925 0.813  ggcgagTGGGtcacctgaggt
V$MARE_ARE.01  0.76 4069 4089 - 0.785 1.0 taaaagTGACaaatcttaata
V$BACH2.01 0.89 5249 5269 - 0.954 1.0 tttctcTGAGtcatgttttta

A la taula, les posicions dels llocs trobats s’indiquen en sentit positiu d’acord amb la
seva posicié dins els 5403 parells de bases de la seqliéncia del promotor. La
nomenclatura que normalment s'utilitza per la sequéncia d’'un promotor indica la
posicié en negatiu i comenca a comptar a partir del lloc d’inici de la transcripcié. En el
cas del promotor de la FABP4 aniria des de -5403 a -1bp. Indiqguem amb la doble

nomenclatura els llocs trobats a la seqlencia.

Dels tres elements trobats, només es va trobar un en la cadena sense. Aquest lloc
estava localitzat a la posicié 2992/-2411 (ARE_2) i la seva similitud de matriu era del
79%. Els altres dos elements trobats eren a la cadena reverse en les posicions 1319/-
4084 (ARE_1) i 4069/-1334 (ARE_3) a partir del lloc d’inici de la transcripcié del gen,
amb similituds de sequéncia de 78 i 79%, respectivament (veure I'esquema de la
Figura 45).

Els llocs ARE_1 i ARE_3 es van descartar per trobar-se en la cadena reverse. La
localitzacié en aquesta cadena implica que la cadena del DNA ha de replegar-se de tal
manera que la conformacid espacial resultant apropi el lloc d’'unié del factor de
transcripcio a la posicioé d’inici de la transcripcié. Conseqlientment, aquest fet faria més
improbable la funcionalitat del lloc ARE_3 que se situa molt proper al lloc d’inici de la
transcripcidé i no permetria adoptar la conformacié idonia per la unié del factor de
transcripcié. El lloc ARE_1 es troba a una distancia suficientment allunyada del lloc
d’inici de la transcripcié per permetre el replegament de la cadena necessari. Malgrat
aquest fet, es va descartar perqué la seva viabilitat davant d’'un possible lloc d’unié en
sense és inferior. Consequientment, es va decidir proseguir I'estudi Gnicament amb el
lloc ARE_2. La decisio es justifica per la localitzacié del lloc a la cadena sense i per la
posicié en qué es troba dins el promotor, no molt allunyada del lloc d’inici de la

transcripcio.
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Figura 45. Esquema de la localitzacié dels 3 llocs ARE trobats (VSMARE_ARE.01) al promotor del
gen de la FABP4 humana (GenBank accession number: AJ627200).

A la figura 46 es mostren els resultats obtinguts amb l'assaig del ChIP. La
immunoprecipitacio amb 'anticos especific contra Nrf2 i 'amplificacié amb els primers
al voltant del lloc ARE_2 van produir la banda esperada (153bp). Aquest producte
d’amplificacié6 demostrava la unio in vivo de Nrf2 al lloc ARE_2 (-2411, -2391bp) del
promotor del gen FABP4 huma en macrofags THP-1. El bon funcionament del
procediment de la immunoprecipitacié es va confirmar per la preséncia d’'una banda
amb una migracié electroforética lleugerament inferior (que es podria correspondre
amb 166bp), resultat de 'amplificacié amb els primers de la GAPDH del producte de la

immunoprecipitacié de la cromatina amb I'anticos contra la RNA polimerasa |l.
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Figura 46. Nrf2 s’uneix al lloc ARE_2 del promotor de la FABP4 humana. La imatge mostra el resultat
de l'assaig de la immunoprecipitacié de la cromatina (ChlP). Els macrdfags es van incubar amb tBHQ
50uM durant 3h. La cromatina es va immunoprecipitar amb anticos contra Nrf2 i contra RNA polimerasa |l.
L’'immunoprecipitat amb I'anticds contra RNA polimerasa |l es va amplificar amb primers especifics per
GAPDH (banda de 166bp). L'immunoprecipitat amb I'anticds contra Nrf2 es va amplificar amb primers
dissenyats al voltant del lloc ARE_2 (banda de 153bp).
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7. L’activacio de Nrf2 és necessaria per la induccié de I'expressiéo de FABP4

mediada per DDE pero no per la de ’hexanal

L’estat de coneixement assolit a través dels resultats obtinguts es mostra en 'esquema

de la figura 47.

tBHQ e

Nrf2

HO OH V4

ARE 2

Figura 47. Els aldehids, DDE i hexanal (HEX), indueixen I'expressié de FABP4 a nivell de RNA i proteina,
i que aquesta induccié constituiria un pas inicial en I'evolucié fenotipica dels macrofags a cél-lules
escumoses. Un control positiu de l'activacié de Nrf2, tBHQ, indueix I'expressid génica i proteica de
FABP4. Nrf2 s’uneix in vivo al promotor de la FABP4.

El seglent pas va consistir a avaluar l'efecte dels aldehids sobre I'activacié i la
translocacio a nucli de Nrf2. Els macrofags es van incubar amb DDE 10uM i hexanal
100uM en una cinética curta de tres punts amb un maxim d’incubacié de 3h; ja que en
tractar-se d’'un factor de transcripcio, I'activacié és rapida i s’ha d’estudiar a temps
curts. Com s’ha explicat a I'apartat de “Materials i métodes”, es van obtenir els
extractes de proteines nuclears i citoplasmatiques, a partir dels quals es va determinar

I'activacio de Nrf2 per Western blot.

Com es presenta a la imatge A de la figura 48, el DDE va potenciar 'acumul de la
forma fosforilada de Nrf2 a nucli al llarg del temps de forma significativa (3.3+0.6 (1h) i
4.41+0.5 (3h) ambdues dades en numero de vegades vers el temps inicial de 0.25h,
p=0.037). L’evolucié temporal del DDE sobre l'activacié de Nrf2 es visualitza a la
grafica C de la figura 48 (quadres negres). A nivell de citoplasma, la incubacié no va
produir cap efecte en la forma fosforilada de Nrf2. Aquesta va ser inapreciable en totes

les condicions i no es van produir diferéncies amb la incubacié amb el vehicle.
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El comportament de I'hexanal va ser radicalment diferent a I'observat pel DDE.
L’hexanal no va provocar cap efecte sobre I'activacié de Nrf2 (imatge B de la figura
48). Es va detectar la preséncia de Nrf2 fosforilat a nucli, perd en una quantitat molt
inferior a la del DDE i no superior a la de la incubaci6 amb el vehicle, i no es va
apreciar cap canvi al llarg del temps. La representacié grafica dels nivells de Nrf2
fosforilat a nucli d’un i altre aldehids evidencia la diferéncia tant en els valors com en el

comportament (grafica C de la figura 48, cercles blancs).
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Figura 48. Efecte dels aldehids DDE i hexanal sobre I'activaci6 del factor de transcripcié Nrf2. (A)
Imatge representativa d’'un Western blot en qué es valora I'efecte de la incubacio dels macrofags THP-1
amb DDE 10uM sobre la preséncia de pNrf2 a nivell de nucli i citoplasma. (B) Imatge representativa d’'un
Western blot en qué es valora I'efecte de la incubacié amb HEX 100uM sobre la preséncia de pNrf2 a
nivell de nucli i citoplasma. (C) Representacié grafica de les quantificacions de la forma pNrf2 a nucli
producte de les incubacions amb DDE (quadres negres) i hexanal (cercles blancs) (en unitats arbitraries,

mitjanatSD, n=3). * p<0.050 vs. temps inicial (0.25h).
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Per tant, és possible que el Nrf2 fosforilat que es va detectar es tracti de I'expressio
constitutiva propia del factor de transcripcid. L’Unic aspecte comu amb la incubacié
amb el DDE va raure en el fet que tampoc es van trobar evidéncies de Nrf2 fosforilat a

citoplasma.

En aquest punt del treball i considerant que I'hexanal no afectava l'activacié de Nrf2,
es va continuar 'estudi unicament amb el DDE. Com en el cas del tBHQ (apartat 5 de
‘Resultats”), es va realitzar un experiment en qué es va incloure la CHX en les
incubacions amb DDE per caracteritzar l'activacié de Nrf2 produida. Els resultats
obtinguts van reproduir el comportament de I'experiment amb el tBHQ. La incubacio
amb pretractament amb CHX va reduir els nivells de la forma fosforilada de Nrf2 a
nucli en un 81% en comparacié amb la mostra sense pretractament (p=0.037) (Figura
49). En primer lloc, aquest resultat indicaria que en aquest cas també resulta
necessaria la nova sintesi de proteina Nrf2 per observar activacio. |, en segon lloc,
evidencia el comportament paral-lel existent entre el DDE i el tBHQ en relacio

I'activacio del factor de transcripcid.

Nuclear fraction Cytosolic fraction

CHX 10ug/mi = = +
DDE 10uM -+ -
vehicle + - + - + - + -

+ +
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Figura 49. L’activacio de Nrf2 per efecte del DDE requereix la sintesi de novo de proteina Nrf2. El
pretractament de 1h dels macrofags THP-1 amb l'inhibidor de la sintesi de proteina, CHX 10pg/ml, previ a
la inducci6 amb DDE 10uM durant 3h. La imatge mostra un Western blot de Nrf2 representatiu d’'un dels
experiments realitzats. La figura representa el resultat de la quantificaci6 de I'expressié de pNrf2

diferencial per efecte de la CHX (en numero de vegades, mitjana+SD, n=3). * p<0.050 vs. DDE.
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8. Temps-resposta DDE: proteina i RNA FABP4

L’efecte al llarg del temps del DDE 10uM sobre I'expressié génica i proteica de FABP4
es va caracteritzar amb la confeccié de corbes temps-resposta. A la figura 50 es

presenta la corba temps-resposta de proteina FABPA4.

La incubaciéo amb el DDE es va extendre des de I'estat basal fins a les 24 hores i els
resultats obtinguts van evidenciar un augment en els nivells de proteina al llarg del
temps, assolint un maxim d’expressio a les 24 hores (3.8+0.8 vegades vers I'expressid
en estat basal, p=0.037) (Figura 50). A la imatge del Western blot d’un experiment
corresponent a una cinética de FABP4 es pot comprovar I'evident increment de

I'expressio proteica al llarg del temps per efecte de la incubacié amb l'aldehid (Figura

51).

FABP4/actin protein
(fold increase)
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Figura 50. Cinética temporal de I’expressi6 de proteina FABP4 per efecte de la incubacié amb DDE.
Els macrofags THP-1 es van incubar amb DDE 10uM de 0-24h. L’expressié proteica de FABP4 a
citoplasma es va valorar per Western blot normalitzant per actina. La figura representa el resultat de la
quantificacié de I'expressié en numero de vegades respecte a I'estat basal (mitjanat+SD) (n=3). * p<0.050

vs. basal.
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Figura 51. Experiment representatiu de la induccié per part del DDE de I’expressié de proteina
FABP4 al llarg del temps. La imatge superior correspon a un Western blot de FABP4 representatiu d’'un

dels experiments realitzats. A la figura es representa la quantificacié del Western blot de la imatge

superior (en unitats arbitraries).

A la cinética de I'expressié génica, els temps estudiats van anar des de I'estat basal a
les 20 hores. Els resultats de la RT i PCR a temps real van mostrar que els nivells de
mRNA de FABP4 van augmentar al llarg del temps arribant a un plateau d’expressio
maxima que s’estenia des de les 8 a les 20 hores (en niumero de vegades prenent com
a referéncia el temps basal: 5.4+0.2 (8h); 5.6£0.0 (12h); 5.1£0.8 (20h), en tots els
casos p=0.037) (Figura 52).

FABP4 mRNA
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Figura 52. Cinética de I’expressié6 génica de FABP4 per efecte de la incubacié6 amb DDE. Els
macrofags es van incubar amb DDE 10uM de 0-20h. A partir del RNA total extret, 'expressié de mRNA
FABP4 es va valorar per RT i PCR a temps real, prenent com a gen de control endogen el GAPDH. Els

resultats representen el canvi en numero de vegades; i es presenten com la mitjana+SD (n=3). * p<0.050
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9. La induccié de FABP4 a nivell transcripcional mediada per DDE es déna per
I'estabilitzacié del mMRNA de FABP4 en els macrofags THP-1

La inducci6 de I'expressio génica de FABP4 en resposta al DDE es va estudiar per
caracteritzar-ne el mecanisme concret. En primer lloc, es va valorar si I'expressié del
mRNA de FABP4 era depenent de la sintesi de novo. Com es descriu en detall a
'apartat de “Materials i métodes”, els macrofags es van preincubar durant 1 hora amb
inhibidors de la transcripcid (Act D) i la traduccié (CHX) abans de la incubacio de 3
hores més amb el DDE o el vehicle. A la figura 53 es presenten els resultats obtinguts
a partir de la RT-PCR a temps real. La incubacié amb el DDE va produir un augment
superior a 3 vegades en els nivells de mRNA (3.3+0.5 en comparacié amb el vehicle,
p=0.037). Aquest augment en I'expressié del mMRNA de FABP4 es va anul-lar com a
resultat del pretractament amb Act D (en niumero de vegades: 0.2+0.0 (Act D+DDE) vs.
3.3+0.5 (DDE), p=0.037). Per tant, es comprova que el DDE augmenta els nivells de
mRNA de FABP4 i en potencia la transcripcié. El pretractament amb CHX també va
reduir notablement I'expressié induida pel DDE (en numero de vegades: 1.1+0.2
(CHX+DDE) vs. 3.3+0.5 (DDE), p=0.037). Aquest resultat indica que la sintesi de novo
de les proteines implicades en el procés de la transcripcié es requereix per 'augment
de I'expressié de mRNA de FABP4 induit pel DDE. Els resultats demostren que la
induccié de I'expressio genica de FABP4 per 'aldehid depén de la sintesi de novo tant

del RNA com de les proteines implicades en la maquinaria de la transcripcio.
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Figura 53. La induccié de I'expressié génica de FABP4 mediada pel DDE es déna a nivell
transcripcional. Els macrofags es van pretractar durant 1h amb els inhibidors de la transcripcioé (Act D
5ug/ml) i la traduccié (CHX 10ug/ml), seguidament es van incubar amb DDE 10uM durant 3h. L’efecte
produit sobre els nivells de mRNA FABP4 es va determinar per RT i PCR a temps real, normalitzant amb
el control endogen GAPDH. La figura representa I'expressié en niumero de vegades (mitjanaxSD) (n=3). *
p<0.050 vs. vehicle alone. T p<0.050 vs. DDE alone.
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Un altre mecanisme que podria explicar 'augment observat en els nivells de mRNA de
FABP4 resultant de la incubaci6 amb el DDE, seria que l'aldehid contribuis en
I'estabilitzacié del mRNA produit i que n’incrementés la vida mitjana. Per avaluar la
contribucié del DDE en l'estabilitzacié del mRNA, es van incubar els macrofags amb
DDE i, posteriorment, es va incloure Act D i es van anar obtenint mostres a diferents
temps. En els resultats obtinguts es va observar que l'aldehid va allargar I'estabilitat
del mRNA de FABP4 i, conseqlientment, la seva vida mitjana. En la incubacié amb el
vehicle, es va evidenciar el comportament contrari. Els nivells de mRNA de FABP4 van
caure de manera significativa en relacié al punt inicial de la cinética. Aquestes
observacions van demostrar que el DDE potencia I'estabilitzaciéo del mMRNA de FABP4.
I, conseqlientment, que I'estabilitat del mMRNA forma part de la induccié de I'expressié
génica de FABP4 mediada pel DDE (Figura 54).
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Figura 54. Estudi de I'estabilitzacié del mMRNA de FABP4 induida pel DDE en els macrofags. Els macrofags
THP-1 es van incubar durant un temps fix de 3h amb I'estimul (DDE 10uM o vehicle) i, posteriorment, es va
incloure I'Act D 5ug/ml al medi d’incubacié fins un temps maxim de 4h. En aquesta figura es representen els
valors de 22 d’expressié diferencial de mRNA FABP4 per efecte de I'aldehid (quadres negres) i el vehicle
(triangles blancs) en els temps estudiats. Els valors es van normalitzar amb el GAPDH com a control endogen; i,

en ambdods casos, es va prendre com a valor de referéncia el temps inicial. (n=3). *p<0.050 vs. temps inicial.

10. Vies senyalitzacié implicades en la fosforilacié de Nrf2 induida pel DDE

La fosforilacio de Nrf2 és un pas crucial per a I'activacio dels gens regulats per la via
Nrf2-ARE en resposta als insults oxidants o electrofilics. Diferents cascades de
senyalitzacié s’han vist implicades en l'activacié d’aquesta via, entre elles: PI-3k/Akt i
les proteines MAPK. Per identificar les vies de senyalitzacié activades pel DDE que
participarien en la fosforilacié de Nrf2, els macrofags THP-1 es van incubar amb DDE
10uM i va conformar una cinética que caracteritzés una activacio rapida (temps <1h),

tan propia d’aquestes vies, com la monitoritzacid de I'evolucié i el retorn a nivells
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basals de temps més llargs (maxim de 8h). En primer lloc, es va estudiar la via de
senyalitzacio de la PI-3k/Akt; concretament, la fosforilacio en els residus Thr308 i
Ser473 de I'Akt. El DDE va produir una resposta rapida i marcada en la fosforilacié de
les dues formes de I'Akt que es va traduir en una activacié maxima de dues vegades
després de 0.5h d’incubacié amb I'aldehid (en numero de vegades: 2.0£0.6 (pThr308-
Akt) i 2.0£0.3 (pSerd473-Akt), vs. temps basal, i ambdues p=0.014). Els nivells de
fosforilacié van retornar a nivells basals entre les 6 i 8 hores després de I'estimulacié
(Figura 55).

A time (h) 0 02 05075 1 2 6 8

pSer473-Akt -— ems mEs s . —

pThr308-Akt —

Akt — — g E— R —

B 2.5
*
23
gm
-
Q2
Iz
n L
s &
0.5
0.0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
time (h)
C 251 4
*
*
2.0 1
1N
28 15
go
28
ST 10
]
=&
0.5
0.0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
time (h)

Figura 55. Cinética de I’activacié de la via de senyalitzacié Pl-3k/Akt per efecte de la incubacié amb DDE. Els
macrofags THP-1 es van incubar amb DDE 10uM en una corba temporal de 0 a 8 hores, per I'obtencié dels extractes
de proteines de la fraccié citoplasmatica en que valorar I'expressio de les proteines implicades en la via de
senyalitzacié PI-3k/Akt per Western blot. (A) Imatges representatives dels Western blots de les proteines de la via de la
senyalitzacio de la PI-3k/Akt d’un experiment concret. (B) Representacio dels resultats de la cinética de I'activacié d’Akt
per la valoracio de la fosforilacio en la Ser473. (C) Representacio dels resultats de la cinética de I'activacié d’Akt per la
valoracio de la fosforilacio en la Thr308. En ambdues grafiques (B i C), el valor de la forma fosforilada (p-Akt) esta
normalitzat per la forma no fosforilada (Akt). Els valors presentats es corresponen amb l'increment en nimero de
vegades vers el temps basal. (n=4). *p<0.050 vs. temps basal.
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El GSK-3B és una diana de fosforilacié de la PI-3k/Akt. L’activacié per fosforilacié de
’Akt produeix la fosforilaci6 de GSK-3B i, en aquest cas, la seva repressid. Els
resultats obtinguts mostren una clara correspondéncia amb la fosforilacié de I'Akt.
L’estimulaciéo amb el DDE va augmentar els nivells de pSer9-GSK-3 en els macrofags
THP-1. El perfil de la fosforilaci6 de GSK-3f va reproduir el perfil de I'Akt, amb el

maxim al mateix temps de 0.5h (Figura 56).
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Figura 56. Confirmacié de I’activacioé de la via PI-3k/Akt per la cinética de la fosforilacié de GSK-3f.
En les mostres de la fraccio citoplasmatica de la corba de 0 a 8 hores de la incubacié en que es va valorar
I'activacié de la via de senyalitzacid PI-3k/Akt es va determinar I'efecte sobre la fosforilacié de GSK-3.
Les imatges superiors son representatives dels Western blots de les formes fosforilada i no fosforilada de
la GSK-3B d'un experiment concret. La figura és una representacié dels resultats de la cinética de la
fosforilacid de GSK-3[: el valor de la forma fosforilada (p-GSK-3B) esta normalitzat per la forma no
fosforilada (GSK-3B). Els valors presentats es corresponen amb I'increment en niumero de vegades vers el
temps basal. *p<0.050 vs. temps basal.
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Finalment, es va estudiar la proteina ERK de la cascada de proteines MAPK. Com es
pot observar a la figura 57, la incubacié amb el DDE també va produir una rapida
activacié d’ERK assolint un maxim al temps de 0.75h (en numero de vegades: 2.1+0.3
vs. l'estat basal, p=0.037), lleugerament retardat en comparaci6 amb el maxim
observat en la via de la PI-3k/Akt. Els nivells de p(Thr202,Tyr204)-ERK van tornar a

nivells basals després de 6-8 hores de l'inici de la incubacié (Figura 57).
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Figura 57. Cinética de I'activacié de la via de senyalitzaci6 ERK-MAPK per efecte de la incubacié
amb DDE. En les mostres de la fraccié citoplasmatica de la corba de 0 a 8 hores de la incubacié en qué
es va valorar 'activacié de la via de senyalitzacié PI-3k/Akt i la fosforilacié de GSK-38, es va determinar
I'expressié de les formes fosforilada i no fosforilada de la proteina ERK-MAPK per Western blot. Les
imatges a la part superior de la figura sén representatives dels Western blots de les formes fosforilada i no
fosforilada d’ERK d’un experiment concret. A la grafica es representen els resultats de la cinética de
I'activacié d’'ERK valorant el grau de fosforilacié en Thr202 i Tyr204. El valor de la forma fosforilada (p-
ERK) esta normalitzat per la forma no fosforilada (ERK). Els valors presentats es corresponen amb

l'increment en numero de vegades vers el temps basal. (n=4). *p<0.050 vs. temps basal.
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11. Assaigs d’immunofluorescéncia

Els assaigs d’immunofluorescéncia ens van permetre reproduir i visualitzar els

resultats anteriorment presentats en relacié a I'efecte del DDE sobre I'expressio de

FABP4, la translocaci6 a nucli de Nrf2 fosforilat i I'activacid de la via de senyalitzacié
PI1-3k/Akt.

1.1

11.2

Efecte de la incubacié amb el DDE sobre I’expressio proteica de FABP4
(Figura 58A).

El tractament amb el DDE 10uM va augmentar de manera evident els nivells
d'expressiéo de FABP4 de les cél-lules en relacié a la incubacié amb el vehicle.
Les imatges ens permeten observar com en les cél-lules incubades amb el
vehicle, I'emissio fluorescent era inapreciable, corresponent a una nulla
expressio de FABP4. En canvi, en la incubaci6 amb l'aldehid I'expressié era
notable. Addicionalment, tenint en compte la tincié de nuclis amb el DAPI, es va
observar com I'expressiéo de FABP4 donada per 'aldehid era molt evident a nivell
de citoplasma, perd també es detectava una certa expressio a nivell de nucli,
com a producte de la translocacié. La preséncia a nucli de FABP4 és una
evidéncia coneguda que suggereix que aquestes proteines podrien realitzar la

seva funcié en ambdues localitzacions subcel-lulars™® 3%,

Efecte de la incubacié amb el DDE sobre la translocacidé a nucli de la forma
fosforilada de Nrf2 (Figura 58B).

L’'us de l'anticos contra la forma fosforilada de Nrf2 ens va permetre detectar
unicament la forma estabilitzada i activa del factor de transcripcio; i, d’aquesta
manera focalitzar I'efecte de I'aldehid sobre la seva activacio. A la imatge
corresponent a la incubacié de 3h amb el vehicle, es pot observar un senyal
fluorescent difés a nivell de citoplasma que es correspon amb un grau
d’expressié baixa de Nrf2 fosforilat. També, es detecta expressio a nucli. Aquest
perfil es correspon amb I'expressi6 i un nivell d’activacio constitutius del factor de
transcripcié propia d’'un estat d’homeodstasi redox. La incubacié amb el DDE
durant 3h va proporcionar una imatge clarament diferent a lanterior. La

fluorescéncia donada per p-Nrf2 es concentra totalment a nucli. |, la intensitat de
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11.3

fluorescéncia és notablement més elevada a la que s’observa en la imatge del
vehicle; malgrat aquesta valoracié sigui merament qualitativa. Cal destacar que
les imatges de la tinci6 amb p-Nrf2 i DAPI se superposen perfectament. A nivell
de citoplasma, s’observa una expressio nul-la de la forma fosforilada de Nrf2. Per
tant, la imatge es correspon amb una situacié en qué la preséncia d’'un estimul
oxidant trenca I'homeodstasi redox i provoca l'activacié de la maquinaria del

sistema de defensa antioxidant liderada per I'activacio de Nrf2.

Efecte de la incubaci6 amb el DDE sobre [Pactivaci6 de la via de
senyalitzacié PI-3k/Akt (Figura 58C).

L’activacié de la via de senyalitzacio PI-3k/Akt es va valorar amb l'anticos contra
p-Ser473-Akt, que es correspon amb la forma de maxima activacié d’aquesta
proteina quinasa. A nivell basal, la imatge obtinguda evidencia expressio de la
forma fosforilada de la quinasa, tant a nivell de citoplasma com de nucli, propia
d’'una expressio constitutiva. En incubar durant 0.5h amb DDE 10uM, la imatge
obtinguda mostra una expressié augmentada en comparacié amb |'observada
basalment. La fluorescéncia emesa permet delimitar perfectament les cél-lules.
Per tant, es visualitza una activacio d’Akt per efecte de la incubacié amb
l'aldehid.
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Figura 58. Imatges dels assaigs d’immunofluorescéncia. Les cél-lules HCASMC es van incubar amb
vehicle o DDE 10uM als temps de 0.5, 3 i 24 hores, per reproduir els resultats de I'efecte del DDE sobre
I'expressié de FABP4 (A), I'activacié i translocacié a nucli de Nrf2 (B) i I'activacio de la via senyalitzacié PI-
3k/Akt (C). (A) Les imatges superiors es corresponen amb la captacié en camp clar (BF, Bright Field) de
les cél-lules tenyides per la deteccié de I'expressié de FABP4 (imatges centrals) i de nucli (imatges
inferiors). La incubacié durant 24h amb el DDE clarament va augmentar els nivells d’expressié de FABPA4.
(B) La incubacié amb I'aldehid durant 3h va provocar 'augment de I'expressid i la translocacié a nucli de la
forma fosforilada de Nrf2 (p-Nrf2). Les imatges de la tincio per p-Nrf2 i de nucli de les cél-lules incubades
amb el DDE se superposen perfectament. (C) L’aldehid clarament produia l'activacié de la via de
senyalitzacio PI-3k/Akt, perque els nivells de Akt fosforilat a la posicio 473 (p-Akt) augmentaven

notablement després de la incubacié durant 0.5h vers el vehicle.
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12. Relacio entre els nivells circulants de FABP4 i ’activacio sistémica de Nrf2 ex

Vivo

La relacio trobada entre el sistema de defensa antioxidant i la FABP4 a nivells in vitro
va plantejar el repte de I'extrapolacié a nivell ex vivo. A l'apartat 7 de Materials i
meétodes es descriu el procediment realitzat. Com es pot observar a la figura 59, els
valors mitjans de FABP4 circulant entre els 2 grups de pacients confeccionats van ser
significativament diferents: LOW-FABP4, 15.312.3ug/l; HIGH-FABP4, 52.9+6.9ug/|

(p<0.001).
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La valoracio de I'activacio sistémica de Nrf2 en els 2 grups amb 'ELISA-EMSA de Nrf2
va demostrar que el grup amb nivells circulants elevats de FABP4 (HIGH-FABP4)
presentava una activacio sistemica de Nrf2 en els PBMCs més elevada en comparacio
amb els individus del grup LOW-FABP4 (0.021+0.026 vs. 0.005+0.007, p=0.029)

(Figura 60).
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En els darrers anys, el coneixement assolit a través dels diferents treballs trobats a la
literatura sobre I'estudi de la FABP4 ha permés que el concepte inicial que es tenia
d’aquesta proteina evolucioni. La FABP4 ha passat de ser el membre especific
d’adipocit de la familia de xaperones intracel-lulars FABP, encarregat de transportar
molécules lipidiques (principalment, acids grassos de cadena llarga)*, a ser postulat
com un marcador circulant de desordres metabodlics que vincula els metabolismes
lipidic i glucidic® 3% 5" "9 | estudi de I'expressié de la FABP4 en el macrofag esta
proporcionant un nou coneixement de la funcionalitat d’aquesta proteina. S’ha
determinat que la FABP4 incideix sobre dues funcions clau del macrofag implicades en
I'aterogénesi: el transport de colesterol i I'activitat inflamatoria®®. En aquesta tesi s’ha
avaluat la vinculacié de la FABP4 amb el sistema de defensa antioxidant cel-lular en
una etapa inicial en l'evolucié fenotipica del macrofag a cél-lula escumosa. S’ha
determinat per primera vegada que I'expressio de la FABP4 en macrofags en resposta
al DDE, un aldehid apolar present a les LDLox, esta regulada per Nrf2, el factor de

transcripcié que lidera la defensa antioxidant.

Les LDLox i els aldehids apolars en I'augment de I'expressiéo de FABP4 que

promou I’evolucié fenotipica del macroéfag a cél-lula escumosa

L’activacié dels macrofags desenvolupa un paper essencial en la immunitat i
’lhomeodstasi lipidica. Perd, una activacido excessivament perllongada pot promoure
laparicid6 d’'un estat patologic. Un exemple clar és el procés de scavenging de
lipoproteines modificades. Una excessiva captacié de lipoproteines modificades satura
la capacitat dels macrofags i dispara el canvi d’aquestes cél-lules al fenotip de cél-lula

escumosa, esdeveniment clau en la progressio de la lesié aterosclerotica.

Les lipoproteines modificades per I'oxidacio, LDLox, promouen I'expressio de FABP4 a
nivell de RNA i proteina en macrofags THP-1%. L’atorvastatina reverteix la induccié de
I'expressié de FABP4 en macrofags en resposta a les LDLox®". Aquest augment en
I'expressio de FABP4 en resposta a les LDLox constitueix un esdeveniment clau en la

transformacié dels macrofags a cél-lules escumoses®’ (Figura 61).
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Figura 61. Les LDLs oxidades (LDLox) indueixen I’expressié de FABP4 en macrofags, promovent

I’evolucié fenotipica d’aquests a cél-lula escumosa.

En el procés de formacié de céllules escumoses, lI'augment de ['expressid
intracel-lular de FABP4 va acompanyat de la seva secrecio extracel-lular, de forma
quantitativament molt important segons les observacions obtingudes en un model in
vitro®®. Aquesta secrecié postularia la FABP4 com una proteina candidata a ser
biomarcador de I'aterogénesi*°. Aquesta concepcié es va consolidant si es consideren
els estudis amb models animals. La deficiencia en aP2 en el model animal
d’aterosclerosi (apoE”) provoca una disminucid en la formacié de la lesi6®. La
contribuci6 de la FABP4 de macrofags és clau en el desenvolupament de
I'aterosclerosi i és independent de la FABP4 d’adipocit’’. Als macrofags es promou
una acumulacié de colesterol i triglicérids accelerada, perqué I'expressié de la FABP4
afecta I'expressio de gens clau del metabolisme lipidic: positivament en el cas de
l'acyl-coenzyme A: cholesterol-acyltransferase 1 (ACAT) i, negativament, sobre
ABCAT1 i HSL*'. Els macrofags deficients en aP2 presenten defectes en I'acumulacié
de colesterol. La deficiéncia altera la composici6 lipidica, es produeix un augment en
I'expressio de CD36 que provoca un augment en la captacié de les LDLox. |, també,
s'estimula de manera significativa la via LXRa-ABCA1 que promou Ieflux®.
L’expressié de FABP4 ha estat detectada en placa d’ateroma humana® i de ratoli®, i

aquesta expressié s’ha comprovat que colocalitza amb la preséncia de macrofags®” .

La reduccié en la lesié aterosclerdtica observada en els animals apoE” aP2” *°, es
reprodueix en el model animal apoE” nrf2”- ?*®. Contrariament al que passa al model

apoE” aP2” % en els animals apoE” nrf2” la menor area de lesié s’atribuia a una

283

reduccié en l'expressi6 de CD36 en macrofags aillats Malgrat la diferéncia

mecanistica existent entre els dos models animals, en ambdds casos s’arribava a un

resultat coincident. En aquest triangle, caldria per resoldre com es veuria afectada

A

I'expressié de FABP4/aP2 en el model animal apoE” nrf2”. Seria interessant, ja que
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les LDLox i el 4-HNE regulen I'expressio de CD36 en macrofags a través de Nrf2, de
manera parcial i no independent d’altres factors de transcripcié®*. En canvi, en els
preadipocits aquesta regulacié es déna unicament per efecte de I'activacié de Nrf2,
independent de PPARY*®. CD36 i FABP4 presenten un cert paral-lelisme funcional i

de regulacio.

De forma global, els estudis presentats evidencien que les LDLox promouen el
desenvolupament de la lesié aterosclerdtica, activen la maquinaria génica que
desencadena l'evolucié dels macrofags a cél-lula escumosa. FABP4 i CD36 es
trobarien entre els gens implicats, amb una aparent dependéncia de I'activacioé de Nrf2.
Les LDLox s6n una entitat resultant de la modificacié oxidativa de les LDL natives, que
engloba una série de compostos producte de 'oxidacioé d’acids grassos poliinsaturats,
fosfolipids i colesterol. Resulta interessant determinar la contribucié d’algun dels
components oxidats de les LDLox, com els aldehids, sobre I'expressié de FABP4. |

aquest ha estat un dels objectius vertebradors d’aquesta tesi.

En primer lloc, es va valorar I'efecte de I'exposicié continuada dels macrofags THP-1
als aldehids apolars, DDE i hexanal, sobre I'expressié de FABP4. Les concentracions
utilitzades van ser de 5uM DDE i 10uM hexanal. Aquestes concentracions d’incubacio
van ser sensiblement més baixes a les utilitzades en treballs previs del grup"*""®. La
radé que ho justifica és que es va considerar més adient treballar a concentracions
baixes perqué es poguessin realitzar un nombre superior de renovacions de dosi a les
cél-lules, amb la qual cosa s’evita la toxicitat cel-lular i es juga amb el concepte de
I'hormesi'™. D’aquesta manera, es va pretendre caracteritzar I'evolucio de les cél-lules
per efecte de la incubacié amb els aldehids en valorar I'expressié de FABP4 a un
temps final després d’'una série de repeticions de dosi dels aldehids. Els resultats
obtinguts van demostrar induccié de I'expressié génica de FABP4 per part del DDE i el
control positiu de I'activacié de PPARYy, el BRL. En canvi, I'hexanal no va produir cap
efecte sobre els nivells de MRNA de FABP4. Possiblement, aquesta abséncia de
resposta va ser deguda al fet que la concentracié d’hexanal utilitzada va ser
excessivament baixa. Si considerem que l'expressié de FABP4 esta especificament
induida en la transformacié de macrofag a cél-lula escumosa, els resultats obtinguts
donarien suport a la hipotesi que una exposicid persistent als aldehids promouria
aquesta evolucid fenotipica. Els aldehids apolars, integrants de les LDLox,
participarien o explicarien de manera parcial, I'efecte que aquestes provoquen sobre

I'expressio de FABP4 a nivell de mMRNA com de proteina observat a la bibliografia37' 62,
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En l'estudi de Fu i col-laboradors, la transformaci6é a cél-lula escumosa es valora a
través de la determinacié de I'acumulacié d’ésters de colesterol intracel-lular®’. Seria
interessant ratificar que la induccié de I'expressié de FABP4 per part dels aldehids
promou la transformacié dels macrofags a cél-lules escumoses en valorar 'acumulacio
lipidica intracel-lular. Aquesta valoracié podria realitzar-se bé per la determinacio dels

ésters de colesterol intracel-lulars bé, amb una tincio lipidica, com I'Oil Red O®.

L’abséncia de resposta obtinguda per I’hexanal en I'experiment de les repeticions de
dosi va requerir realitzar un estudi per determinar la concentracié de treball dels
aldehids. La confeccioé de corbes dosi-resposta va permetre continuar el procediment
experimental amb una concentracié definida per cada aldehid, adequada per produir
efectes sobre I'expressié proteica de la FABP4 en els macrofags. Les concentracions
de treball dels aldehids que es van establir van ser 10uM pel DDE i 100uM per
’hexanal. Amb aquestes concentracions es va observar una resposta maxima sobre
'expressio de FABP4 sense provocar citotoxicitat. Tant el DDE com I'’hexanal van
induir un augment significatiu en I'expressi6 de mRNA de FABP4 vers la condicio

control.

Nrf2: factor de transcripcié implicat en el mecanisme a través del qual el DDE

perd no I’hexanal indueix I’expressié de FABP4 en macrofags

El mecanisme que els autors dels treballs presentats han suggerit com a explicacio de
'augment de I'expressié génica i proteica de FABP4 per efecte de les LDLox indicaria
la participacié de PPARy*’. La justificacié rau que diferents compostos resultants de
I'oxidacié de les molécules lipidiques, majoritariament acids poliinsaturats i fosfolipids, i
que es troben presents a les LDLox sén lligands endogens de PPARYy. Entre aquests
compostos es troben  9-hydroxyoctadecadienoic  acid  (9-HODE), 13-
hydroxyoctadecadienoic acid (13-HODE) i 15-deoxy-A"?"*-prostaglandin J, (15d-PGJ,).

Altres estudis trobats a la bibliografia han determinat que aquests compostos lipidics
oxidats també son activadors d’un altre factor de transcripcid, Nrf2. Els derivats oxidats
d'acids grassos linoleic (C18:2 n-6), eicosapentaenoic (EPA, C20:5n-3) i
docosahexaenoic (DHA, C22:6n-3) indueixen l'activaci6 de Nrf2 i el sistema de

defensa antioxidant en cél-lules de neuroblastoma®®

i HepG2®®. Als macrofags, la
15d-PGJ, i els fosfolipids oxidats activen Nrf2 i, consequientment, es produeix la

induccié de la bateria de gens de la defensa antioxidant regulats per aquest factor de
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transcripcié®'. A més, s’ha proposat un nou fenotip de macrdfag (Mox) derivat de
'exposicio a fosfolipids oxidats que és sorprenentment diferent als fenotips
convencionals. El macrofag Mox presenta un patré6 d’expressid genica diferent, aixi
com disminucions en les capacitats fagocitiques i quimiotactiques, en qué Nrf2 n’és un
regulador clau®®. I, finalment, un hidroxialquenal, concretament el 4-HNE, indueix

I'expressié de CD36 a través de I'activacié de Nrf2 en macrofags murins®’*.

Tenint en compte el fet que els productes derivats de la peroxidacio lipidica presents a
les LDLox poden regular I'expressié de diferents gens a través de l'activacié de Nrf2,
calia determinar si I'activacio dirigida de Nrf2 afectava I'expressio de la FABP4 en els
macrofags. Per activar especificament a Nrf2, es va utilitzar un conegut activador
d’aquest factor de transcripcio, el tBHQ. Els resultats obtinguts van evidenciar que
I'activacio de Nrf2 produia augments en I'expressié génica i proteica de FABP4 en els
macrofags THP-1. Per tant, aquests resultats constituien una evidéncia indirecta de la

regulacié de I'expressié de FABP4 per part de Nrf2.

L’evidéncia indirecta va conduir a plantejar I'existéncia d’una regulacié directa de
FABP4 per part de Nrf2. L’estudi in silico del promotor de la FABP4 humana per cercar
possibles llocs ARE va constituir una primera actuacié per provar-ho. Com a resultat
de l'analisi realitzada, es van trobar tres possibles llocs ARE a la seqiéncia del
promotor del gen de la FABP4 humana. Entre aquests tres llocs, I'interés va recaure
en el lloc ARE_2 situat a la posicié 2992/-2414bp en la cadena sense i amb un grau
elevat d’homologia amb la seqliéncia consens dels llocs ARE. Donades aquestes
caracteristiques, es va decidir prosseguir I'estudi tnicament amb el lloc ARE_2. En el
seguent pas de I'estudi, es va comprovar la uni6 in vivo de Nrf2 a aquest lloc ARE_2
del promotor del gen de la FABP4 humana. Es va dur a terme un assaig ChIP amb un
anticos especific i amb un parell d’oligonucleotids dissenyats especificament per cobrir
la regid en qué s’havia detectat el possible lloc d’'unié ARE_2. L'obtencié de la banda
d’amplificacid de PCR confirmava la unié de Nrf2 al promotor de la FABP4 in vivo.
L’existencia del lloc ARE al promotor possibilitava que la regulacié de I'expressio de
FABP4 es donés a través de Nrf2. El seguent pas de la caracteritzacié de la via va
consistir a determinar la implicacié dels aldehids apolars d’estudi, DDE i hexanal, en

I'activacié de Nrf2.

Previ a valorar l'efecte dels aldehids sobre l'activacié de Nrf2, es va estudiar el
comportament del factor de transcripcié en els macrofags mitjangant el control positiu

tBHQ. Aquest compost antioxidant fenolic sintétic activa el factor de transcripcié Nrf2,
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actua sobre les vies de senyalitzacio intracel-lular implicades en la fosforilacié directa
sobre el factor de transcripcidé i aquelles que participen en Il'ancoratge als
microfilaments d’actina del citoesquelet del repressor homodimeéric Keap1?*’. En
ambdods casos, I'efecte resultant és l'alliberament de Nrf2 de Keap1, la fosforilacio i
estabilitzacié, i la translocaci6 a nucli on pot dur a terme la seva activitat
transcripcional. La incubacié dels macrofags THP-1 amb tBHQ 50uM es va realitzar a
un temps curt, 3h, d’acord amb el caracter d’un factor de transcripci6 i a la informacié
trobada a la bibliografia?®’. Els resultats obtinguts en el nostre treball van reflectir el
coneixement trobat a la bibliografia. La forma fosforilada i activa de Nrf2 induida per
tBHQ unicament era detectada a nivell nuclear, practicament no s’apreciava a nivell de
citoplasma. En canvi, la forma no fosforilada i no activa era detectada en ambdues

localitzacions cel-lulars.

Per caracteritzar I'origen de la preséncia a nucli de Nrf2, es va realitzar un experiment
en qué es va incloure un inhibidor de la sintesi proteica (CHX) juntament amb I'estimul
de tBHQ. La practica supressioé de la forma fosforilada de Nrf2 a nucli per efecte de la
incorporacié de la CHX a la incubacié amb el control positiu de I'activacié de Nrf2 ens
indicava que era necessari que se sintetitzés nova proteina Nrf2 perqué es pogués
activar i translocar-se a nucli per realitzar la seva funcié. La concepcié inicial del
funcionament de Nrf2 es basava en el fet que per a la seva activacié simplement era
necessari I'alliberament del repressor i la translocacié a nucli. Aquest resultat indicava
que era necessaria la sintesi proteica. Aquestes dues idees en relacioé a 'activacié de
Nrf2 sén complementaries. En un primer moment, el Nrf2 segrestat a citoplasma per
Keap1 és el que es transloca a nucli i realitza una primera activacio de la transcripcio
dels gens que regula. Com Nrf2 s’autoregula, indueix la sintesi de novo de la seva
propia proteina®®, que s’activa i actua com a relleu de les primeres molécules de Nrf2

que han actuat en primera instancia.

Un cop caracteritzat el comportament de Nrf2, es van estudiar els aldehids. El resultat
obtingut ens va sorprendre, perqué va evidenciar un comportament completament
diferent entre els dos aldehids testats. EI DDE reproduia el comportament del tBHQ en
relacié a 'augment de la forma fosforilada a nivell nuclear. Cosa que significava que el
DDE activava el factor de transcripcié. En canvi, I’'hexanal no va induir canvis en els
nivells de fosforilacié vers la incubacié control i tampoc no es produia la translocacio
augmentada a nucli. En la incubacié amb I’'hexanal unicament s’evidenciava l'activacié

constitutiva de Nrf2.
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D’aquests resultats es va extreure una conclusié important: la diferéncia en el
mecanisme d’accié de DDE i hexanal sobre la regulacié de I'expressiéo de FABP4. El
factor de transcripcid Nrf2 induiria I'expressio de FABP4 en resposta al DDE com a
minim, de manera parcial o en col-laboraci6 amb altres factors de transcripcio, que
estarien per determinar, com en el treball de Ishii i col-laboradors®™. En canvi, en la
induccié de I'expressio de FABP4 donada I'’hexanal es podria estar donant un efecte
competitiu entre Nrf2 i altres factors de transcripcid, en detriment del primer. El factor
de transcripcid més probable que estaria al carrec de la regulacié de la FABP4 en

resposta a '’hexanal seria PPARYy.

A la bibliografia existeixen treballs en qué s’ha determinat que Nrf2 pot treballar en
col-laboracié amb altres factors de transcripcid en la regulacié génica: NF-kB**’, AP-
13%  C/IEBP*®, AHR®*® 3" PPARYy constituiria un bon candidat en la participacié en un
procés en coordinaciéo o competicié6 amb Nrf2 en la regulacié de FABP4. La regulacio
de FABP4 per part de PPARYy i agonistes PPARY, com les TZDs, esta ben establerta**-
1 En un estudi prospectiu en pacients T2D naif per al tractament amb TZDs es va
observar un augment en els nivells circulants de FABP4, i aquest augment anava en
paral-lel amb un increment en l'activitat PPARy a nivell sistemic, determinada en
PBMCs®'. Recentment, Pi i col-laboradors han determinat un vincle entre PPARYy i
Nrf2. Aquests autors van observar que I'expressio de PPARy és dependent de Nrf2,
perque s’uneix in vivo a llocs ARE del promotor del gen de PPARy i n’estimula
Iactivitat*®®. L’adipogénesi i el desenvolupament d’obesitat induida per la dieta, que
sén processos regulats per PPARYy i els seus downstream targets, es veuen impedits
per la deficiéncia en Nrf2°%. Tradicionalment, la FABP4 ha estat utilitzada com un

marcador en la diferenciacié adipocitaria*®®'

t33

, i la seva expressio es troba augmentada

t43

tant a nivell circulant™ com en el teixit adipds en preséncia d’obesitat™. La deficieéncia

en Nrf2 afectaria a I'expressio de FABP4 i els processos en qué participa.

El loop regulatori entre Nrf2 i PPARy es completaria si aquest ultim participés en la
regulacié del primer. Per confirmar-ho caldria estudiar el promotor del gen de Nrf2 per
tal de trobar llocs PPRE funcionals. Tot indicaria que aquest fet és més que probable
perqué en un estudi realitzat amb ratolins /dIr”~ sotmesos a una dieta rica en greixos, el
tractament amb una TZD, la rosiglitazona, augmentava I'expressié de Nrf2 i d’enzims

antioxidants vasculars®'".

D’acord amb la conclusié extreta a partir dels resultats obtinguts, es va decidir que la

continuacio del treball experimental de la tesi es duria a terme Unicament amb el DDE,
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ja que I'hexanal no actuava a través de la via d’interés i no ens permetia provar la

vinculacié entre el sistema antioxidant i la FABP4.

El paral-lelisme del comportament entre el DDE i el tBHQ es va evidenciar encara més
en la reproduccié amb l'aldehid de I'experiment amb l'inhibidor de la sintesi proteica,
CHX, realitzat préviament amb el tBHQ. La induccié de la forma fosforilada de Nrf2 per
efecte del DDE era abolida per la CHX. En aquest cas també era necessaria la sintesi

de nova proteina per observar I'activacié del factor de transcripcio.

Un dels factors determinants en I'activacié de Nrf2 és I'afavoriment de mecanismes
que juguen a favor de potenciar I'estabilitat de la proteina. Es a dir, que es produis un
augment en la fosforilacio de Nrf2 i en la vida mitjana del factor de transcripcio per
efecte de I'estimul afegit*'?. Els resultats obtinguts en el nostre treball es troben en el
mateix sentit. EI| DDE augmenta la forma fosforilada de Nrf2 i en promou la seva
acumulacioé a nivell nuclear. Existeixen altres mecanismes que faciliten I'estabilitzacio
de Nrf2 com sén els donats per les molécules SQSTM1%2% 222224 § DJ-12%52% Tenint en
compte aquests mecanismes i I'efecte del DDE sobre I'estabilitzacié de Nrf2 fosforilat,
lavaluacié de l'efecte de I'aldehid sobre I'expressié de SQSTM1 o DJ-1 resultaria

interessant per completar I'estudi realitzat.

Un cop evidenciat que l'activacié de Nrf2 esta implicada en 'augment de I'expressié de
FABP4 i que DDE pot produir aquesta activacié de Nrf2, es va voler caracteritzar
I'efecte sobre I'expressio de la FABP4. Es van dissenyar corbes temps-resposta per
avaluar I'expressid génica i proteica de FABP4 producte de l'aldehid. Tant en un cas
com en l'altre, el DDE va augmentar els nivells al llarg del temps. Si considerem de
manera global els resultats de I'evolucié temporal de RNA i proteina FABP4, és
possible observar com el maxim en I'expressié génica, que es manté fins a les 20
hores, es correspon amb el maxim en I'expressio proteica a les 24 hores. La diferéncia
temporal entre mRNA i proteina es correspon amb els temps utilitzats en altres

experiments per valorar I'efecte sobre els processos de transcripcio i traduccio.

D’acord amb la induccié de I'expressio génica de FABP4 per efecte de I'aldehid, es va
pretendre caracteritzar-ne el mecanisme segons la referéencia de dissenys

312313 | a incubacid amb inhibidors de la

experimentals trobats a la bibliografia
transcripcié i la traduccio ens va permetre determinar que perqué es produis 'augment

en els nivells de MRNA de FABP4 eren necessaries tant la produccié de nou mRNA de
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FABP4 com de les proteines que fan possible la transcripcio. Perd, a més, 'aldehid
estabilitzava el mMRNA de FABP4 produit.

Els resultats obtinguts en relacié a I'efecte del DDE sobre I'estabilitzacié del mRNA de
FABP4 podrien suggerir un efecte equivalent a nivell de proteina de FABP4. En un
estudi similar realitzat amb 4-HNE, es valora l'efecte d’aquest sobre I'estabilitat
proteica del receptor scavenger SR-A, implicat en la transformacié dels macrofags a
cél-lules escumoses, com a explicaci6 a l'augment en els nivells de proteina
observats®'*. Conseqiientment, seria d’interés contrastar aquesta hipotesi i valorar si el
DDE contribueix a 'augment en els nivells de proteina FABP4 de forma dual: allargant-

ne la vida mitja i potenciant-ne la sintesi.

Les vies de senyalitzacio intracel-lulars PI-3k/Akt i ERK-MAPK estan implicades

en l'activacié de Nrf2 per efecte del DDE en macrofags

En preséncia de I'estimul oxidant que amenaca I'equilibri redox cel-lular, s’inicia el
mecanisme a través del qual Nrf2 s’allibera del segrest citoplasmatic que duu a terme
el repressor Keap1 i que promociona la seva degradacié via proteasoma. Diferents
estudis han comprovat que el propi estimul de Il'estrés oxidatiu promou canvis
conformacionals en I'estructura de 'homodimer de Keap, ja sigui de manera directa o
indirecta®®> 2*°. L’accessibilitat facilitada a la molécula de Nrf2 resultant en permet la
fosforilacio per part de proteines quinases. Sembla que la fosforilacié de Nrf2 és un
mecanisme que per una part I'estabilitza i, també, I'activa i possibilita la translocacié a

nucli?® 232,

La participacié de les principals vies de senyalitzacié intracel-lular en el procés
d’'activacié de Nrf2 és coneguda®'®. En aquest treball, es va estudiar la implicaci6 de
les vies de senyalitzacié Pl-3k/Akt i ERK-MAPK en la induccié de l'activacié de Nrf2
donada per l'aldehid apolar DDE, d’acord amb diferents estudis recent trobats a la
bibliografia®3®24!: 37 3¢ Recentment, s’ha determinat que I'activacié de Nrf2 a través

de la via PI-3k/Akt explicaria 'efecte antioxidant associat a la simvastatina®'’*'8.

Els resultats obtinguts ens van mostrar que el DDE induia I'activacio de la via de la PI-
3k/Akt, ja que s’obtenia un maxim de fosforilacio en les dues formes fosforilades de Akt
(Thr308 i Ser473) als 30 minuts després de la incubaciéo amb I'aldehid. L'activacio de la

via era confirmada per la fosforilacié d’'una diana de fosforilacié a downstream de I'Akt,
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el GSK-3B%"°. Als 30 minuts, GSK-3B també presentava un maxim de fosforilacié. De la
familia de les proteines MAPK, es va estudiar la ERK. En aquest cas, el DDE també
produia un maxim d’activacié de la proteina quinasa lleugerament retardat, al cap de
45 minuts. Les evidéncies obtingudes suggereixen que el DDE induiria una resposta
rapida que promouria I'activacio de les vies PI-3k/Akt i ERK-MAPK, que en ultim terme

actuarien sobre Nrf2, catalitzant-ne la fosforilacié que I'estabilitzaria i I'activaria.

En aquest punt, els resultats obtinguts ens permeten proposar una aproximacié de la
via a través de la qual el DDE actuaria sobre I'expressi6 de FABP4 implicant la

participacié del sistema de defensa antioxidant (veure esquema de la Figura 62).

Proposem que part de I'efecte de les LDLox sobre la induccié de I'expressio de FABP4
en els macrofags vindria donat per l'aldehid apolar DDE que es troba present en
aquestes lipoproteines modificades. ElI DDE induiria l'activaci6 de dues de les
cascades de senyalitzacié intracel-lular, PI-3k/Akt i ERK-MAPK que actuarien en la
fosforilacio i activacio de Nrf2. Les evidéncies trobades a la bibliografia indiquen que
PI-3k/Akt estaria actuant en la regulacié del reordenament de microfilaments d’actina

t237

del citoesquele i en la fosforilacié propia del factor de transcripcié. Mentre que

I'activacio d’ERK-MAPK que observem, estaria fosforilant la proteina Nrf2 a diferents

posicions Ser/Thr?*’

. A la bibliografia s’ha trobat que la fosforilacid6 de Nrf2 a Ser/Thr
per part de les MAPKs constitueix una contribucio limitada a la resposta antioxidant
mediada per Nrf2. Segons aquests autors les MAPKSs regularien la via de Nrf2 a través
de mecanismes indirectes®’. La fosforilacid del factor de transcripcié és possible
perqué els canvis conformacionals en I'estructura de I'homodimer de Keap1 faciliten

I'accés de les quinases®'®

. Aleshores, en aquest punt, Nrf2 seria més estable i estaria
activat, en faria possible la seva translocacié a nucli on s’uniria al lloc ARE trobat al
promotor del gen de la FABP4 humana. L’augment en I'activitat transcripcional seria la
responsable dels augments en els nivells de mRNA i de proteina FABP4 a nivell de

citoplasma (Figura 62).
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Figura 62. Esquema del mecanisme proposat per la induccié d’expressié de FABP4 en resposta al

DDE a través de la via Nrf2-ARE en macrofags.

Comprovacié per immunofluorescéncia de la via en un altre tipus cel-lular que

evoluciona a cél-lules escumoses, HCASMC

Els assaigs d'immunofluorescéncia ens van permetre reproduir les evidéncies trobades
en la caracteritzacio de la via a través de la qual el DDE indueix I'expressiéo de FABP4
en un altre tipus cel-lular present a la placa aterosclerotica, les cél-lules SMCs®*®. Les
cél-lules escumoses que es troben a la lesié aterosclerdtica poden derivar tant de

321

macrofags com de SMCs™'. Aquest fenomen s’ha evidenciat a través de colocalitzacio

de marcatge de SMCs i lipid en estudis in vitro i in vivo®?23%.

En la captacié de colesterol per part de les SMCs, I'expressio de receptors scavenger
no és tan necessaria com ho és en els macrofags. Les SMCs la poden realitzar a
través dels receptors de les LDLs*® i les VLDLs**’, CD36°%® *#: j el CXCL16/SR-
PSOX, associat especificament amb la captacié de les LDLox*®. El paral-lelisme
funcional existent entre les SMCs i els macrofags en relacié a la captacié de colesterol,
també es produeix en I'eflux de colesterol. Com en el cas dels macrofags, les SMCs
també expressen els components necessaris en el transport revers de colesterol, com

el ABCA1**'. L’expressié dels transportadors implicats en I'eflux de colesterol esta



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

disminuida en la formacio de les cél-lules escumoses. Fu i col-laboradors van observar
que la induccié de la formacio de cél-lules escumoses per efecte de la sobreexpressié
de FABP4, produia una inhibicié en I'expressié de ABCA1 ¥,

Els resultats de la immunofluorescéncia en les SMCs van reproduir els experiments
realitzats en els macrofags per la caracteritzacié de la via i que s’han mostrat en
'esquema anterior. En primer lloc, la incubacié amb el DDE va produir un augment en
I'expressio de FABP4 molt evident. Aquest resultat és especialment interessant perqué
I’dnica evidéncia trobada a la bibliografia en relacié a I'expressiéo de FABP4 en SMCs
era el resultat de la incubacio de les cél-lules en medi amb inductors de la diferenciacio
adipocitaria®*?. Amb el medi de diferenciacié adipocitaria, aquests autors induien la
transformacio a cél-lules escumoses de les SMCs**. En el nostre cas, els resultats
obtinguts ens permeten determinar que en estat basal, les SMCs no expressen
FABP4. La incubaciéo amb el DDE augmentava de manera molt evident I'expressio de
la FABP4 en aquestes cél-lules. No es pot confirmar que la incubacié amb l'aldehid
transformés les cél-lules al fenotip d’escumosa, perqué no es va determinar I'expressié
de marcadors d’escumosa. Possiblement, aquestes cél-lules estarien en una etapa
inicial del mecanisme que promouria I'evolucié fenotipica a cél-lula escumosa per
efecte del DDE.

En les imatges d'immunofluorescéncia també s’evidencia com l'aldehid promovia la
translocacio a nucli de la forma fosforilada de Nrf2. La colocalitzacié entre el marcador
de nucli (DAPI) i el marcatge de Nrf2 fosforilat era perfecta. Cosa que no es donava en

la imatge de la incubacié control.

En el treball realitzat per Ishii i col-laboradors es presenta la primera evidéncia de
I'expressié de Nrf2 en cél-lules musculars®™. En aquest treball, mentre que les LDL
minimament modificades i oxidades produien un efecte limitat en les SMCs, el
tractament amb 4-HNE potenciava I'acumulacié nuclear de Nrf2 i promovia I'expressié
de gens de la resposta antioxidant (A170, HO-1 i Prx 1)?*. Aquest resultat coincideix
amb els nostres resultats obtinguts amb l'aldehid apolar DDE en el tractament de les
SMCs. La induccié de Nrf2 en les SMCs en resposta a l'estrés oxidatiu indueix
I'expressio de gens antioxidants per restablir ’'homeostasi redox; i, posseeix efectes

277, 333

antiproliferatius sobre les SMCs , esdeveniment promogut per les ROS i que és

crucial per la iniciacio i la progressié de I'aterosclerosi?’.
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A la bibliografia es troben treballs que mostren l'activacié de Nrf2 per efecte de
I'activacio de la via PI-3k/Akt en SMCs***. El marcatge amb un anticds especific contra
la p-Ser473-Akt ens va permetre observar que la incubacié amb el DDE augmentava
de manera evident la forma de maxima activacié de la proteina quinasa Akt, tant a
nivell citoplasmatic com nuclear; cosa que no havia estat tinguda en consideracié en
les valoracions anteriors, ja que només s’havia estudiat I'efecte a nivell de la fraccio
citoplasmatica. L’activacio de la quinasa participaria de I'activacid del factor de

transcripcio Nrf2.

FABP4 circulant i activacio de Nrf2 a nivell sistémic

El model in vitro descrit en aquest treball ens ha permés postular una via mecanistica
que relacionaria el principal factor de transcripcié de la defensa antioxidant cel-lular,
Nrf2, amb I'expressié de FABP4 en macrofags com a resultat de I'estimul provocat per
un aldehid apolar, el DDE. El lloc ARE identificat al promotor del gen de la FABP4
humana evidencia la participacio de Nrf2 en la regulacio de I'expressio de FABP4. La
relacié trobada entre Nrf2 i FABP4 a nivell cel-lular, en el model in vitro, ens va
plantejar 'ampliacié de la hipodtesi inicial i extrapolar-la a nivell sistémic en estudi ex

vivo.

La preséncia en plasma de FABP4 es va detectar per primera vegada I'any 2006 en
I'estudi de Xu i col-laboradors®. Resten encara per determinar, perd, el mecanisme
que motiva i a través del qual es produeix I'alliberament, i la propia funcionalitat de la
seva preséncia en plasma. L'estudi del secretoma per protedmica d’'un model in vitro
de generacié de cél-lules escumoses va observar no només que la FABP4 se
secretava al medi de cultiu, sind que era una de les proteines secretades
quantitativament més importants*. En aquest article van relacionar la secrecié de
FABP4 amb el desenvolupament de la lesio aterosclerotica®®. Perd, com s’ha
esmentat, no existeixen més evidéncies de la funcionalitat a plasma, siné estudis

d’associacié com a biomarcador de desordres metabolics.

D’acord amb un dels objectius plantejats en I'estudi, es va intentar relacionar els nivells
circulants de FABP4 amb I'antioxidacio sistémica, representada pel sistema Nrf2-ARE.
Com s’ha esmentat anteriorment, les Uniques associacions trobades a la bibliografia
entre els nivells en plasma de FABP4 i marcadors d’oxidacié pertanyen a treballs

realitzats en el nostre grup en poblacié amb risc cardiovascular moderat-alt®® '%°.
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L’estrés oxidatiu és clau en la patogénesi de la T2D i les complicacions associades,
com l'aterosclerosi. En poblacié T2D, els nivells de FABP4 circulant es van associar
positivament amb els nivells plasmatics de LPO®', un marcador primerenc d’oxidacié

lipidica. I, també, amb els nivells d’anticossos contra LDLox (Ab LDLox)'%.

En I'extrapolacié ex vivo realitzada en aquesta part del treball experimental de la tesi,
els individus estudiats pertanyien a una poblacié amb obesitat abdominal i un risc
cardiovascular moderat-alt, i que podien presentar o no T2D. Com s’ha detallat a
'apartat de “Materials i métodes”, es van escollir 2 grups de 10 pacients amb valors

extrems de FABP4 circulant (valors inferiors a 20ug/I vers valors superiors a 45ug/l).

La valoracioé de I'activacio sistemica de la defensa antioxidant Nrf2-ARE es va dur a
terme en PBMCs. A la bibliografia es van trobar dos estudis en qué també es valora
I'activacid sistemica de Nrf2 en PBMCs. En ambdoés casos, s’obtenen les fraccions
proteiques de nucli i citoplasma, i es determina I'activacié de Nrf2 a la fraccié nuclear
per Western blot. Malgrat que en aquests treballs Unicament va ser analitzada la
fraccio nuclear, on es concentra la forma fosforilada i activa de Nrf2, els anticossos
utilitzats en aquests Western blots detecten tant la forma activa com la no activa del
factor de transcripcio. Per tant, no tenen en compte la discriminacié entre ambdues
formes de Nrf2 i els resultats obtinguts poden aparéixer emmascarats®® 3. A
diferéncia d’aquests estudis, en el nostre treball es va avaluar el grau d’activacio
sisttmica del factor de transcripcid Nrf2 mitjancant un ELISA-EMSA. Aquesta
metodologia és més eficient, perqué unicament detecta la forma activa del factor de
transcripcio; ja que Unicament aquesta queda retinguda perqué en unir-se directament
a la sequéncia consens ARE immobilitzada en els pous d’una placa en qué es realitza

la determinacio.

Els resultats obtinguts ens van permetre observar que els individus del grup amb els
nivells de FABP4 en plasma més elevats coincidien amb aquells que presentaven un
grau d’activacio sistémica de Nrf2 més elevat. Encara que aquests resultats no ens
permeten establir un paper causal entre les dues observacions, I'associacié observada
entre FABP4 i Nrf2 es veu reforcada. |, d'aquesta manera, la FABP4 circulant es
relacionaria amb el principal factor de transcripcio del sistema de defensa antioxidant a
nivell sistemic. Caldria tenir en compte dos punts que permetrien consolidar els
resultats obtinguts. En primer lloc, seria convenient reproduir I'estudi en una poblacio
amb una mida mostral superior, ja que aquest s’ha realitzat anicament en dos grups de

10 individus. I, en segon lloc, també seria interessant relacionar els nivells circulants
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de FABP4 i l'activacié de Nrf2 sisttmica amb un marcador plasmatic del grau
d’oxidacio; com per exemple, les activitats enzimatiques de la superdxid dismutasa
(SOD) i la paraoxonasa-1 (PON 1). D’acord amb les observacions obtingudes en
I'estudi amb pacients, es podria suggerir un paper de la FABP4 circulant vers I'oxidacio
sisttmica. La FABP4 actuaria com a quelant de productes derivats de I'oxidacié
lipidica que es deriven d'un estat d'estrés oxidatiu augmentat caracteristic de
situacions amb alteracid metabolica. Aquestes observacions estarien d’acord amb el

proposat per dos estudis trobats a la bibliografia realitzats a nivell intracel-lular®® '"7.

Objectius a desenvolupar en el futur

Fins aquest punt de la tesi, s’han presentat i discutit els coneixements assolits. A partir
de la seva valoracio, és possible detectar certes limitacions que s’han anat plantejant
al llarg de la discussio realitzada. Pero el que en aquest moment son limitacions poden
ser enteses com a objectius a realitzar en un futur proxim per completar el treball
iniciat i caracteritzar completament la via que es descriu. En primer lloc caldria
bloquejar les vies de senyalitzacio intracel-lular que hem vist que actuen en I'activacio
de Nrf2 donada per l'aldehid, PI-3k/Akt i ERK-MAPK, i valorar I'efecte sobre FABPA4.
En segon lloc, seria convenient bloquejar els factors de transcripcié, que juntament
amb Nrf2, podrien estar intervenint en la regulaci6 de I'expressio de FABP4 en
resposta a I'aldehid. Creiem que caldria bloquejar I'accié de PPARYy i NF-kB, mitjangant
la incubacié amb els agents GW9662 i parthenolide, respectivament. En tercer lloc,
seria interessant silenciar I'expressio del gen Nrf2 en els macrofags mitjangant la
metodologia siRNA i valorar I'expressio de FABP4 en resposta a l'aldehid. En quart
lloc, i de manera complementaria a I'anterior, seria d’interés treballar amb un model
animal nrf2”, aillar-ne els macrofags per incubar-los amb I'aldehid i valorar I'expressio
de FABP4. |, finalment, per complementar I'estudi en pacients, caldria valorar un
marcador d’oxidacié sistémica per relacionar-lo amb els nivells circulants de FABP4 i

I’activacio sistémica de Nrf2.
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Tenint en compte els resultats obtinguts i la discussié realitzada, podem extreure una

série de conclusions del treball que s’ha presentat en aquesta tesi.

Les conclusions extretes s’enumeren a continuacio:

1.

Els aldehids apolars, DDE i hexanal, indueixen I'expressié génica i proteica de
FABP4 en macrofags humans.

L’augment en I'expressié de FABP4 en els macrofags per efecte dels aldehids
podria constituir un pas inicial en I'evolucio fenotipica del macrdfag a cél-lula

escumosa.

El DDE promou l'expressié de FABP4 en macrofags a través de la induccié de
la via Nrf2-ARE.

El mecanisme de regulacié cel-lular a través del qual els aldehids DDE i
hexanal promouen I'expressio de FABP4 en els macrofags és diferent. DDE
actuaria induint I'activacio el factor de transcripcié Nrf2, imitant el comportament
d’'un activador de Nrf2, el tBHQ. Mentre que la induccido de I'expressid de
FABP4 per I’hexanal no implicaria I'activacié de Nrf2.

L’efecte del DDE sobre I'expressié de FABP4 com a resultat, en ultim terme, de
I'activacié del factor de transcripcié Nrf2 podria explicar-se per la preséncia d’'un
lloc ARE a la sequiéncia del promotor de la FABP4 humana, al qual Nrf2 s’uneix
in vivo. Dues de les principals vies de senyalitzacio intracel-lular, PI-3k/Akt i
ERK-MAPK, participarien en l'activacié i estabilitzacié de Nrf2 per efecte del
DDE.

Dos tipus cel-lulars presents a la placa d’ateroma i que evolucionen al fenotip
de cél-lula escumosa, macrofags i cél-lules musculars llises, responen de la
mateixa manera a la incubacié amb DDE.

El tractament de les cél-lules musculars llises amb I'aldehid reprodueix els
resultats obtinguts en la incubacid dels macrofags: augmenten I'expressié de
FABP4 i promouen l'activacié de Nrf2 i PI-3k/Akt. La hipodtesi inicial de la
induccié de FABP4 a través de sistema Nrf2-ARE es veu confirmada també en

cel-lules musculars llises.
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4. Nivells elevats de FABP4 circulant s’associen amb una activacié sistémica de
la defensa antioxidant.
La valoracid ex vivo dels nivells circulants de FABP4 s’ha associat amb
l'activacié sistémica de la defensa antioxidant per part de Nrf2. L’estudi amb
pacients ens ha permés observar que els individus amb nivells de FABP4 en
plasma més elevats, presenten un nivell més alt en l'activacié de Nrf2 a nivell

sistémic.

Conclusio global:

L’expressié augmentada de FABP4 en macrofags induida per les LDLox podria ser
parcialment deguda als aldehids apolars derivats de I'oxidacié dels acids grassos
poliinsaturats, com és el DDE. El principal factor de transcripci6 de la defensa
antioxidant, Nrf2, podria contribuir en la modulacid de I'expressi6 de FABP4 en
macrofags en resposta al DDE. D’aquesta manera, es proposa un nou mecanisme

d’accié de Nrf2 en relacié al desenvolupament de I'aterosclerosi.
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A1. Treballs publicats

El treball realitzat propiament pel desenvolupament d’aquesta tesi s’ha basat en la
caracteritzacioé del mecanisme cel-lular a través del qual els aldehids apolars presents
a les LDLox indueixen lI'expressi6 de FABP4 en macrofags. A causa del caracter
oxidant d’aquestes espécies, la hipotesi de la regulacié va pretendre determinar la

implicacio del sistema de defensa antioxidant cel-lular Nrf2-ARE.

En paral-lel a I'estudi de la regulacié intracel-lular de FABP4, s’ha dut a terme I'estudi
de la funcionalitat de la FABP4 com a biomarcador d’alteracions metaboliques en
diferents poblacions. Dels resultats obtinguts, se n’han derivat 8 treballs: 5 d’aquests
treballs han estat publicats en revistes internacionals de primer quartil, i els 3 restants

estan sotmesos per publicacio.

La relacid dels treballs publicats i sotmesos per publicacié que s’adjunten com a

annexos d’aquesta tesi és la seguent:
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L. Fatty acid binding protein 4 is increased in metabolic syndrome and with
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Abstract

Objective: To study the role of FABP4 in the plasma of type 2 diabetic (T2D) subjects with and without metabolic syndrome (MS) and the
impact of thiazolidinedione (TZD) treatment.

Methods and results: FABP4 was analyzed in 274 individuals (169 T2D subjects and 105 controls). MS-T2D subjects had higher FABP4
levels than non-MS-T2D subjects and controls (53% and 76% increase, respectively, p <0.005). FABP4 levels in T2D subjects were positively
correlated to the number of MS elements, obesity degree, adiponectin, triglycerides, lipoperoxides, C-reactive protein, age, systolic blood
pressure and diabetes duration (p <0.05). Neither clinical or subclinical atherosclerosis, nor plasma levels of insulin, glucose or RBP4 were
associated to FABP4. TZD-treated T2D subjects showed > 30% higher FABP4 levels (p < 0.05) than non-TZD-treated T2D. A subgroup study
confirmed that TZD treatment prospectively increased FABP4 levels (p <0.05) along with an increase of peripheral blood mononuclear cell
PPARYy activity (p <0.05). Furthermore, in vitro studies showed that TZD treatment increased FABP4 mRNA, intracellular protein levels and
extracellular secretion from human adipocytes.

Conclusions/interpretation: FABP4 plasma concentrations are increased with the early presence of MS components, as well as inflamma-
tion and oxidation markers in T2D subjects. TZD increases FABP4 plasma concentrations, reflecting PPAR+y activation. FABP4 plasma
measurements could be useful in the management of T2D subjects.

© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords: FABP4; Inflammation; Lipid oxidation; Metabolic syndrome; Type 2 diabetes

1. Introduction

Metabolic syndrome (MS), defined as the clustering of
several metabolic disorders, including obesity, dyslipidemia,
hypertension and hyperglycemia [1], increases the cardio-
vascular risk of the general population and its clinical impact
on diabetic subjects is currently under discussion [2]. Com-
mon metabolic pathways involved in the development of MS
components are under active investigation. Several studies
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have proposed a central role of adipose tissue (AT). AT is
an endocrine organ which produces and secretes bioactive
molecules referred to as adipokines which regulate paracrine
and endocrine mechanisms, predominantly the pathways of
fat storage and insulin action [3]. A dysregulation in the
production of these adipokines could upset metabolic home-
ostasis. Adipokines are delivered to the blood and some have
been suggested as plasma biomarkers of MS [4].

Recent studies have described that the adipocyte fatty
acid binding protein, also known as FABP4, which is highly
expressed in AT, especially during its differentiation, is
released into the circulation [5,6]. Although, its physiolog-
ical functions in the bloodstream remain to be elucidated,
FABP4 has been proposed as a plasma biomarker of obesity
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and MS in a prediabetic Asian population [5]. A more recent
study indicates that FABP4 might be a promising independent
marker of MS in a Caucasian population [6].

FABP4 belongs to the fatty acid binding protein super
family, which consists of low molecular weight and tissue-
specific proteins that bind and transport fatty acids through
the cytoplasm [7]. In vitro studies in adipocytes show that
FABP4 mRNA is regulated by fatty acids, PPAR+y and insulin
[8-10]. Traditionally, FABP4 has been considered a major
cytoplasmic protein of differentiated adipocytes and its func-
tion has been correlated to glucose and lipid metabolism
[11,12]. However, recent studies indicate that PPAR<y ago-
nists such as thiazolidinediones (TZD) increase FABP4 in
human adipocytes and monocytes [9,13]. Oxidized LDL
in macrophages also induces FABP4 and its expression is
linked to foam cell formation [14-16]. Macrophages and
adipocytes share some biological mechanisms during intra-
cellular fat accumulation. The role of FABP4 in macrophages
is unknown although it might be involved in cholesterol
transport and storage and in the inflammatory response [12].
Indeed, recent studies have shown that mice containing a
disrupted FABP4 gene exhibit a phenotype, which protects
from insulin resistance, hyperglycemia and atherosclerosis
[11,17]. This protection is due to the ablation of FABP4
expression in macrophages and independent from its expres-
sion in adipocytes, and also independent of its role in glucose
and lipid metabolism [17].

Hence, FABP4 is a promising key link between different
metabolic pathways of adiposity and inflammation, which
are both altered in MS. This highlights the relevance of elu-
cidating the clinical significance of FABP4.

The aim of the present work was to study the clinical corre-
lation between circulating levels of FABP4 with the presence
of MS components, inflammation markers, lipid peroxidation
and cardiovascular disease in type 2 diabetic (T2D) subjects.
We also investigated the effect of TZD on plasma FABP4
levels and also in human adipocytes in vitro.

2. Subjects and methods
2.1. Clinical study

We studied 274 individuals: 169 non-smoking, T2D sub-
jects and 105 non-diabetics and non-MS controls (36-79
years old). The T2D patients were diagnosed in accordance
with criteria from the American Diabetes Association [18]
and were recruited in the Hospital Universitari Sant Joan
de Reus. The control group was randomly selected among
those individuals with neither diabetes nor MS, represent-
ing the same age range, from a general population sample
collection obtained from the same geographical area. Anam-
nesis, clinical examination, including anthropometrics, blood
pressure and retinal examination were carried out. The pres-
ence of arteriosclerosis was assessed by clinical history of
coronary heart disease, stroke or peripheral vascular disease.

EKG, carotid and femoral Eco-Doppler as well as
ankle-brachial index (ABI) were measured. Subjects diag-
nosed with type 1 diabetes mellitus, secondary diabetes
mellitus, morbid obesity (BMI>40kg/m?), familial hyper-
cholesterolemia, diabetic retinopathy and/or nephropathy,
malignancy, liver disorder, acute or chronic inflammation and
smokers were all excluded from the study. The ethical com-
mittee of the hospital approved the study. Written informed
consent was obtained from all subjects. We distributed the
population according to the presence of components of MS,
which was defined by the association to diabetes with at least
two of the following factors: BMI > 30 kg/m?; systolic blood
pressure > 130 mmHg; diastolic blood pressure > 85 mmHg
or pharmacological treatment; triglycerides> 1.69 mmol/l;
HDL < 1.03 mmol/l (men) or < 1.29 mmol/l (women) or phar-
macological treatment.

Because FABP4 showed a strong positive association with
the use of TZDs, we prospectively studied the effect of piogli-
tazone on FABP4 plasma levels in a subgroup of six (five
men and one woman) T2D subjects. Patients were simi-
lar to the general diabetic group in age, diabetes duration,
and other clinical variables. Subjects were on oral hypo-
glycemic monotherapy, naive for TZDs, and considered for
pioglitazone add-on therapy because they had suboptimal
glycemic control. Leukocyte nuclear PPARy and plasma
FABP4 were measured prior to and 12 weeks after piogli-
tazone (30 mg/day) was started.

2.2. Analytical methods

After a 12h overnight fasting period, 20 ml of venous
blood was taken into EDTA-tubes and centrifuged imme-
diately for 15min at 4°C 1500 x g. Plasma lipids and
apolipoprotein levels were measured using enzymatic and
immunoturbidimetric assays adapted for the Cobas-Mira
autoanalyzer (Roche, Basel, Switzerland). LDL cholesterol
was calculated using the Friedewald formula [19]. HbA | was
measured by high performance liquid chromatography on the
Hi-auto Alc HA-8140 (Arkray KDR Corporation-Menarini
Diagnostics, Florence, Italy). Glucose, insulin and high-
sensitive C-reactive protein (CRP) were measured using the
automatic autoanalyzer Synchron LXi 725-Synchron Access
Clinical Systems (Beckman Coulter, Fullerton, California,
USA) using enzymatic assays, chemiluminescent immunoas-
says or immunoturbidimetric assays adapted to this system.

We used a colorimetric assay OxyStat (Biomedica, Wien,
Austria) for the quantitative determination of lipoperoxides
in plasma in order to evaluate the lipid peroxidation state.
Results are expressed in wmol/l. The performance character-
istics for this assay were <4% CV intra-assay and <6% CV
inter-assay.

Plasma levels of FABP4, adiponectin and retinol-binding
protein 4 (RBP4) were assessed by commercial ELISA kits
(BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Republic
and AdipoGen Inc., Seoul, Korea). Results were calcu-
lated using the computerized data reduction of absorbance
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for the standards versus the concentration using a four-
parameter polynomial regression model and expressed as
pg/l (for FABP4 and adiponectin) and using a four-parameter
logistic function and expressed as mg/l (RBP4). The per-
formance characteristics of these assays were <5, <7 and
<10% CV intra-assay and <8, <6 and < 11% CV inter-assay
for adiponectin, FABP4 and RBP4, respectively. Peripheral
blood mononuclear cells (PBMC) were isolated following
the manufacturer’s protocol for BD Vacutainer CPT Cell
Preparation Tubes (BD, Franklin Lakes, New Jersey, USA).
Nuclear proteins were extracted from PBMCs as described
previously [20]. PPARwy activity was assessed using the
TransAM PPAR<y Transcription factor Assay kit (Active
Motif, Carlsbad, California, USA) according to the manu-
facturer’s instructions. This test is based on a modification
of the traditional ELISA principle. Briefly, nuclear activated
PPARY is captured by a double-stranded oligonucleotide
probe containing a consensus PPRE sequence bound in
microwell plates. Thus, only the activated PPARy form in
each protein extract sample is detected. Optical densities
obtained at A =450nm for each individual were expressed
as a comparison between the two samples: before and after
12 weeks of pioglitazone treatment.

2.3. Cell culture study

Human preadipocytes (Advancell, Barcelona, Spain) were
maintained in culture with DMEM/Ham’s F-12 medium
(Gibco, Invitrogen Ltd., Paisley, UK) containing 10% fetal
bovine serum, penicillin/streptomycin 1%, and glutamine
1% (Gibco). Two days post-confluence, adipocyte differen-
tiation was initiated by addition of isobutylmethylxanthine
0.5 mmol/l, insulin 5 mg/l, dexamethasone 1 pmol/l, biotin
33 wmol/l and pantothenate 17 pwmol/l (Sigma—Aldrich, St.
Louis, Missouri, USA) for 72 h. After initial adipocyte dif-
ferentiation, cells were given fresh medium containing fetal
bovine serum 3%, biotin 33 pmol/l, pantothenate 17 wmol/l,
insulin 10 mg/l and TZD (rosiglitazone 0.1 wmol/l; Glaxo-
SmithKline, UK) or vehicle alone (DMSO; Sigma—Aldrich)
once daily for up to 6 days. Total cellular RNA, cell lysates
and culture media were obtained from cultured adipocytes in
order to measure FABP4 mRNA, intracellular and extracel-
lular FABP4 protein levels. Total cellular RNA was obtained
from cells using the ABI PRISM 6100 Nucleic Acid Prep-
Station (Applied Biosystems, Foster City, California, USA)
following the manufacturer’s protocol. Cell lysates were
obtained from cells using cell lysis buffer (Takara, Kyoto,
Japan).

2.4. Adipocyte FABP4 mRNA and protein analysis

Detection of FABP4 mRNA levels by real-time RT-
PCR was performed using TagMan primers and probes for
human FABP4 and GAPDH obtained from validated and
pre-developed assays for the ABI PRISM 5700 (Applied
Biosystems). GAPDH mRNA levels were used to normalize

the obtained results in each sample. Because of amplification
efficiencies of FABP4 and GAPDH were equal, results were
expressed as 2”22 according to manufacturer instructions
[21]. FABP4 protein concentrations in cell lysates and culture
media were quantified by ELISA as described above.

2.5. Statistical analysis

Analysis was performed using SPSS (version 13.0, SPSS
Inc., Chicago, Illinois, USA). All data are presented as
the mean £ S.D. unless otherwise stated. A comparison of
variables between groups of the cross-sectional study was
performed using one-way analysis of variance (ANOVA).
Category distributions were compared between groups using
the x2-test. A binary logistic regression model was used to
identify the predictive role of FABP4 for the presence of MS.
This model included age, diabetes duration in years, diabetes
control expressed as HbA . > or<7%, TZD treatment and
gender-adjusted tertiles of FABP4, adiponectin and insulin as
independent variables. Adjusted odds ratios (OR) and their
95% confidence intervals (CI) were obtained. Spearman cor-
relation coefficients between FABP4 and other variables were
determined using a bivariate correlation test. The nonpara-
metric Wilcoxon matched pairs test was used to compare
mean values for each individual in the prospective study. In all
cases, a p-value of less than 0.05 was considered statistically
significant.

3. Results
3.1. Clinical characteristics of subjects

Clinical data of the cross-sectional study are given in
Table 1. Subjects were stratified according to the presence or
absence of T2D and MS. Among the subjects with T2D, those
with MS were more obese, had higher triglyceride levels and
lower levels of total cholesterol, LDL-cholesterol and HDL-
cholesterol (p <0.05). We found no difference in the HOMA
index, fasting glucose, insulin and HbA . levels, diabetes
control duration, arteriosclerosis presence or pharmacologi-
cal treatment.

3.2. Metabolic syndrome was associated with increased
circulating FABP4 levels

FABP4 plasma concentrations were strikingly higher
in T2D subjects with MS compared to T2D subjects
without MS (53%) and the general population group (76%),
(41.32 +£23.15 versus 26.97 & 14.02 and 23.40 £ 12.23 p.g/l,
respectively, p <0.001), after adjustment for age and gender.
These differences were observed both in men and women
with MS compared to their respective groups of T2D sub-
jects without MS (30.27 +19.43 versus 20.62 £=7.27 pg/l,
p=0.021 and 49.53 £22.37 versus 36.34+16.36 pg/l,
p=0.024, respectively), and to their respective groups of
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Table 1
Clinical characteristics of the study group (n=274)

nonT2D-nonMS T2D-nonMS T2D-MS

N (% women) 105(52) 47(40) 122(57)#
Age (years) 60+9 61110 64+9
BMI (kg/m?) 29.0+4.4 27.2+£3.1% 31.4 4. 14##
Systolic blood pressure (mmHg) 138+ 19 136 £ 14 142 £20
Diastolic blood pressure (mmHg) 83+ 14 78 £10* 80+ 11
Diabetes duration (years) - 13+7 15+8
Glucose (mmol/l) 5.1+0.8 9.4+ 3.6%* 9.6+2.7
Insulin (pmol/l) - 62.4+£82.6 79.7 £88.6
HOMA index - 33+4.1 4.7+4.38
HbA| (%) - 70+1.3 7.0+1.1
Triglycerides (mmol/l) 1.28+0.73 1.25+0.47 1.96 £ 1.09##
Cholesterol (mmol/l) 5.72+0.82 4.93 £0.71%* 4.61£0.77#
LDL-cholesterol (mmol/l) 3.63+0.79 3.04 £ 0.69%* 2.72 £0.69#
HDL-cholesterol (mmol/1) 1.52+0.37 1.32 £0.25%* 1.01 £ 0.25##
CHD, n (%) - 5(11) 21(17)
Cerebral vascular disease, n (%) - 1(2) 8(7)
Peripheral vascular disease, n (%) - 7(15) 21(17)
Atherosclerosis, n (%) - 16(34) 57(47)
Statin treatment, n (%) - 19(40) 69(57)
Fibrate treatment, n (%) - 3(6) 14(11)
Biguanide treatment, n (%) - 27(57) 62(51)
Sulphonylurea treatment, n (%) - 20(43) 47(39)
TZD treatment, n (%) - 14(30) 26(21)

Data are reported as mean = S.D. Group comparisons by one-way ANOVA or y2-test for continuous and categorical variables, respectively. (*) p <0.05 and (**)
p<0.005 for T2D-nonMS vs. nonT2D-nonMS; (#) p <0.05 and (##) p <0.005 for T2D-MS versus T2D-nonMS. nonT2D-nonMS, general population subjects
without type 2 diabetes and metabolic syndrome; T2D-nonMS, type 2 diabetic subjects without metabolic syndrome; T2D-MS, type 2 diabetic subjects with
metabolic syndrome.

subjects with neither diabetes nor MS (p <0.001 in both
cases), after adjustment for age (Fig. 1). We observed that
FABP4 levels were almost two-fold higher in women com-
pared to men independent of their age and their clinical status

(p<0.001). Comparing diabetic subjects to non-diabetic sub- 140
jects, FABP4 levels were only increased in men (20.62 = 7.27 * *
versus 16.00 £ 6.66 pg/l, p =0.006), after adjustment for age 120
(Fig. 1). To further explore the relationship between FABP4 * *
and MS components, we stratified the mean concentrations T
of FABP4 by the number of components of the MS as defined 1901 . i
in the methods section and by the quartiles of BMI. Results .
show that FABP4 concentrations increased with the number =§ 80—
of MS components (Fig. 2A) in both T2D subjects (p <0.001) b
and in the general population (p <0.001). FABP4 concen- & 601
trations also increased across BMI quartiles in both T2D =
subjects (p <0.001) and in the general population (p =0.001) :
40—

(Fig. 2B). These results were consistent for both genders.

A binary logistic regression model, including age, diabetes
duration, diabetes control, TZD treatment and gender- 20— %
I

adjusted tertiles of FABP4, adiponectin and insulin as
independent variables, revealed that FABP4 concentrations

in the highest tertile were associated with adjusted OR of 3.45 ° |

(1.13-10.53, p=0.030) and 7.12 (2.16-23.41, p=0.001) of men women

having metabolic syndrome compared with the middle and

the lowest tertile, respectively. Fig. 1. Circulating FABP4 concentrations in general population and type
FABP4 levels were positively correlated with BMI, 2 diabetic men and women. Data are presented as a box-and-whisker

. . . . . . plot. Group comparisons were analyzed by one-way ANOVA. White
adiponectin levels, triglycerides, lipoperoxides and CRP boxes = general population subjects; striped boxes = type 2 diabetic subjects

levels, age, systolic blood pressure and diabetes duration without metabolic syndrome; dotted boxes=type 2 diabetic subjects with
(p<0.05). On the other hand, FABP4 levels were inversely metabolic syndrome.
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(A) 80 Table 2
p<0.001 Variable Rho de Spearman P
Age (years) 0.204 0.008
Height (m) —0.489 <0.001
60 BMI (kg/m?) 0.485 <0.001
Systolic blood pressure (mmHg) 0.194 0.013
= Diastolic blood pressure (mmHg) —0.076 0.338
‘g Diabetes duration (years) 0.162 0.037
;’ 40 Glucose (mmol/l) 0.014 0.854
% Insulin (pmol/l) 0.105 0.176
E HOMA-IR 0.088 0.256
HbA | (%) 0.147 0.057
Triglycerides (mmol/l) 0.252 0.001
20 Total Cholesterol (mmol/l) 0.246 0.001
LDL-Cholesterol (mmol/l) 0.118 0.128
HDL-Cholesterol (mmol/l) 0.026 0.741
Lipoperoxides (pumol/l) 0.249 0.001
0 | | I | I : Adiponectin (png/l) 0.367 <0.001
0 1 2 3 4 5 RBP4 (mg/l) —0.028 0.717
Number of components of MS CRP (mg/l) 0.242 0.002
Hematocrit (%) —0.424 <0.001
(B) 80 Spearman correlation coefficients were calculated by a bivariate correlation
test.
p<0.005
80— without atherosclerosis, in both men (26.76 4 15.48 versus
27.06 + 18.65 ng/l, p=0.938) and women (46.91 £20.93
g versus 45.30421.37 pg/l, p=0.743). Furthermore, no
=2 i association was found between FABP4 and individual com-
§ ponents of atherosclerosis such as the ABI, carotid ultrasound
< survey, or clinical manifestations of cerebral, coronary or
peripheral artery disease.
20+
3.4. Thiazolidinedione treatment increased circulating
FABPA4 levels in type 2 diabetic subjects
0 '1 '2 '3 ! Diabetic subjects were undergoing several pharmaco-

Quartiles of BMI

Fig. 2. Circulating FABP4 concentrations stratified by the number of com-
ponents of MS (A) and the quartiles of BMI (B). Data are means = SEM.
Group comparisons by one-way ANOVA. Overall p-value<0.001 for
general population and for type 2 diabetic subjects in (A); overall p-
value=0.001 for general population and p<0.001 for type 2 diabetic
subjects in (B). White bars = general population subjects; black bars =type
2 diabetic subjects. Components of MS: diabetes, BMI > 30 kg/m?; sys-
tolic blood pressure > 130 mmHg; diastolic blood pressure >85 mmHg or
pharmacological treatment; triglycerides > 1.69 mmol/l; HDL < 1.03 mmol/l
(men) or < 1.29 mmol/l (women) or pharmacological treatment.

correlated with height and hematocrit, (p <0.001). No corre-
lation was observed between FABP4 and fasting basal insulin,
glucose and RBP4 levels and HOMA index (Table 2).

3.3. Circulating FABP4 was not associated with clinical
or subclinical atherosclerosis in type 2 diabetic subjects

FABP4 plasma concentrations showed no statistical dif-
ferences between the groups of T2D subjects with and

logical treatments including lipid lowering drugs such as
statins and fibrates, and oral antidiabetic agents such as
biguanides, sulphonylureas and TZDs. Neither statin treat-
ment nor other lipid lowering drugs, nor sulphonylureas,
nor metformin treatment yielded changes in FABP4 lev-
els (data not shown). However, TZD-treated subjects (40
T2D subjects were on TZDs and 95% received rosiglitazone)
had significantly increased levels of FABP4 (45.43 £23.15
versus 34.79 4=20.94 ng/l, p=0.007) even after adjustment
for gender, age, BMI, metformin and sulphonylurea treat-
ment (p <0.001). This difference was stronger among those
subjects with MS (52.19 4=22.13 versus 38.13 = 22.64 pg/l,
p=0.006) and remained significant after adjustment for
gender, age, BMI, metformin and sulphonylurea treatment
(p=0.005).

In the prospective study, pioglitazone treatment resulted in
a significant increase of plasma FABP4 levels (36.43 +25.46
versus 25.04 £ 18.58 ng/l, p=0.028) (Fig. 3A). In paral-
lel a significant increase of PPAR<y activity in PBMCs
isolated from these subjects (p=0.028) was observed
(Fig. 3B).
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Fig. 3. Changes in circulating FABP4 concentrations (A), and PPAR'y activ-
ity (B), after thiazolidinedione treatment in type 2 diabetic subjects. Levels
for each individual before and after thiazolidinedione treatment were com-
pared by a non parametric Wilcoxon matched pairs test. PRE-TZD, before
thiazolidinedione treatment; POST-TZD, after twelve weeks of thiazolidine-
dione treatment.

3.5. Thiazolidinedione treatment increased FABP4
mRNA and protein levels in adipocytes

Fig. 4A shows that FABP4 mRNA levels were extremely
increased (more than twothousand-fold increase) by the effect
of TZD in cultured adipocytes. In parallel, a 29-fold increase
in intracellular FABP4 protein levels was observed in lysates
of adipocytes exposed to TZD compared to those treated with
vehicle alone (Fig. 4B). FABP4 secretion from adipocytes
was close to 100-fold increase by TZD compared to vehicle
alone (Fig. 4C).

4. Discussion

In this paper we report for the first time that FABP4
plasma concentrations are strikingly elevated in T2D sub-

jects with MS in comparison to those without MS and to
non-T2D, non-MS subjects. This observation was maintained
both in men and women when the results were analyzed inde-
pendently. FABP4 was higher in women regardless of the
group analyzed. This difference has been already observed
by other authors [5,6,22]. FABP4 was previously postulated
as a plasma biomarker of MS in non-T2D subjects and also
as a marker of predisposition to this clinical situation [5,6].
Beyond this data, we have observed that plasma FABP4 is
also elevated in T2D subjects with MS. This observation is
of interest because there is an important debate among clini-
cians about the significance of MS in T2D subjects, some even
denying the existence of such an association as a differential
clinical manifestation [2]. The fact that some molecules, such
as FABP4, are increased in AT and plasma in the presence of
MS in T2D subjects suggests that this group of individuals
has additional metabolic alterations associated with diabetes.
Diabetes, itself, led to a moderate increase of FABP4 which
was only observed in men. In our study, FABP4 plasma lev-
els were associated with obesity, but also increased with the
number of other MS components, and were correlated with
triglycerides, markers of oxidation and inflammation, and
systolic blood pressure. These results suggest that FABP4
might be involved in the pathogenesis of MS, and it might
be considered an early marker of additional metabolic distur-
bances in this clinical setting.

How FABP4 is released from cells to plasma and its
physiological functions in the bloodstream remain to be eluci-
dated. Recent studies demonstrated that FABP4, traditionally
thought as an adipocyte cytoplasmic protein, is released into
circulation [6,7] although in substantially lower levels than
other major adipokines. Macrophages also express FABP4
during lipid accumulation [12,16]; moreover, obesity is char-
acterized by macrophage infiltration and accumulation in
AT [23]. The main source of plasma FABP4 might be the
adipocyte since it expresses FABP4 at high levels, although
the inflammatory cells might also contribute to circulating
FABP4 levels.

We detected a strong association of FABP4 with
triglycerides, which is not surprising since FABP4 has a
predominant role in fatty-acid intracellular transport and is
probably linked to the storage and movement of fatty-acids
and triglyceride-rich lipoproteins (TRL).

Therefore, FABP4 seems to not only be indicative of adi-
posity but acomplex and dangerous clinical clustering of MS,
TRL accumulation, inflammation and lipid oxidation.

Previous studies in animals have demonstrated that FABP4
is involved in insulin signalling [10,24]. FABP4 deficient
mice present a profoundly reduced insulin response and
might be protected from the development of obesity-induced
diabetes [25]. Xu et al. reported that circulating FABP4 levels
were positively correlated to the HOMA index in prediabetics
[5]. Interesting enough, in our T2D population, FABP4 levels
were correlated neither with fasting basal insulin or glucose
levels nor HOMA index. Remarkably, FABP4 was not cor-
related to RBP4 plasma concentrations, recently associated
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Fig. 4. Effect of thiazolidinedione on FABP4 mRNA and protein in human adipocytes. FABP4 mRNA was analyzed by RT-PCR (A); Intracellular FABP4
protein (B) and secreted FABP4 protein to culture media (C) were analyzed by ELISA (C). TZD, thiazolidinedione; AU, arbitrary units.

to MS and insulin resistance [26,27], suggesting that FABP4
plasma levels are not associated with insulin resistance mark-
ers in T2D subjects. Although plasma glucose and insulin
are not good markers of insulin resistance, especially in
diabetic subjects, our hypothesis is that molecules derived
from AT like FABP4 will induce metabolic effects indepen-
dently of those associated to insulin resistance. FABP4 and
other molecules could induce metabolic manifestations of
MS independently of insulin resistance, reinforcing the fact
that MS in diabetic patients is something else than just a clus-
ter of clinical manifestations but a more complex pathogenic
process.

Surprisingly, circulating FABP4 levels were positively
correlated with adiponectin plasma concentration in con-
trast to previous studies [5]. Recent reports have shown that
adiponectin clinical correlations depend on the degree of adi-
posity [28]. Differences in the adiposity between populations
could, in part, explain this discrepancy.

Animal studies show that FABP4 deficiency in
Apolipoprotein E knock-out mice produces dramatic reduc-
tions in atheromatous lesions suggesting an important role of
FABP4 in atherosclerosis development [11,17]. Moreover,
the carriers of a genetic variant at the FABP4 locus (T-
87C FABP4 polymorphism) exhibited reduced triglyceride
levels, and significantly reduced risks for developing either

diabetes or cardiovascular disease [29]. Our study provides
evidence that circulating FABP4 levels do not discriminate
between T2D subjects with and without clinical or subclini-
cal atherosclerosis. We have not analyzed the impact of the
above genetic variation due to the low prevalence of the muta-
tion; however, in our hands FABP4 was not associated with
atherosclerosis in T2D subjects.

An interesting observation of our study was that TZD
treatment was associated with higher plasma concentrations
of FABP4. This effect was not observed with the use of
other antidiabetic drugs. FABP4 expression is regulated by
PPARYy through the PPRE element present in the FABP4
gene promoter [30]. In vitro studies have demonstrated that
treatment with TZDs, PPAR<y agonists, increases FABP4
expression in human macrophages and adipocytes in vitro
[9,13]. However, no clinical data are available in relation
to TZD effects on circulating FABP4 levels. Our results
show that FABP4 circulating levels are higher in T2D sub-
jects receiving TZD treatment. To further corroborate this
observation, we prospectively studied the effect of piogli-
tazone treatment in a small group and observed that it was
clearly associated with an increase in plasma FABP4 lev-
els in all cases as well as with an increase of intra-nuclear
PPARY in peripheral leukocytes, which suggests systemic
PPARY activation. The clinical relevance of this fact is dif-
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ficult to interpret. TZDs are drugs used to reverse insulin
resistance but conversely, through animal research, we know
that FABP4, which increases with TZDs [31], seems to be
associated to insulin sensitivity impairment [25]. This para-
dox could be explained by the fact that TZD, through PPAR~y
activation, induces adipocyte differentiation and intracellu-
lar fat accumulation. Both circumstances are associated with
an increase of FABP4 intracellular expression [13]. We also
communicate for the first time, that TZD induced human
adipocyte differentiation in vitro is associated with a strik-
ing increase of extracellular FABP4 secretion. We think that
these experiments strongly suggest that PPAR+y agonists will
increase FABP4 plasma concentration by inducing its genetic
activation in humans.

This new observation brings into question the physiolog-
ical role of FABP4 in this clinical setting. These results are
controversial in regard to other data that show high FABP4
plasma concentration in MS or knock-out animals resistant
to obesity and insulin resistance. It was suggested that block-
ing FABP4 activity might constitute a powerful therapeutic
approach to ameliorate insulin resistance [25]. We commu-
nicate that FABP4 concentration is increased by drugs that
are associated with insulin metabolism improvement, such as
TZDs.

We speculate that conditions such as obesity, MS or
diabetes; where fatty-acid mobilization is high, FABP4 con-
centration can increase in order to ameliorate a relative
deficiency in metabolism.

We have demonstrated for the first time that FABP4 plasma
concentrations increase in T2D subjects with additional com-
ponents of MS. These concentrations are associated with
TRL, inflammation and lipid oxidation. FABP4 plasma con-
centrations are elevated in T2D subjects treated with TZDs
due to PPARY activation. Although more studies are needed
to determine the role of FABP4 in this clinical setting, we sug-
gest the use of FABP4 plasma concentrations as early markers
for additional metabolic dysregulation in T2D subjects.
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Abstract

Background: The incidence of metabolic abnormalities in HIV-infected patients is increasing. Fatty acid binding protein-4 (FABP4) is an
emerging biomarker for metabolic-related disturbances. We aimed to study FABP4 as a marker of metabolic syndrome (MS) or lipodystrophy
(LD) in HIV patients.

Methods: FABP4 plasma concentrations were measured by enzyme-linked immunoassays in 183 HIV-infected patients, enrolled as part of
a study aimed at identifying predictors of atherosclerosis. The presence of MS or LD was diagnosed according to standard clinical methods.
Univariate and multivariate statistical analyses were performed.

Results: FABP4 concentration was significantly higher in those patients with either MS or LD criteria than those without any metabolic
disturbance. Similarly, FABP4 concentration significantly increased with an increasing of MS features and was strongly correlated with body-
mass index, triglycerides, HDL-cholesterol concentrations, insulin and blood pressure. Patients in the highest quartile of FABP4 presented
a six-fold increased odds ratio for MS and a three-fold increased odds for LD, adjusted by age, sex, body-mass index and the antiretroviral
therapy.

Conclusions: FABP4 is a strong plasma marker of metabolic disturbances in HIV-infected patients, and therefore, could serve to guide
therapeutic intervention in this group of patients.

© 2007 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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1. Introduction

The use of highly active antiretroviral therapy (HAART)
in HIV-infected patients has been associated with insulin
resistance [1], unfavorable fat distribution [2] and dyslipi-
demia [3]. This cluster of metabolic disturbances represents
a well-known cardiovascular risk situation, the metabolic
syndrome (MS) [4]. The prevalence of MS among the HIV-
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infected population ranges from 17 to 41% [5,6] and several
factors have been implicated, including the direct effect of
the virus itself on special features of the MS [2]. Addition-
ally, some HIV-infected patients present with lipodystrophy
(LD), thatessentially relies on metabolic disturbances (hyper-
triglyceridemia [7], insulin resistance [8] and low levels
of HDL-cholesterol [9]). Therefore, LD may worsen both
metabolic variables and atherosclerosis development [10] and
tools for its early identification are warranted, since, most of
them are prone to be modified by therapeutic strategies.
Recently, several molecules derived from adipose tissue
and referred to as adipokines have been proposed to be
biomarkers of MS. The adipocyte fatty acid binding protein
(FABP4) is a new adipokine that functions by carrying fatty
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acids (FA) from the cytoplasm to the nucleus, where the FA
act as PPARy ligands [11]. FABP4 protects against obesity-
related insulin resistance in mice [12], and it is also involved
in inflammatory responses [13]. Recent studies have linked
the plasma concentration of FABP4 with obesity and some
components of the metabolic syndrome [14], and with the
development of MS in diabetic patients [15].

We, therefore, aimed to study the role of plasma FABP4
as a marker of MS or LD in HIV-infected patients.

2. Patients and methods

The study was performed in a cohort of HIV-infected
patients receiving medical assistance in Hospital Universi-
tari Sant Joan, Reus, Spain. These patients were enrolled
and blood samples were taken in 2002, with the aim of
investigating atherosclerosis and its related factors [16]. We
defined the presence of MS based on the ATPIII criteria,
i.e., participants with three or more of the following crite-
ria at recruitment were diagnosed of MS: obesity assessed
by body-mass index >30kg/m?; triglycerides >1.6 mmol/L;
HDL-cholesterol <1.04 mmol/L in men and <1.29 mmol/L in
women; blood pressure > or 130/85 mmHg and/or pharma-
cological treatment and fasting glucose >5.6 mmol/L and/or
pharmacological treatment [17]. Lipodystrophy was defined
as the presence of body-fat changes that could be clearly rec-
ognized by the patient and confirmed by the doctor. Body-fat
changes included subcutaneous lipoatrophy (hollow cheeks,
prominent superficial veins in the limbs or flattening of the
buttocks) and central obesity (increased abdominal girth,
breast enlargement or dorsocervical fat pad) [18]. Outside
of laboratory and genetic analyses, the carotid intima-media
thickness (CIMT) was performed and some of these data have
already been published [16]. Briefly, we used a GE Logiq 700
with an ultrasound probe of 7-10 MHz, and we identified
three segments in the carotid arteries: the common carotid
artery (1 cm proximal to the bifurcation), the carotid bulb (in
the bifurcation), and the internal carotid artery (1 cm distal
to the bifurcation). The far wall IMT images were obtained
and digitalized for each participant and the image process-
ing software AnaliSYS TM (Soft Imaging System, Miinster,
Germany) was applied. IMT measurements on each arterial
segment were averaged and used in the statistical analyses as
combined IMT.

We recorded data regarding HIV infection, such us
opportunistic infections, mode of HIV transmission, CD4
cell count and HIV viral load, and a detailed recording
of the antiretroviral medication. Similarly, data concerning
classical cardiovascular risk factors and laboratory vari-
ables were also included. Blood pressure was determined
according to standardized methods. Body-mass index was
determined by weight (kg)/height (m?). Fasting plasma
glucose, serum insulin and serum total cholesterol, HDL-
cholesterol and triglycerides were measured using the
automatic autoanalyzer Synchron LXi 725-Synchron Access

Clinical Systems (Beckman Coulter, Fullerton, Califor-
nia, USA) using enzymatic assays and chemiluminescent
immunoassays adapted to this system. LDL-cholesterol was
calculated using the Friedewald formula. HOMA insulin
resistance index was calculated with the following for-
mula: (fasting plasma glucose (mmol/L) x fasting insulin
(mIU/L))/22.5.

CD4+ and CD8+ T cells were determined using FAC scan
flow cytometry (Becton Dickinson, Madrid, Spain).

FABP4 plasma concentration was measured using the
human FABP4 ELISA kit (Biovendor Laboratory Medicine
Inc., Brno, Czech Republic). The assay was conducted
according to the manufacturer’s instructions. The perfor-
mance characteristics of these assays were <7% variability
intra-assay and <6% inter-assay. Results were calculated
using the computerized data reduction of absorbance for the
standards versus the concentration, using a four-parameter
function and expressed as pg/L.

The independent ethics committee of Hospital Sant Joan
approved the study protocol.

2.1. Statistical analyses

Results are expressed as mean (S.D.) or in percentages.
The Kolmogorov—Smirnov test was applied to check the
normality of the variables. ANOVA was used to test the
differences in continuous variables and the chi-square test
for those categorical items. We defined the diagnoses of
metabolic syndrome or lipodystrophy as dependent variables.
We performed forward and backward stepwise multivari-
ate analyses, in which the independent variables were: age,
sex, body-mass index and time taking HAART therapy. We
also included the plasma concentration of FABP4 in the
model.

All p-values reported are two-tailed and those <0.05
denote statistical significance. The SPSS 13.0 package was
used to perform the statistical analyses.

3. Results
3.1. Clinical characteristics of participants

The main characteristics of patients enrolled are summa-
rized in Table 1. One hundred and eighty-three HIV-infected
patients were included in this study. Twelve fulfilled the cri-
teria for MS, 32 for LD and 17 (9.3%) patients fulfilled
both criteria (MS and LD), and they were significantly older
than the other groups. Groups with any of the metabolic dis-
turbances, showed significant differences in terms of lipid
profile, blood pressure and insulin resistance, although these
were not translated in a significant increase in the carotid
intima-media thickness.

In Table 2, we summarized the different treatments pre-
scribed. Patients with LD or with LD and MS were exposed
to nucleoside reverse transcriptase inhibitors (p=0.03) for
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Table 1
Characteristics of HIV-infected patients

MS—/LD— (N=122) MS+/LD— (N=12) MS—/LD+ (N=32) MS+/LD+ (N=17) p-value

Age, years 37.9 (7.18) 40.0 (7.54) 41.0 (6.28) 433 (8.32)" 0.011
Sex, male (%) 86(69.4) 12(6.6) 15(12.1) 14(11.3) 0.03
BMI (kg/m?) 22.6 (2.9) 25.4 (4.0)° 23.0 (3.2) 24.6 (2.9) 0.005
Metabolic syndrome definition
Glucose >5.6 mmol/L (%) 8(6.6) 6(50) 1(3.1) 12(70.6) <0.001
Blood pressure >130/85 mmHg (%) 33(27.5) 9(75) 8(26.7) 14(82.4) <0.001
HDL-cholesterol <1.04 in men or 37(30.3) 10(83.3) 13 (40.6) 14(82.4) <0.001
<1.29 in women (%)
Triglycerides >1.6 mmol/L (%) 43(35.2) 11(91.7) 18(56.3) 17 (100) <0.001
BMI >30 kg/m? 2(1.6) 2(16.7) 1(3.1) 1(6.3) 0.16
Metabolic and atherosclerosis related variables
Systolic blood pressure (mmHg) 115(14) 125(11) 117(15) 141 (25)" <0.001
Diastolic blood pressure (mmHg) 75(11) 82(10) 75(8) 89(16)" <0.001
Total cholesterol (mmol/L) 4.87 (1.39) 5.12 (1.23) 5.21(1.17) 5.44 (1.26) 0.31
HDL-cholesterol (mmol/L) 1.29 (0.54) 1.11 (0.36)" 0.85 (0.21)" 0.84 (0.17)" <0.001
LDL-cholesterol (mmol/L) 2.68 (0.99) 3.01 (1.03) 3.24 (0.98) 2.99 (1.10) 0.15
Triglycerides (mmol/L) 1.88 (1.92) 3.50 (2.93)" 2.19 (1.08) 4.62 (2.76)" <0.001
Glucose (mmol/L) 5.18 (0.58) 6.18 (0.92)" 5.10(0.52) 6.86 (2.04)" <0.001
Insulin (pmol/L) 62.44 (55.02) 102.38 (85.54) 75.08 (72) 139.11 (140)" <0.001
HOMA-IR 1.16 (0.99) 1.97 (1.61) 1.38 (1.24) 2.69 (2.67)" <0.001
FABP4 (ng/L) 17.58 (13.69) 27.75 (22.50) 24.74 (17.40) 38.99 (23.86)" <0.001
C-reactive protein (mg/L) 4.13 (6.60) 4.55 (4.44) 4.80 (5.04) 4.16 (3.87) 0.95
CIMT (mm) 0.75 (0.18) 0.67 (0.14) 0.83 (0.21) 0.82 (0.21) 0.05

Note: Patients have been divided in four groups: (1) MS—/LD—: patients with neither metabolic syndrome nor lipodystrophy; (2) MS+/LD—: patients with
metabolic syndrome but without lipodystrophy; (3) MS—/LD+: patients with clinical criteria of lipodystrophy, but not metabolic syndrome; (4) MS+/LD+:
both conditions are present in this group of patients. BMI indicates body-mass index; CIMT is carotid intima-media thickness. HOMA-IR is homeostasis model
assessment-estimated insulin resistance.

* p<0.005 in a post hoc analyses (Bonferroni test) in comparison with the group of MS—/LD—.

3.2. Correlation between FABP4 and metabolic
syndrome traits

a longer duration relative to those without metabolic alter-
ations. The prescription of statins and/or fibrates was
significantly higher in those groups of LD or MS+LD+. None
of the participants were receiving insulin sensitizers at the
moment of being included.

Those patients with either MS or LD or with both condi-
tions presented with higher plasma concentration of FABP4

We found higher rates of AIDS-related conditions in those
MS or LD-affected patients than those without.

We did not find any significant correlation between FABP4
concentration and HI'V-related variables. The time under each
of the antiretroviral therapies, the HI'V viral load and CD4 cell
counts, and the time since HIV diagnoses were not associated

relative to those patients without any metabolic abnormality
(Table 1).

The concentration of FABP4 was significantly correlated
with components of the metabolic syndrome. Body-mass
index, triglyceride concentration and blood pressure were
significantly and positively correlated with FABP4. Sim-

with the FABP4 concentration. ilarly, we found a positive and significant correlation

Table 2
Treatments prescribed to HIV-infected patients

MS—/LD— (N=122) MS+/LD— (N=12) MS—/LD+ (N=32) MS+/LD+ (N=17) p-value

Nucleoside analogue reverse transcriptase 112(91.8) 10(83.3) 32(100) 17 (100) 0.03
Inhibitors

Protease inhibitors 86(70.5) 9(75) 25(78.1) 14(82.4) 0.64

Non-nucleoside analogue reverse 71(58.2) 3(25) 18(56.3) 8(47.1) 0.14
transcriptase inhibitors

Statins 1(0.9) - 2(6.3) 3(17.6) 0.01

Fibrates 7(5.7) 2(16.7) 3(9.4) 7(41.2) <0.001

Note: Results indicate N (%). Patients have been divided in four groups: (1) MS—/LD—: patients with neither metabolic syndrome nor lipodystrophy; (2)
MS+/LD—: patients with metabolic syndrome but without lipodystrophy; (3) MS—/LD+: patients with clinical criteria of lipodystrophy, but not metabolic
syndrome; (4) MS+/LD+: both conditions are present in this group of patients.
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Table 3
Spearman rank correlation of metabolic syndrome traits, cardiovascular risk assessment variables and FABP4

Age BMI TG HDL SBP DBP Glucose Insulin CRP CIMT FABP4
Age 1.00 —0.03 0.07 —0.16" 0.17" 0.11 0.09 0.06 —0.03 0.33% 0.02
BMI - 1.00 0.20f —0.18" 0.281 0.241 0.12 0.351 0.10 0.05 0.401
TG - - 1.00 —0.48f 0.07 0.08 0.16" 0.37 —0.08 —0.01 0.351
HDL - - - 1.00 —0.03 0.01 —0.10 —0.30f 0.04 —002 —0.33f
SBP - - - - 1.00 0.71% 0.341 0.17" —0.006 0.14" 0.241
DBP - - - - - 1.00 0.27 0.15" —0.006 0.04 0.16"
Glucose - - - - - - 1.00 0.26 —0.01 —0.04 0.008
Insulin - - - - - - - 1.00 0.08 0.04 0.421
CRP - - - - - - - - 1.00 —0.002 0.05
CIMT - - - - - - - - - 1.00 0.08
FABP4 - - - - - - - - - - 1.00

Note: BMI: body-mass index; TG: triglyceride; SBP: systolic blood pressure and DBP: diastolic blood pressure; CRP: C-reactive protein; CIMT: carotid

intima-media thickness and FABP4: fatty acid binding protein-4.
" p<0.02.
T p<0.001.

between insulin concentration and FABP4. Conversely,
HDL-cholesterol concentration was inversely correlated with
FABP4. We did not find significant correlations between
FABP4 and fasting glucose, hs-CRP and CIMT (Table 3).

When we analyzed the distribution of FABP4 concentra-
tion according to the number of metabolic syndrome traits, we
found that the FABP4 concentration progressively increased
with an increasing number of MS traits (overall p-value
<0.001, Fig. 1a). The same pattern was observed when we
analyzed patients separately according to gender (Fig. 1b).

Because of the strong association between body-mass
index and FABP4, we analyzed those non-obese patients
separately (Fig. 1c), with similar results (overall p-
value =0.001).

3a.0verall population ™

We then analyzed the distribution of FABP4 plasma con-
centration according to the diagnoses of lipodystrophy and
the presence of MS traits. Those patients without lipodystro-
phy (Fig. 1d) presented with a similar pattern to that observed
in the overall study population (p <0.001). Conversely, when
we analyzed those lipodystrophy patients separately, we did
not observe a statistically significant relationship between the
FABP4 concentration and the presence of MS traits.

3.3. Predictors of metabolic abnormalities in
HIV-infected patients

We studied the predictive role of FABP4 for the pres-
ence of MS in these patients (Table 4). FABP4 plasma
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Fig. 1. Distribution of FABP4 plasma concentration according to the number of metabolic syndrome traits. (a) Overall population. (b) According to sex (filled
bars represent male and blanked bars, women). (c) Non-obese subjects (BMI <30 kg/m?). (d) According to the diagnostic of LD (filled bars denote those without
lipodystrophy and blanked bars those with lipodystrophy). “Overall p-value, ANOVA, p<0.001. “*p=0.13 for those patients with lipodystrophy. Post hoc
Bonferroni p-value <0.05, when compared to O traits of metabolic syndrome.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

B. Coll et al. / Atherosclerosis 199 (2008) 147-153 151

Table 4
Multivariate adjusted odds ratios for metabolic syndrome or lipodystrophy according to FABP4 top quartile

Age, sex, BMI and ART adjusted Age, sex and BMI adjusted in non-obese subjects”

Odds ratio (95% CI) p-value Odds ratio (95% CI) p-value
Metabolic syndrome N=183 N=169
FABP4 (ng/L) <25.62 1.00 1.00
>25.63 6.31 (2.67-14.92) <0.001 4.56 (1.83-11.34) 0.001
Lipodystrophy N=154 N=150
FABP4 (ng/L) <25.62 1.00 1.00
>25.63 3.39(1.33-8.63) 0.01 2.84 (1.03-7.79) 0.04

Note: BMI indicates body-mass index and ART, antiretroviral therapy. Multivariate analyses were performed taking in consideration, separately, time (years)
of exposure to protease inhibitors, non-nucleoside reverse transcriptase inhibitors and nucleoside reverse transcriptase inhibitors.

* BMI <30 kg/m?.

concentration was significantly associated with a higher like-
lihood of MS in HIV-infected patients; those patients in the
top quartile of detected FABP4 concentrations were asso-
ciated with an adjusted odds ratio for metabolic syndrome
of 6.31 (2.67-14.92, p<0.001). As part of the multivariate
analysis, we adjusted for age, sex, body-mass index, and
antiretroviral therapy (by years of exposure to each of the
antiretroviral agents grouped by classes) (Table 4).

These results remained unchanged when non-obese
patients (BMI < 30) were analyzed separately (N=169) with
an odds ratio for the top quartile of 4.56 (1.83—11.34) as
compared to the bottom quartile (p =0.001, Table 4).

To analyze the role of FABP4 on lipodystrophy, we
excluded those patients with MS (remaining N=154). The
results showed that patients in the top quartile of FABP4 had
a 3.3-fold increased odds ratio for lipodystrophy (p =0.01)
compared to the bottom quartile. This relationship remained
unchanged (O.R. 2.84 (1.03-7.79), p=0.04) when we ana-
lyzed non-obese subjects (N =150).

4. Discussion

The occurrence of atherosclerosis-related events in HIV-
infected patients has increased since the generalization of
highly active antiretroviral therapy [19] and this is espe-
cially relevant since it usually affects young people, whose
life expectancy has been significantly increased with the
antiretroviral therapies. Therefore, the control of metabolic
and inflammatory cardiovascular risk factors has recently
become of great concern.

Our results showed a consistent and relevant association
between FABP4 plasma concentrations and the presence of
either metabolic syndrome or lipodystrophy in HIV-infected
patients. The higher the FABP4 plasma concentration, the
greater the likelihood of experiencing metabolic distur-
bances.

Our results are in accordance with previous data from
a non-infected population [14,15], in which the serum
concentration of FABP4 was closely associated with obe-
sity and other features of the metabolic syndrome. Several
mechanisms could explain this association. FABP4 is

involved in the intracellular trafficking of lipid media-
tors, which have been highly involved in lipid metabolism,
the inflammatory response, and the appearance of insulin
resistance resulting in the development of metabolic syn-
drome [20,21]. In patients with MS several factors, such
as insulin resistance, obesity and the chronic inflamma-
tory state promoted by the adipose tissue, might induce the
over expression of FABP4 by adipocytes and macrophages
[22]. Similarly, LD-affected patients experienced a signif-
icant accumulation of fat in the visceral compartment and
decreased subcutaneous fat, resulting in activation of the
inflammatory response [23], which may contribute to the
significant increase in circulating FABP4. Although the
mechanisms implicated in FABP4 secretion from cells and
its significance are not fully understood, according to our
previous results, is secreted during adipocyte differentiation
[15].

The role of FABP4 is not limited to lipid metabolism and
intracellular fatty acid carrier. FABP4 might be involved in
the inflammatory response derived by macrophages in the
artery wall. In fact, knockout animals for FABP4, showed
a significant decrease in the aortic atheroma lesion [24].
This influence was independent of any beneficial effects
on metabolic variables, suggesting that the local actions
of macrophage FABP4 are critical to the formation of
atherosclerotic lesions. Recently, circulating FABP4 protein
levels have been proposed as an independent determinant
of carotid atherosclerosis in Chinese women [25]. We per-
formed a measurement of carotid intima-media thickness in
our patients to directly assess the presence of subclinical
atherosclerosis. We did not find any significant correlation
between CIMT and the plasma concentration of FABP4.
This discrepancy may be explained by the small number of
patients included, and further and larger studies should be
performed.

We acknowledged several limitations in our study. The
definition of the metabolic syndrome was based on BMI and
not on waist circumference, as currently advised [4], although
we used the BMI criterion similarly as it has been used in
other large clinical studies [26]. In this particular group of
patients, BMI could be a better indicator of metabolic syn-
drome because the concomitant fat redistribution phenotype
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in some of the HIV participants makes the measurement of
the waist circumference rather controversial. Moreover, the
prevalence of metabolic syndrome in our cohort of patients
did not substantially differ from other cohorts of the same
area [5].

The influence of the types of antiretrovirals used in the
metabolic disturbances is a focus of concern. Although,
in vitro studies have concluded that protease inhibitors
interfere with adipocyte differentiation, thereby, decreasing
FABP4 expression [27], we did not identify antiretrovi-
ral drugs as either being correlated with FABP4 or being
independent predictors of the development of either MS or
LD.

The identification of new variables highly implicated in
the development of the metabolic syndrome may imply a
better knowledge of the defective metabolic cascade. The
progressive increase in FABP4 concentrations according to
the number of metabolic syndrome traits indicate that FABP4
might be considered a marker of future metabolic syndrome
development. Patients with one or two of the metabolic syn-
drome traits and with a FABP4 concentration in the top
quartile should be encouraged to receive therapeutic inter-
ventions.

Little is know about drug specific FABP4 modulation.
Atorvastatin is able to significantly reduce the expres-
sion of FABP4 in macrophages treated with oxidized
LDL-cholesterol [28] and also reduces FABP4 levels in
serum of hyperlipidemic patients [29]. Further, rosiglita-
zone is widely used in patients with insulin resistance
mainly due to its role as PPARy agonist and rats treated
with rosiglitazone experienced higher uptake of fatty acids
into adipocytes, which was associated with a higher
concentration of FABP4 [30]. Adipocyte differentiation
in vitro in the presence of rosiglitazone is associated
with an increase of intracellular FABP4 production and
FABP4 secretion to the medium [15]. Rosiglitazone and
pioglitazone treatment increase FABP4 plasma levels in
type 2 diabetic patients [15]. The relationship of these
drugs with FABP4 and their role in treating metabolic
disturbances in HIV-infected patients should be further
explored.

In summary, we report for the first time that circulating
FABP4 concentrations are strikingly associated with the pres-
ence of metabolic syndrome or lipodystrophy in HIV-infected
patients, suggesting that FABP4 plasma levels should be con-
firmed in future studies as an early detector of metabolic
disturbances in HIV-infected patients.
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Plasma fatty acid binding protein 4 is associated with
atherogenic dyslipidemia in diabetes

Anna Cabré, Iolanda Lazaro, Josefa Girona, Josep Maria Manzanares, Francesc Marimon,
Nuria Plana, Mercedes Heras, and Lluis Masana!

Research Unit on Lipids and Atherosclerosis, CIBER of Diabetes and Associated Metabolic Diseases
(CIBERDEM), Faculty of Medicine and Health Sciences, Department of Internal Medicine, Saint Joan

University Hospital, Reus, Spain

Abstract The aim of this study was to evaluate the impact
of adipocyte fatty acid binding protein 4 (FABP4) on the
lipid profile in type 2 diabetic subjects. Plasma levels of
FABP4 and adiponectin and an extensive lipid profile were
analyzed in 169 type 2 diabetic subjects and 105 controls.
Type 2 diabetic subjects were categorized according the
presence of atherogenic dyslipidemia. Univariate statistical
analyses, partial correlation tests, and binary logistic regres-
sion models were applied. In type 2 diabetic subjects,
FABP4 was positively correlated with plasma triglycerides
(P = 0.007), apolipoprotein C-III (apoC-III) (P = 0.009),
and all the components of triglyceride-rich lipoproteins, in-
cluding VLDL triglycerides (P = 0.002), VLDL-cholesterol
(P = 0.001), and VLDL apoB (P = 0.001). FABP4 was in-
versely correlated with apoA-I (P = 0.038), HDL-cholesterol
(P = 0.002), and HDL apoA-I (P = 0.010) in type 2 diabetic
subjects. These correlations are not significantly affected
by age, gender, body mass index, adiponectin, insulin, or
any pharmacological treatment. The associations are even
stronger when the FABP4/adiponectin ratio is considered.
None of these associations were observed in controls. High
FABP4 and low adiponectin levels are independent predic-
tors of atherogenic dyslipidemia.filil In conclusion, FABP4
plasma concentrations hold strong potential for develop-
ment as a clinical biomarker for atherogenic dyslipidemia,
independent of obesity and insulin resistance, in type 2 dia-
betic subjects.—Cabré, A., 1. Lazaro, J. Girona, J. M.
Manzanares, F. Marimo6n, N. Plana, M. Heras, and L.
Masana. Plasma fatty acid binding protein 4 is associated
with atherogenic dyslipidemia in diabetes. J. Lipid Res.
2008. 49: 1746-1751.

Supplementary key words insulin e lipids ® type 2 diabetes

The typical lipid profile for type 2 diabetic patients in-
cludes high triglycerides and low HDL-cholesterol, which
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leads to small and dense LDL known as atherogenic dys-
lipidemia (1). It is thought that a state of insulin resistance
leads to this alteration in the lipid profile (1, 2). These
mechanisms seem to be influenced by both environmen-
tal factors and genetic susceptibility. Once a patient be-
comes insulin resistant, there is a reduction in plasma
triglyceride-rich lipoprotein (TRL) clearance and an in-
crease in FFA delivery from the adipose tissue to the
plasma. This change produces a higher lipid influx into
the hepatocytes and leads to VLDL overproduction asso-
ciated with vascular disease (3).

Adipose tissue is an actively metabolic organ that pro-
duces a variety of factors including adipokines, which are
required for endocrine and paracrine metabolic actions
(4). Adipokines are associated with increased inflamma-
tion, thrombogenicity, insulin resistance, and other meta-
bolic effects (4). The increased likelihood that obese
patients will develop glucose intolerance and diabetes
has been linked to several adipokines (5). Adipose fatty
acid binding protein 4 (FABP4) has similarly been pro-
posed as a biochemical mediator of insulin resistance in
obese patients, and patient plasma levels are predictors
of metabolic syndrome development (6-9). Knock-out
mice studies suggest that FABP4 may modulate fat mass
and lipolysis through its action on hormone-sensitive lipase
(HSL), perilipin, and LPL, among others (10, 11). FABP4
belongs to the intracellular lipid binding protein (iLBP)
family. Both iLBPs and lipocalins, such as retinol binding
protein (RBP4) and lipocalin-2, which are also linked to
insulin resistance, are small, extracellular proteins sharing
several common molecular recognition properties. These
properties include the binding of small, principally hydro-
phobic molecules, which makes them ideal transporters
of lipid molecules (12). Because of their involvement in
lipid metabolism, they may play a role in the lipid pro-
file alterations observed in individuals with adipose tissue
derangements like diabetes, metabolic syndrome, and
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obesity. Adiponectin 1s zli)sloO secreted by the adipose tis-
sue, where it primarily functions as a counterbalance to
other adipose tissue-derived signaling molecules. The bal-
ance between the insulin-sensitizer, adiponectin, and the
insulin-resistance inducer molecules may be an important
homeostatic controller of metabolic status. We hypothesize
that adipose tissue-derived FABP4 induces a direct insulin
resistance-independent effect on lipid metabolism in dia-
betes and that the plasma FABP4/adiponectin balance
determines the presence of atherogenic dyslipidemia in
type 2 diabetic patients. This study measures the statistical
relationship between plasma FABP4 and atherogenic dys-
lipidemia and aims to address the clinical relevance of
these plasma measurements in humans with diabetes,
metabolic syndrome, and/or obesity to determine the use-
fulness of FABP4 as a disease progression biomarker.

MATERIALS AND METHODS

Clinical study

We studied 169 nonsmoking, type 2 diabetic subjects diag-
nosed using the American Diabetes Association criteria (13)
and 105 gender-matched, nondiabetic controls (age range 36 to
79 years). Patients were recruited at Saint Joan University Hospi-
tal, Reus. Plasma samples for control populations were obtained
from a Biobanc collection and are representative of the general
population from the same geographic area. In type 2 diabetic
patients, anamnesis and clinical examinations including anthro-
pometrics were performed, and blood pressure and the presence
of macro- or microvascular diseases were recorded. Measure-
ments via carotid and femoral echo-Doppler as well as ankle-
brachial index (ABI) were taken. Macrovascular disease was
defined as a clinical history of at least one of the following cri-
teria: coronary heart disease, stroke, peripheral vascular disease,

=1 significant arteriosclerotic plaque (>40% stenosis), or an ABI
index =0.9 or =1.3. Microvascular disease was defined in the
clinical history as the presence of at least one of the following
criteria: nephropathy, retinopathy, or neuropathy. Microalbu-
minuria was defined as albuminuria =30 mg/24 h. Atherogenic
dyslipidemia was defined as triglycerides >1.69 mmol/1 and
either HDL <1.03 mmol/l (men) or HDL <1.29 mmol/Il
(women). Patients with albuminuria, type 1 diabetes mellitus, sec-
ondary diabetes mellitus, morbid obesity, body mass index (BMI)
>40 kg/m?), familial hypercholesterolemia, malignancy, liver dis-
order, or acute or chronic inflammation were excluded from this
analysis. All subjects provided written informed consent for this
study, which was approved by the hospital ethics committee.

Analytical methods

Lipoproteins (VLDL, IDL, LDL, and HDL) were subfraction-
ated from EDTA-treated blood plasma by sequential preparative
ultracentrifugation as described previously (14). Plasma, fraction
lipids, and apolipoproteins were measured using enzymatic as-
says adapted for the Cobas-Mira autoanalyzer (Roche; Basel,
Switzerland). In the control group, only the basic lipid profile
(total cholesterol, HDL-cholesterol, total triglycerides, and
Friedewald-calculated LDIL-cholesterol) was available. HbA;.
was measured by HPLC on a Hi-auto Alc HA-8140 (Arkray
KDR Corporation-Menarini Diagnostics; Florence, Italy). Glu-
cose and insulin were measured on an automatic autoanalyzer
Synchron LXi 725-Synchron Access Clinical Systems (Beckman
Coulter; Fullerton, CA) using enzymatic assays or chemilumines-
cent immunoassays adapted to this system. Commercial ELISA
kits (BioVendor Laboratory Medicine, Inc.; Brno, Czech Repub-
lic) were used to assess the plasma levels of adiponectin and
FABP4 in both the type 2 diabetic group and the control group.
Results are shown in “Systéme International” units.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed using the SPSS platform
(version 14.0, SPSS, Inc.; Chicago, IL). All data are presented

TABLE 1. Lipid profile of the type 2 diabetes group divided into gender-adjusted quartiles based on plasma
FABP4 concentrations

FABP4

Variable Quartile 1 Quartile 2 Quartile 3 Quartile 4 P

n 42 42 43 42

Plasma cholesterol (mmol/1) 4.72 = 0.76 4.70 = 0.84 4.63 = 0.80 4.73 = 0.69 ns
Plasma triglycerides (mmol/1) 1.66 * 1.16 1.54 * 0.87 1.66 * 0.75 2.20 = 1.10 0.001
Plasma apoA-I (mg/dl) 142.1 = 21.8 139.2 = 17.6 138.8 £ 23.3 135.2 = 21.9 ns
Plasma apoB (mg/dl) 83.0 £ 13.5 87.4 = 16.3 82.7 £ 18.7 85.7 £ 14.7 ns
Plasma apoC-III (mg/dl) 174 = 48 16.5 = 4.0 17.2 = 35 20.7 £ 6.0 0.017
Plasma apoE (mg/dl) 38+ 1.6 35+ 09 3.6 =08 39+ 1.0 ns
VLDL-cholesterol (mmol/1) 0.42 + 0.50 0.37 = 0.39 0.42 + 0.33 0.66 = 0.44 0.001
VLDL triglycerides (mmol/1) 0.93 = 0.97 0.82 = 0.68 0.92 * 0.62 1.38 = 0.97 0.001
VLDL apoB (mg/dl) 6.6 = 4.4 6.1 = 4.4 6.3 = 3.7 10.2 = 5.4 <0.001
IDL-cholesterol (mmol/1) 0.23 = 0.15 0.22 = 0.12 0.23 = 0.09 0.27 = 0.11 ns
IDL triglycerides (mmol/1) 0.17 £ 0.06 0.18 = 0.07 0.18 £ 0.06 0.21 = 0.06 ns
IDL apoB (mg/dl) 3.8 = 2.1 43 2.0 3.8 1.8 46 * 1.8 ns
LDL~cholesterol (mmol/1) 2.41 = 0.55 2.51 = 0.61 2.37 £ 0.57 2.24 * 0.56 ns
LDL triglycerides (mmol/1) 0.23 = 0.05 0.25 = 0.07 0.23 = 0.05 0.24 = 0.06 ns
LDL apoB (mg/dl) 582 * 12.4 63.9 * 13.4 582 * 14.2 58.1 £ 13.7 ns
HDIL-cholesterol (mmol/1) 1.26 = 0.28 1.25 = 0.28 1.23 = 0.30 1.15 = 0.32 ns
HDL triglycerides (mmol/1) 0.15 = 0.06 0.14 = 0.04 0.14 = 0.05 0.15 = 0.04 ns
HDL apoA-I (mg/dl) 119.0 = 20.4 116.5 * 16.3 114.2 = 22.1 110.5 £ 19.8 ns

ApoA-I, apolipoprotein Al; FABP4, fatty acid binding protein 4. Data are shown as mean * SD. Gender-
adjusted FABP4 quartiles were compared by one-way ANOVA. P values shown correspond to those variables with
P < 0.05 adjusted for age, body mass index, plasma insulin and adiponectin concentrations, and thiazolidinedione
and statin therapy from a univariate linear general model. ns, not significant.
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as the mean except where otherwise stated. A comparison
of variables between FABP4 gender-adjusted quartiles was per-
formed using a one-way ANOVA.

Univariate linear general models were used to adjust the re-
sults of continuous variables for age, pharmacological treatment,
BMI, insulin, and adiponectin levels. Category distributions were
compared between groups using the Fisher test. Binary logistic
regression models were used to adjust the results of the categori-
cal variables for age, diabetes duration and control, obesity, in-
sulin concentrations, and pharmacological treatment. FABP4,
adiponectin, and insulin concentrations were categorized and
grouped as high and low concentrations by using the geometric
mean of each variable for men and women. Partial Pearson cor-
relation coefficients between FABP4 and other continuous vari-
ables were determined using a partial correlation test adjusted
for age, gender, BMI, insulin, adiponectin levels, and pharmaco-
logical treatment. A binary logistic regression model was used to
identify the predictive roles of high gender-adjusted FABP4 or
adiponectin levels for the presence of atherogenic dyslipidemia.
This model includes age, diabetes duration in years, diabetes
control expressed as HbA;. = or <7%, the presence of obesity,
and categorized and gender-adjusted levels of FABP4, adipo-
nectin, and insulin as independent variables. The adjusted odds
ratios and their 95% confidence intervals were obtained and
represented as a Forest plot. In all cases, a P value of less than
0.05 is considered statistically significant.

RESULTS

A total of 169 type 2 diabetic subjects (80 men and
89 women) participated in this study. The control group,
which included 105 nondiabetic subjects (50 men and
55 women), has been previously described (9). For the
diabetic group, the mean age was 63 * 9 years (range
from 36 to 79 years). The mean BMI was 30.2 *= 4.3 kg/
m? (range from 21.0 to 40.0 kg/mQ), and 86 subjects
were clinically obese. The mean diabetes history duration
was 14 = 8 years (range from 1 to 36 years), and the mean
HbA;. was 7.0 = 1.1% (range from 4.1% to 10.4%). The
mean glucose and insulin concentrations were 9.6 *
2.9 mmol/1 (range from 3.5 to 19.8 mmol/1) and 75.0 =
87.1 pmol/1 (range from 10.4 to 744.8 pmol/1), respec-
tively. Eighty-eight subjects were on lipid-lowering drugs
(78 on statins), 116 were on oral antidiabetic drugs (40
on thiazolidinediones), and 76 were on insulin treat-
ment. In summary, 56 subjects fulfilled the criteria for
atherogenic dyslipidemia and became the focus group
for this analysis.

FABP4 plasma levels for men in the control group were
strikingly lower than those in type 2 diabetic subjects with
or without atherogenic dyslipidemia (16.00 * 6.66 vs.
31.80 = 19.54 and 24.10 * 14.55 pg/1, respectively; over-
all P < 0.001). FABP4 plasma levels for women in the con-
trol group were also lower than those in type 2 diabetic
subjects with or without atherogenic dyslipidemia (30.13 *
12.29 vs. 46.56 = 22.03 and 47.07 = 21.81 pg/1, respectively;
overall P < 0.001).

We next investigated the statistical relationship between
FABP4 and atherogenic dyslipidemia in type 2 diabetics.
Table 1 shows the levels of lipids, apolipoproteins, and
lipoprotein components divided by gender-adjusted quar-

1748 Journal of Lipid Research Volume 49, 2008

tiles of FABP4 serum levels from the type 2 diabetic sub-
jects. The differences between quartiles were significant,
even after adjustment for age, BMI, adiponectin, insu-
lin concentrations, and pharmacological treatment with
thiazolidinediones and statins. Plasma FABP4 concentra-
tions, after adjustment for age, gender, BMI, adiponectin,
insulin concentrations, and pharmacological treatment
(thiazolidinediones and statins), were positively correlated
with triglycerides (r = 0.229; P = 0.007), VLDL triglycerides
(r = 0.266; P = 0.002), VLDL cholesterol (r = 0.286; P =
0.001), VLDL apolipoprotein B (apoB) (r = 0.287; P =
0.001), and apoC-II (r = 0.225; P = 0.009). Plasma FABP4
concentrations, after adjustment for the above parameters,
were also inversely correlated with apoA-I (r= —0.178; P =
0.038), HDL-~cholesterol (r = —0.267; P = 0.002), and HDL
apoA-I (r = —0.220; P = 0.010). None of the differences
listed above were observed in lipids from the control group,
and the correlations were not significantly different be-
tween plasma FABP4 and lipid levels [triglycerides (P =
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Fig. 1. Relationship of the fatty acid binding protein 4 (FABP4)/
adiponectin ratio with triglycerides (A) and HDL-cholesterol (B) in
type 2 diabetic subjects.
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Fig. 2. Percentage of type 2 diabetic subjects with atherogenic dys-
lipidemia in groups with high and low gender-adjusted FABP4 or
adiponectin plasma concentrations. P values shown for group com-
parisons are adjusted for age, obesity, diabetes duration and con-
trol, insulin concentrations, and thiazolidinedione and statin
therapy from a binary regression model.

0.596), total cholesterol (P = 0.940), LDL-~cholesterol (P =
0.714), and HDL-cholesterol (P = 0.329)].

The following analyses were performed only in type 2
diabetic subjects. Because adiponectin levels are a possi-
ble confounding variable, we also investigated the FABP4/
adiponectin ratio to further study the effects on lipid me-
tabolism. Correlations observed with FABP4 were stronger
when the FABP4/adiponectin ratio was used for analyses
(Fig. 1). Furthermore, using this ratio approach, we also
found correlations to atherogenic dyslipidemia in subjects
who were not obese or treated with lipid-lowering drugs.
After adjustment for diabetes duration and control, age,
obesity, high insulin, and pharmacological treatment, the
prevalence of atherogenic dyslipidemia was higher in sub-
jects with high gender-adjusted FABP4 (P = 0.015) and
lower in subjects with high adiponectin concentrations
(P=0.001) (Fig. 2). To test the predictive value of plasma
FABP4 concentrations on atherogenic dyslipidemia, we
applied a logistic regression model. Independent of dia-
betes duration and control, age, obesity, high insulin,

high adiponectin levels, or pharmacological treatment
(thiazolidinediones, statins, or fibrates), high plasma
concentrations of FABP4 [=23.28 pg/l (men) and
=42.43 pg/l (women)] were associated with an odds ra-
tio of 2.72 (1.16-6.37; P = 0.021) for having atherogenic
dyslipidemia. High adiponectin levels [=6.74 mg/]
(men) and =9.08 mg/l (women)] predicted protection
from atherogenic dyslipidemia with an odds ratio of
0.17 (0.07-0.45; P < 0.001) (Fig. 3). FABP4 concentra-
tions did not correlate with insulin levels.

DISCUSSION

We have found that FABP4, which is predominantly
secreted by the adipose tissue, is correlated with lipid
metabolism disturbances in diabetic patients. This protein
was strongly associated with hypertriglyceridemia, which
leads to atherogenic dyslipidemia, a condition that is
clinically characterized by high triglycerides and low
HDI-cholesterol levels. It is well accepted that the main
mechanism associated with atherogenic dyslipidemia is
insulin resistance (1). However, other molecular indica-
tors of disease state should be considered for this com-
plex disease. Some adipokine expression levels are linked
with obesity and insulin resistance. Our results support
the hypothesis that some metabolic effects observed in
type 2 diabetic patients are directly mediated by molecules
secreted from the adipose tissue in parallel to the insulin
resistance. The direct relationship between adiponectin
and serum lipids has already been described. High levels
of adiponectin reduce triglycerides and VLDL formation
and increase HDL levels (15-17). Several lipocalins have
been proposed as biomarkers of several diseases (18). Lipo-
calin-2 has recently been associated with metabolic syn-
drome (19). RBP4 is produced both in fat cells and in
the liver and it influences insulin resistance by modu-
lating the expression of GLUT4 in the muscle, liver, and
adipose tissue of mice (20). In humans, elevated RBP4
plasma levels have been linked to renal dysfunction (21).

Atherogenic dyslipidemia

Age (years)

Diabetes duration (years)
Diabetes control (yes vs. no)
Obesity (yes vs. no)

Insulin (high vs. low)

FABP4 (high vs. low)

Adiponectin (high vs. low)

1 10
Odds ratio

Fig. 3. Forest plot for atherogenic dyslipidemia in type 2 diabetic subjects. Horizontal lines represent the
adjusted odds ratios and 95% confidence intervals obtained from a binary regression model. * P < 0.05.
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FABP4 is expressed in adipose tissue (22) and macro-
phages when they become overloaded with fat (23-25).
Its function is proposed to affect the transport of intra-
cellular fatty acids (26). Elevated FABP4 plasma levels are
associated with prediabetic states and obesity and they
predict metabolic syndrome development (6-9). From
studies in the same population, we have found that FABP4
is associated with metabolic syndrome components in
type 2 diabetic subjects and that FABP4 plasma levels
are increased by thiazolidinediones, which are peroxi-
some proliferator-activated receptor y agonist drugs (9).

Because the association between FABP4 and lipids has
potential as a predictive clinical biomarker, we have char-
acterized the correlation between FABP4 and the complete
lipid profile in diabetic patients. Our results show that
high plasma FABP4 concentrations were consistently asso-
ciated with hypertriglyceridemia, elevated apoC-III, and
all the components of TRL, such as cholesterol, triglycer-
ides and apoB in VLDL. Conversely, there was an inverse
correlation with apoA-I and HDL-cholesterol. Although
roughly 50% of subjects were being treated with statins,
the correlations remained unchanged when we analyzed
only those individuals who were not taking lipid-lowering
drugs. Animal studies have shown that FABP4 influences
lipid metabolism and that FABP4 seems to act on LPL,
perilipin, and HSL to induce increases in plasma FFA con-
centrations, which promote hypertriglyceridemia (11). In-
terestingly, the observed relationships were reinforced
when adiponectin concentrations were taken into account.
Under these conditions, the correlations between the lipid
profile and the FABP4/adiponectin ratio become stronger.
Whereas lipocalins are thought to induce insulin resis-
tance, adiponectin is the main insulin sensitizer adipokine,
and the ratio between them may provide a more complete
view of a patient’s metabolic state. These observations are
important because all of the correlations were maintained
even after adjustment for BMI, insulin, and other con-
founding variables.

Because 46% of patients were treated with statins, any
conclusion about the effect of FABP4 on LDL particles will
be inaccurate; however, all of the correlations were main-
tained when only those patients without statin treatment
were taken into consideration. Although our results dem-
onstrate statistically significant correlations between FABP4
and lipid factors, our sample size is relatively small; there-
fore, additional studies using independent and larger
sample groups are warranted. Regardless, FABP4 seems to
modulate lipid metabolism in diabetic patients indepen-
dent of its action on insulin resistance.

Our results contribute to a better understanding of the
metabolic mechanisms involved in the development of
atherogenic dyslipidemia in diabetic patients. We found
that increased levels of FABP4 are associated with in-
creased VLDL apoB levels. This association indicates that
hypertriglyceridemia is associated with an increased num-
ber of TRL particles, which may suggest an increased
synthesis. On the other hand, we observed a strong corre-
lation between increased FABP4 and apoC-III levels.
Although this may be explained by the fact that apoC-III
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is transported by TRL (27), it is also possible that FABP4
inhibits LPL and thereby promotes hypertriglyceridemia
and low HDL-cholesterol levels. Therefore, FABP4 might
modulate both anabolic and catabolic parts of the TRL
metabolism independent of insulin action. In summary,
our results suggest that the classic lipid profile alterations
observed in type 2 diabetic patients might be mediated not
only by insulin resistance but by a balance in the adipose
tissue-derived molecules as well. In addition to influencing
insulin sensitivity, these adipose tissue-derived molecules,
such as FABP4, may directly modulate lipid metabolism Al

The authors would like to thank A. Ameijide for statistical help.
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Abstract The lipid profile of familial combined hyperlipid-
emia (FCHL) shares some characteristics with atherogenic
dyslipidemia seen in diabetes, metabolic syndrome, and
obesity. Adipocyte fatty acid-binding protein 4 (FABP4) ap-
pears to be a determinant of atherogenic dyslipidemia. We
examined relationships between FABP4 plasma concentra-
tions, dyslipidemia, and metabolic variables in patients with
FCHL. We studied 273 unrelated FCHL patients and 118
control subjects. FABP4 was higher in FCHL than controls,
with mean levels of 21.8 (10.1) pg/1 and 19.2 (9.2) ng/1,
respectively (adjusted P = 0.012). In FCHL, FABP4 corre-
lated to body mass index (BMI), waist circumference, insu-
lin levels, and homeostasis model assessment (HOMA)
index (all P< 0.05), but not to lipid levels, whereas in obese
patients, FABP4 correlated to triglyceride levels (r = 0.303,
P =0.014) and very low density lipoprotein size (r = 0.502,
P =0.001), as determined by nuclear magnetic resonance.
Associations of FABP4 with BMI and waist circumference,
but not with insulin levels, persisted in this subgroup.El
Plasma FABP4 does not influence the lipid phenotype of
FCHL. In a small subgroup of obese FCHL, FABP4 levels
were associated with triglyceride-rich lipoproteins indepen-
dent of insulin resistance. These results support a hyperlipid-
emic mechanism of FCHL different from similar metabolic
conditions where fat mass is strongly related to FABP4 and
hypertriglyceridemia.—Cabré, A., I. Lazaro, M. Cofan, E.
Jarauta, N. Plana, A. L. Garcia-Otin, J. F. Ascaso, R. Ferré, F.
Civeira, E. Ros, and L. Masana. FABP4 plasma levels are in-
creased in familial combined hyperlipidemia. J. Lipid Res.
2010. 51: 1173-1178.
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obesity

Familial combined hyperlipidemia (FCHL) is a common
dyslipidemia that carries a high risk of cardiovascular dis-
ease. Indeed, it is estimated that about one in five patients
surviving a premature myocardial infarction is a FCHL
bearer (1). FCHL is a complex genetic disorder clinically
characterized by variable phenotypic expression in both in-
dex cases and family members. Although hereditary trans-
mission follows a dominant autosomic pattern, a unique
gene or set of genes has not been identified for FCHL. Met-
abolic studies suggest that the main defect in FCHL is an
increased production rate of triglyceride-rich lipoproteins,
mainly liver-derived very low-density lipoproteins (VLDL)
(2), with ensuing hyperlipidemia characterized by plasma
increases of both triglycerides and cholesterol.

Hypertriglyceridemia is usually associated with the
production of atherogenic small and dense low-density li-
poproteins (LDL) and a tendency toward reduced high-
density lipoprotein (HDL) cholesterol levels. Altogether,
these metabolic derangements promote an increase in the
number of circulating apolipoprotein B (apoB)-containing
particles, which is reflected by an increased apoB plasma
level (3). This lipid profile, referred to as atherogenic dys-
lipidemia, is similar to that observed in patients with insulin
resistance syndromes, such as diabetes, obesity, metabolic
syndrome, and primary and secondary lipodystrophies

Abbreviations: apoB, apolipoprotein B; FABP4, fatty acid-binding
protein 4; FCHL, familial combined hyperlipidemia; HOMA, homeo-
stasis model assessment.
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4). Because of this apparently common lipid phenotype,
FCHL is considered to share a pathogenic basis with the
above-mentioned diseases. Additionally, many FCHL pa-
tients fulfill the criteria for metabolic syndrome because
they already have the necessary lipid defects. Several stud-
ies have implicated metabolic alterations of adipose tissue
in the pathogenesis of FCHL (5-8). Among these studies,
it has been reported that preadipocytes from patients with
FCHL have upregulated CD36/FAT, which has been associ-
ated with an insulin resistance state (6) On the other hand,
low levels of circulating adiponectin have been observed in
patients with FCHL (7). Furthermore, differential expres-
sion of genes from subcutaneous adipose tissue in FCHL
indicates overexpression of genes associated with inflam-
mation and insulin resistance, such as tumor necrosis fac-
tor «, interleukin-6, and intercellular adhesion molecule-1.
These data suggest an involvement of adipose tissue in the
FCHL clinical phenotype (8).

The fatty acid-binding protein 4, also known as FABP4,
is highly expressed in adipose tissue, especially during adi-
pocyte differentiation (9). FABP4 has been considered as
a major cytoplasmic protein related to glucose and lipid
metabolic functions (10, 11). FABP4-deficient mice are
protected from insulin resistance, hyperglycemia, and ath-
erosclerosis (12, 13). Recently, it has been demonstrated
that FABP4 is released into the human blood stream (14).
The circulating FABP4 level has been associated with cen-
tral adiposity, insulin resistance, and subclinical athero-
sclerosis (12, 14, 15). FABP4 has been postulated to be an
early marker of metabolic syndrome and the future devel-
opment of type 2 diabetes (16, 17). In our previous stud-
ies, FABP4 plasma levels have been associated with
metabolic syndrome in diabetic patients (9) as well as with
the presence of metabolic syndrome and lipodystrophy in
HIV-infected patients (18). We have also reported that
FABP4 is a strong determinant of atherogenic dyslipid-
emia in diabetes (19). Although the mechanisms involved
in this effect are unknown, they are probably linked to
the hyperlipolytic state of these dysmetabolic conditions.
Therefore, because FABP4 is currently considered a pri-
mary marker of adipose tissue metabolism derangement
influencing the lipid profile, we hypothesized that if adi-
pose tissue alterations have an important role in the clini-
cal expression of FCHL, then FABP4 plasma levels will be
associated with dyslipemia in FCHL. In this study, we de-
termined for the first time the FABP4 plasma levels in a
large cohort of FCHL patients and related them to meta-
bolic alterations.

METHODS

Study participants

Two hundred seventy-three patients with FCHL were included
in the study. The criteria for FCHL diagnosis was based on the
presence of primary combined hyperlipidemia, with off treatment
serum LDL cholesterol (or total cholesterol if triglycerides > 3.38
mmol/1) > 90" percentile of the reference population or > 4.90
mmol/] (non—-HDL cholesterol > 5.67 mmol/1 if triglycerides >

1174 Journal of Lipid Research Volume 51, 2010

3.38 mmol/1); triglycerides > 90" percentile of reference values
or > 2.25 mmol/l; and at least one first-degree relative with hy-
perlipidemia (total cholesterol and/or triglycerides >90™ per-
centile) or a first-degree relative with premature coronary heart
disease. Participants were recruited from four lipid clinics in
Spain. Patients with unstable angina, myocardial infarction within
the last 3 months, daily alcohol intake > 30 g, a weight change >
10% in the last 3 months, or those participating in intensive phys-
ical training or a weight-loss program were excluded a priori
from entering the study. Demographic and anthropometric data
and prior history of cardiovascular disease were recorded. A full
physical examination was performed, and fasting blood samples
were collected. Any lipid-lowering treatment was discontinued at
least 4 weeks (6 weeks in the case of fibrates) before blood extrac-
tion. For purposes of comparing FABP4 levels in FCHL and in
healthy subjects, we randomly selected a control group of 118
healthy subjects among those matched for age, gender, and body
mass index (BMI) from a general population database and
plasma library (BIOBANC, Reus) belonging to the same geo-
graphical area. To assess the impact of adiposity on the FCHL
phenotype, patients were subdivided by obesity status (BMI < 30
kg/m2 or = 30 kg/m2) for further analyses. Metabolic syndrome
in FCHL patients was defined according to National Cholesterol
Education Program Adult Treatment Panel III (ATP-III) criteria
(20). FCHL patients were categorized as having metabolic syn-
drome when they presented at least three of the following fea-
tures: (a) central obesity (waist circumference = 88 cm in women
or = 102 cm in men); (b) fasting glucose level = 5.6 mmol/I or
treatment with oral hypoglycemic agents; (c) hypertriglycer-
idemia (fasting triglycerides = 1.69 mmol/1); (d) low HDL cho-
lesterol (< 1.29 mmol/1l in women or < 1.03 mmol/l in men); and
(e) hypertension (blood pressure = 130/85 mm Hg or antihy-
pertensive treatment).

Biochemical analyses

The basic biochemical parameters, including the standard
lipid profile and glucose, insulin, apoB, and high-sensitivity
C-reactive protein (hsCRP) were measured locally in fasting sera
using standard enzymatic, immunoturbidimetric, chemilumines-
cent, RIA, and immunonephelometric assays, respectively. The pre-
cision of these techniques, as described by coefficients of variation
(CV) were < 5%, < 5%, < 8%,and < 8% interassay, respectively.
Non-HDL cholesterol was calculated and used for clinical pur-
poses and for the analyses included in this study instead of LDL
cholesterol because, by definition, the majority of FCHL patients
had hypertriglyceridemia (19% with triglyceride levels > 4.5
mmol/1), which precludes the estimation of LDL cholesterol by
the Friedewald equation. Insulin resistance (IR) was estimated by
using the homeostasis model assessment (HOMA) index (HOMA-
IR), calculated as fasting glucose (in mmol/1) times fasting insu-
lin (in mIU/1) divided by 22.5 (21). IR definition was established
to be within the 75™ percentile of our population (HOMA-IR =
3.2). Plasma samples sent from each center to the Reus laboratory
were used for measurement of FABP4 levels by a commercial
ELISA kit (BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno, Czech Re-
public). The precision of this assay was 5.3% CV intra-assay and
3.9% CV interassay. The antibodies used in the human FABP4
ELISA are highly specific for human FABP4, with no detectable
cross-reactivity to human FABP1, FABP2, FABP3, or FABP5. Re-
sults are expressed in “Systeme International” (SI) units.

Nuclear magnetic resonance lipid profile

Plasma samples from the first 167 FCHL patients included in
the study were used for the nuclear magnetic resonance (NMR)
lipid profile study. Detailed lipoprotein subclassification (type,
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concentration, and size) was performed on plasma using NMR
spectroscopy (NMR LipoProfile, Raleigh, NC) (22). Data are pre-
sented as molar particle concentrations and sizes are given in
nanometers. NMR data resulted in the following spectra: three
subclasses of VLDL, including large VLDL and chylomicrons,
medium VLDL, and small VLDL; intermediate-density lipopro-
tein (IDL); four subclasses of LDL, including large LDL, medium
LDL, small LDL, and very small LDL; and three subclasses of
HDL, including large HDL, medium HDL, and small HDL.

Statistical analyses

Analyses were performed using SPSS (version 15.0, SPSS Inc.,
Chicago, IL). All data are presented as means (SD) except when
otherwise stated. Normality distribution was assessed with the
Kolmogorov-Smirnov test. Log transformation was performed be-
fore analyses when variables had a skewed distribution. The
FCHL samples were divided into two subgroups of nonobese and
obese patients according to BMI of < 30 or =30 kg/ m’, One-way
ANOVA and Fisher tests were used for comparisons between two
groups for continuous and categorical variables, respectively.
Univariate linear general models were used to adjust FABP4 val-
ues for waist circumference, and multiple testing was corrected
with Bonferroni testing by multiplying the univariate P value by
the number of comparisons. Spearman correlation coefficients
between FABP4 and other continuous variables were determined
using a bivariate correlation test. FABP4 concentrations were cat-
egorized into sex-adjusted tertiles. A multiple linear regression
analysis, including age, gender, waist circumference, insulin,
cholesterol, and FABP4 plasma levels was performed to find the
variables with an independent association with triglycerides in
the obese FCHL subgroup. A binary logistic regression analysis
was used to calculate the odds ratio (OR) for the association of
raised FABP4 plasma concentrations (third tertile versus second
or first tertile) with the presence of metabolic syndrome. FABP4
first tertile was the reference group. The model included age, IR,
hsCRP, apoB, LDL cholesterol and FABP4 in sex-adjusted ter-
tiles. Metabolic syndrome components were not included. P val-
ues shown, associated with the ORs, were obtained from a
likelihood ratio test. A Pvalue < 0.05 was considered statistically
significant.

Statement of ethics

We certify that all applicable institutional and governmental
regulations concerning the ethical use of human volunteers were
followed during this research. All subjects gave written informed
consent, and each hospital’s ethics committee approved the pro-
tocol design and the use of previously recorded databases and
stored plasma samples for this study when necessary.

RESULTS

The clinical characteristics of study groups are summa-
rized in Table 1. FABP4 plasma levels in FCHL were sig-
nificantly higher than in controls (Table 1). Women had
significantly higher FABP4 levels than men, both in the
FCHL group [25.5 (9.5) pg/1 versus 20.0 (9.9) pg/1, re-
spectively; P < 0.001 after Bonferroni correction] and in
the control group [25.7 (9.3) pg/1versus 15.1 (6.4) pug/1,
respectively; P < 0.001 after Bonferroni correction]. When
subdivided by gender, FCHL men had higher FABP4 lev-
els than controls [20.0 (9.9) ng/1 versus 15.1 (6.4) ng/l,
respectively; P < 0.001 after Bonferroni correction], while

FCHL and control women had similar levels [25.5 (9.5)
ng/1versus 25.7 (9.3) pg/1, respectively; P=0.947].

Even though the control subjects were matched for BMI
with the FCHL patients, the waist circumference of the
FCHL group was significantly greater than that of the con-
trol group (Table 1). This was due to differences in the
waist circumference of men [98.1 (8.0) cm in FCHL and
95.0 (10.6) cm in controls; P= 0.028 after Bonferroni cor-
rection]. Nevertheless, the differences in FABP4 observed
between FCHL men and control men persisted after ad-
justment for waist circumference (P < 0.001 after Bonfer-
roni correction).

Table 1 also shows basic clinical and biochemical char-
acteristics of the FCHL population distributed according
to the presence of obesity. FABP4 was higher in the obese
group of FCHL patients compared with nonobese FCHL
(Table 1).

In FCHL patients, FABP4 plasma levels were positively
correlated with BMI, waist circumference, insulin levels,
and HOMA index (Table 2). No significant correlations
existed between FABP4 and serum lipids in the overall
FCHL group, but FABP4 levels were significantly corre-
lated with triglyceride levels in the obese FCHL subgroup.
The results of multiple linear regression analysis showed
that FABP4 accounted for 17% of the variation in triglyc-
eride levels in the obese FCHL subgroup (P =0.008), inde-
pendently of insulin levels.

In the obese subgroup, FABP4 correlated to BMI and
waist circumference, but not to insulin or the HOMA in-
dex (Table 2).

Table 3 shows the correlations between FABP4 and the
nuclear magnetic resonance (NMR) lipid profile in all
FCHL patients for whom NMR data were available and
also for obese FCHL patients. No correlations were ob-
served between FABP4 and any of the NMR lipid fractions
when considering all the FCHL patients. However, FABP4
levels significantly correlated to large VLDL and chylomi-
cron concentrations and to VLDL size in the obese sub-
group (Table 3).

Among the 273 subjects included in the study, 121 sub-
jects (44%) fulfilled the ATP-III criteria for metabolic syn-
drome. FABP4 plasma levels were significantly higher in
subjects with than in subjects without metabolic syndrome
[23.9 (9.3) ng/1 versus 20.4 (10.5) wg/l, respectively; P =
0.001 after Bonferroni correction]. By logistic regression
analysis, FABP4 tertiles adjusted for gender, age, hsCRP,
apoB, LDL cholesterol, and insulin resistance, were inde-
pendently associated with the presence of metabolic syn-
drome (P<0.05).Subjectswith FABP4 plasmaconcentrations
in the highest tertile (= 21.6 ng/1for men and = 28.0 ng/1
for women) had a significantly increased likelihood of hav-
ing the metabolic syndrome compared with those in the
lowest tertile (OR 2.91; 95% CI, 1.32 to 6.41; P=0.007).

DISCUSSION

The main finding of our work is that FABP4 plasma lev-
els are higher in FCHL patients than in controls. FABP4
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TABLE 1. Clinical characteristics of study groups
Non-Obese FCHL Obese FCHL
Control Group  All FCHL Patients Patients Patients
(n=118) (n=278) r’ (n =208) (n = 65) r’
Women, % 38 32 ns 33 29 NS
Age, years 48 (14) 47 (11) ns 48 (11) 47 (10) NS
BMI, kg/mz 27.4 (3.6) 27.8 (3.4) ns 26.3 (2.3) 32.4 (2.1) <0.001
Waist 93.2 (10.8) 96.0 (9.9) 0.024 93.0 (8.8) 105.2 (6.8) <0.001
circumference, cm
Glucose, mmol/1 5.0 (0.9) 5.5 (1.0) <0.001 5.4 (0.8) 5.9 (1.4) 0.001
Insulin, pmol/1“ 57.3 (40.5) 74.8 (61.5) 0.014 70.8 (59.5) 7.5 (66.2) 0.037
HOMA index “ 1.8 (1.6) 2.4 (1.9) 0.001 2.2 (1.9) 2.9 (2.0) 0.005
hsCRP, mg/1“ — 3.4 (4.4) — 2.9 (3.5) 5.0 (6.4) <0.001
Apolipoprotein B, 105 (24) 153 (32) <0.001 154 (31) 152 (33) NS
mg/dl
Triglgycerides, 1.32 (0.69) 3.27 (3.06)  <0.001 3.33 (3.31) 3.07 (2.09) NS
mmol/1*
Total cholesterol, 5.40 (1.00) 7.42 (1.36)  <0.001 7.49 (1.41) 7.21 (1.14) NS
mmol/1
HDL cholesterol, 1.46 (0.37) 1.13 (0.29)  <0.001 1.13 (0.28) 1.12 (0.31) NS
mmol/1
Non-HDL cholesterol,  3.95 (1.03) 6.30 (1.31)  <0.001 6.36 (1.37) 6.09 (1.09) NS
mmol/1
FABP4, pg/1“ 19.2 (9.2) 21.8 (10.1) 0.011 21.2 (10.5) 23.7 (8.6) 0.031

Values are means (SD) or frequencies.

Abbreviations: BMI, body mass index; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; HDL, high-density lipoprotein;
HOMA, homeostasis model assessment; FABP4, fatty acid-binding protein 4; FHCL, familial combined

hyperlipidemia; NS, not significant.
“ Log-transformed before analysis.

* Pvalues corrected for multiple testing by Bonferroni correction.

was associated to obesity, metabolic syndrome, and insulin
resistance markers. The FABP4 levels had no clear impact
on the lipid profile when the whole FCHL population was
considered, but they were associated with hypertriglycer-
idemia in the presence of obesity. These results have inter-
esting implications for the pathogenic mechanisms of

TABLE 2. Correlations of plasma FABP4 levels in patients with

FCHL
Obese FCHL
Control Group  All FCHL Patients Patients
(n=118) (n=278) (n = 65)
T r r
Age, years 0.451° 0.110 0.124
BMI, kg/mZ 0.489° 0.269° 0.250“
Waist circumference, cm  0.252" 0.241° 0.254"
Glucose, mmol/1 0.202 0.055 0.142
Insulin, pmol/1 0.251 0.153“ 0.130
HOMA index 0.284" 0.172" 0.193
hsCRP, mg/1 — 0.192 0.136"
Apolipoprotein B, mg/ 0.272" —0.012 0.118
dl
Triglycerides, mmol/1 0.049 0.101 0.303"
Total cholesterol, 0.241° —=0.010 0.013
mmol/1
HDL cholesterol, 0.106 —0.004 —0.001
mmol/1
Non-HDL cholesterol, 0.199“ —=0.011 0.033
mmol/1

Abbreviations: BMI, body mass index; hsCRP, high-sensitivity
Crreactive protein; HDL, high-density lipoprotein; HOMA, homeostasis
model assessment; FABP4, fatty acid-binding protein 4; FHCL, familial
combined hyperlipidemia; NS, not significant; r, Spearman correlation
coefficient.

“P<0.05.

" P<0.01.

“P<0.001.
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dyslipidemia in FCHL. This primary alteration of lipid me-
tabolism has been linked to other conditions showing a
similarly disturbed lipid profile, including obesity, diabe-
tes, and metabolic syndrome (4). In fact, there is a large
body of evidence suggesting that alterations in adipose tis-
sue play a crucial role in all of these conditions (23).
FABP4 is considered a good plasma marker of adipose tis-
sue dysfunction in these metabolic situations, being asso-
ciated with central adiposity, metabolic syndrome, and
insulin resistance (9, 14, 16). FABP4 plasma levels are
clearly high in obesity, type 2 diabetes ,and metabolic syn-
drome (9, 14, 16), and we have previously reported that
they are associated with triglyceride-rich lipoprotein com-
ponents leading to atherogenic dyslipidemia (19). The
lack of association between FABP4 and the lipid abnor-
malities of FCHL suggests that the pathogenic and meta-
bolic bases of atherogenic dyslipidemia seen in these
metabolic diseases are different. In FCHL various molecu-
lar defects likely contribute to similar clinical phenotypes.
The abnormal lipid phenotype of FCHL has been attrib-
uted to defects in lipoprotein lipase (24), the APOAI-C3-
A4-Ab5 gene cluster (25), or USF-1 (26), among others.
FCHL has also been reported to be associated with an
increased prevalence of insulin resistance, as measured by
the minimal model (27). In our study, the presence of in-
sulin resistance did not influence the impact of FABP4 on
the hyperlipidemia of FCHL. The clinical characteristic that
most influenced the associations of FABP4 with FHCL was
obesity. Obese FCHL patients had higher FABP4 levels,
which contributed to higher triglycerides and to larger cir-
culating VLDL, leading to a more abnormal lipid profile. In
fact, obese FCHL patients have a dual mechanism account-
ing for hyperlipidemia, including the still unknown genetic
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TABLE 3. FABP4 correlations with the nuclear magnetic resonance lipid profile in a subgroup

of FCHL patients
All FCHL Patients Obese FCHL Patients
(n=167) (n = 35)
r P r P
VLDL and chylomicron VLDL and 0.012 NS —0.182 NS
concentrations, nmol/1 chylomicrons
Large VLDL and 0.022 NS 0.383 0.023
chylomicrons

Medium VLDL 0.000 NS —0.191 NS

Small VLDL 0.017 NS —0.138 NS

LDL concentrations, nmol/1 Total LDL —0.061 NS 0.088 NS

IDL 0.003 NS 0.221 NS

Large LDL 0.000 NS 0.007 NS

Small LDL —0.043 NS 0.064 NS

Medium LDL —0.045 NS 0.021 NS

Very small LDL —0.039 NS 0.074 NS

HDL concentrations, pmol/1 Total HDL —0.075 NS —0.015 NS

Large HDL —0.046 NS —0.140 NS

Medium HDL 0.017 NS —0.039 NS

Small HDL —-0.078 NS 0.120 NS
Mean sizes, nm VLDL 0.034 NS 0.522 0.001

LDL —0.004 NS —0.057 NS

HDL 0.004 NS -0.279 NS

Abbreviations: FABP4, fatty acid-binding protein 4; FHCL, familial combined hyperlipidemia; HDL, high-
density lipoprotein; IDL, intermediate-density lipoprotein; LDL, low-density lipoprotein; NS, not significant; r,
Spearman correlation coefficient; VLDL, very low-density lipoprotein.

defect plus the acquired effects of adiposity. Interestingly,
the association between FABP4 and triglycerides in the
obese FCHL subgroup was independent of insulin resis-
tance markers. Similar results have been reported in obe-
sity, diabetes, and the metabolic syndrome (9, 19),
suggesting that FABP4 levels are markers of an adipocytic
derangement paralleled by, but not dependent on, insulin
resistance. That FABP4 levels are associated with large
VLDL in obese FCHL patients is also interesting. Lipopro-
tein kinetic studies have shown that VLDL is secreted in
two differentiated pools, large and small VLDL, according
to the amount of fat it carries. In type 2 diabetic patients,
greater visceral adipose tissue is associated with larger
VLDL particles and higher VLDL particle numbers inde-
pendently of BMI (28), and this lipoprotein pattern has
been associated with an increased risk for atherosclerosis
and cardiovascular disease (29). In this respect, the pres-
ence of obesity in FCHL patients could play a detrimental
role for their lipid profile. Multifactorial analysis showed
that 17% of the variation in triglyceride levels in the obese
group could be attributed to FABP4. Another consider-
ation derived from our results is the definition of meta-
bolic syndrome in these patients. By definition, many
FCHL patients fulfill the lipid criteria; therefore, the addi-
tional presence of hypertension, high blood glucose levels,
or obesity permits the clinical diagnosis of metabolic syn-
drome. However, the pathogenesis behind this cluster of
risk factors is quite different in FCHL than in, for example,
obese patients. Considering that FCHL is a cardiovascular
risk factor per se and that its metabolic basis is different
from that of other conditions associated with metabolic
syndrome, the diagnosis of metabolic syndrome in the
presence of this genetic lipid alteration should be re-
stricted. Our data suggest that elevated FABP4 plasma lev-
els could aid in the identification of the metabolic

abnormalities associated with FCHL that lead to metabolic
syndrome.

FABP4 was associated with hypertriglyceridemia only in
the presence of obesity, defined both by BMI and waist
circumference, and independently of insulin resistance
markers. However, because of the small number of obese
patients in this group, these results need to be verified in
larger cohorts. We have previously described a similar
finding in diabetic patients (19), suggesting that FABP4
elevation is a metabolic defect parallel to, but not depen-
dent on, insulin resistance.

CONCLUSION

The dyslipidemia seen in FCHL, although sharing many
characteristics with obesity, diabetes, and the metabolic
syndrome, is not associated with the adipose tissue alter-
ations of which plasma levels of FABP4 are a marker.
Although these data need to be replicated in larger popu-
lations, our data suggest that the presence of obesity in
FCHL patients results in additional metabolic derange-
ments leading to a greater triglyceride increase and larger
VLDL signaled by increased plasma FABP4 levels. B
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Plasma Fatty Acid-Binding Protein 4
Increases with Renal Dysfunction in
Type 2 Diabetic Patients without
Microalbuminuria

Anna Cabré, lolanda Lazaro, Josefa Girona, Josep M. Manzanares, Francesc Marimon, Nuria Plana,
Mercedes Heras, and Lluis Masana”

BACKGROUND: Fatty acid—binding protein 4 (FABP4)
has been linked to metabolic syndrome development,
diabetes, and arteriosclerosis, but the role of FABP4 in
target organ damage has not been assessed. We evalu-
ated whether plasma FABP4 is associated with renal
dysfunction in type 2 diabetic patients.

METHODS: In 263 individuals (161 type 2 diabetic pa-
tients and 102 healthy nondiabetic controls), we ana-
lyzed the correlation between FABP4 and creatinine or
glomerular filtration index (MDRD-GFR) regarding
the presence or absence of microalbuminuria. Patients
with severe chronic kidney disease (MDRD-GFR <30
mL/min/1.73 m?) or albuminuria were not included.

REsULTS: FABP4 concentrations were higher in dia-
betic patients with MDRD-GFR <60 mL/min/1.73 m*
(P <0.001). We observed a significant, direct corre-
lation between FABP4 and creatinine (r = 0.446, P
<0.001) and an inverse correlation between FABP4
and MDRD-GFR (r = —0.511, P <0.001) in type 2
diabetic patients, but not in nondiabetic individuals.
These correlations were sustained when only those pa-
tients without microalbuminuria were analyzed (r =
0.414, P <0.001 and r = —0.510, P <0.001, respec-
tively). Type 2 diabetic patients with FABP4 in the
highest tertile compared with those in the lower tertiles
had increased adjusted odds ratios for moderate renal
dysfunction [7.5 (95%CI 1.8-30.7), P = 0.005 and 15.3
(3.1-76.4), P = 0.001; respectively], independent of
microalbuminuria.

concrusions: High FABP4 plasma concentrations are
associated with high plasma creatinine and low
MDRD-GEFR in patients with type 2 diabetes even in
the absence of microalbuminuria or clinically relevant

alterations of creatinine and MDRD-GFR values.
FABP4 concentrations should be taken into consider-
ation as an early marker of kidney damage in patients
with type 2 diabetes.

© 2007 American Association for Clinical Chemistry

It is becoming increasingly evident that several mole-
cules derived from adipose tissue are not only asso-
ciated with adiposity and inflammation, but are also
involved in the development of insulin resistance.
Among them, some members of the lipocalin family—
retinol-binding protein 4 (RBP4),? lipocalin-2, and
fatty acid-binding protein 4 (FABP4)— have been sug-
gested to play important roles in the mechanisms of
insulin resistance. They have been proposed as early
markers for adiposity associated with metabolic syn-
drome (1-5). FABP4 is produced by adipocytes and
macrophages during their differentiation and intra-
cellular lipid accumulation (6—10). Its main role seems
to be intracellular fatty acid transport. Recently, our
group and others have communicated that FABP4
plasma concentrations correlate to metabolic syn-
drome components in diabetic and nondiabetic indi-
viduals (3, 4, 6, 11). Furthermore, plasma FABP4 is
considered an early marker of metabolic risk for meta-
bolic syndrome development (11). Although FABP4
concentrations seem to be associated with adiposity,
other factors such as inflammation status could also
influence its concentrations (6). Our group has ob-
served that FABP4 plasma concentrations in type 2
diabetic patients are also associated with high triglyc-
erides, increased lipid peroxidation, and inflamma-
tion markers (6 ); however, the role of FABP4 in target
organ damage has not been fully assessed. The pres-
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ence of a genetic variation (T-87C) at the FABP4 locus
results in reduced triglyceride concentrations and
significantly reduces the risk for developing either dia-
betes or cardiovascular disease (12). Furthermore,
plasma FABP4 concentrations are independent deter-
minants of carotid IMT in Chinese women (13) but
are not associated with macrovascular disease in type 2
diabetic patients (6 ). It has been observed that human
liver- and heart-type FABP (FABP1 and FABP3) are
expressed in the proximal and distal renal tubular cells,
respectively (14, 15 ), and increased amounts of FABP1
in urine have been postulated as a clinical marker of
renal tubulointerstitial damage (16, 17). No data have
been published associating FABP4 with renal function,
however. The members of the lipocalin family are low-
molecular-weight proteins that normally undergo glo-
merular filtration and tubular reabsorption and could
accumulate in plasma during alterations of renal func-
tion (18). Lipocalin-2 has been suggested to be a good
marker of glomerular dysfunction (19, 20), and we
have communicated that high RBP4 plasma concen-
trations are associated with the early stages of chronic
kidney disease in type 2 diabetic patients (21 ). In this
study, we investigated whether FABP4 plasma concen-
trations are also associated with renal damage in type 2
diabetic patients.

Materials and Methods

CLINICAL STUDY

Wesstudied 263 individuals: 161 type 2 diabetic patients
and 102 nondiabetic controls (36—79 years old). The
type 2 diabetic patients were diagnosed via criteria
from the American Diabetes Association (22 ) and were
recruited in the Hospital Universitari Sant Joan de
Reus. The control group was randomly selected among
individuals with neither diabetes nor metabolic syn-
drome from a general population sample collection
obtained from the same geographic area. Both groups
were within the same age interval and matched for sex.
Anamnesis and clinical examination, including an-
thropometrics and blood pressure measurements,
were carried out, and we assessed renal dysfunction by
estimated glomerular filtration rate (GFR) using the
Modification of Diet in Renal Disease (MDRD) equa-
tion (23). We also calculated the estimated creatinine
clearance by the Cockcroft-Gault equation (24 ); the
data are presented as GFR by the MDRD equation
(MDRD-GFR). We defined renal dysfunction accord-
ing to the recommendations of the National Kidney
Foundation (25 ). Patients with MDRD-GFR <60 mL/
min/1.73 m* were considered to have moderately de-
creased GFR; type 2 diabetic patients and controls with
severely decreased GFR (MDRD-GFR <30 mL/min/
1.73 m*) according to chronic kidney disease classifica-
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tion by the National Kidney Foundation were not in-
cluded, and all control group participants had GFR
>60 mL/min/1.73 m?” Carotid and femoral echo-
Doppler as well as ankle-brachial index (ABI) were also
performed; arteriosclerosis was defined as clinical his-
tory of at least one of the following: coronary heart
disease, stroke, peripheral vascular disease, =1 signifi-
cant arteriosclerotic plaque (>40% stenosis), or ABI
index =0.9 or =1.3. Microalbuminuria was defined as
albuminuria =30 mg/24 h. Patients with albuminuria
(=300 mg/24 h), type 1 diabetes, secondary diabetes,
morbid obesity [body mass index (BMI) >40 kg/m?],
familial hypercholesterolemia, malignancy, liver disor-
der, or acute or chronic inflammation were not in-
cluded. All participants gave written informed consent,
and the hospital ethics committee approved the study.

ANALYTICAL METHODS

We measured plasma lipids using enzymatic assays
adapted for the Cobas-Mira autoanalyzer (Roche);
HbA, . by HPLC on the Hi-auto Alc HA-8140 (Arkray
KDR Corporation-Menarini Diagnostics); and glu-
cose, insulin, and creatinine on the automatic auto-
analyzer Synchron LXi 725-Synchron Access Clinical
Systems (Beckman Coulter) using enzymatic assays,
chemiluminescent immunoassays, or colorimetric as-
says that were adapted to this system. We assessed
plasma concentrations of FABP4 by commercial ELISA
(BioVendor Laboratory Medicine Inc.) (4, 11, 13).
The performance characteristics for this assay were
5.3% CV intraassay and 3.9% CV interassay. The anti-
bodies in human FABP4 ELISA are highly specific for
human FABP4, with no detectable cross-reactivity to
human FABP1, FABP2, FABP3, or FABP5.

STATISTICAL ANALYSIS

All data are presented as the mean (SD) except where
otherwise stated. Statistical analysis used SPSS software
(version 13.0, SPSS Inc.). We compared variables be-
tween groups using 1-way ANOVA and used univariate
linear general models for adjusting results of continu-
ous variables for age and sex. We compared category
distributions between groups using the Fisher test and
binary logistic regression models for adjusting results
of categorical variables for age, sex, and BMI. FABP4
concentrations were categorized into sex-adjusted ter-
tiles. We determined partial Pearson correlation coef-
ficients between FABP4 and other continuous variables
using a partial correlation test adjusted for age, sex, and
BMI. A binary logistic regression model was used to
identify the predictive role of being classified in the
highest sex-adjusted FABP4 tertile for the presence of
renal dysfunction (MDRD-GFR <60 mL/min/1.73 m?).
Adjusted odds ratios (ORs) and their 95% ClIs were rep-
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Table 1. Clinical and biochemical parameters of type 2 diabetic patients and nondiabetic controls according to
MDRD-GFR status.
MDRD-GFR =60 MDRD-GFR <60
Nondiabetic Type 2 diabetes Type 2 diabetes
n (% women) 102 (51) 130 (50) 31 (58)
Age, years 59 (9) 62 (10) 67 (6)°
Weight, kg 74.2 (12.0) 71.7 (13.3) 79.8(10.3)
BMI, kg/m? 28.8 (4.3) 30.0 (4.3)° 31.1 (4.6)
Systolic blood pressure, mmHg® 139 (19) 140 (19) 144 (17)
Diastolic blood pressure, mmHg? 83 (14) 80 (11) 79 (11)
Hypertension, n (%) 32 (31) 77 (59)¢ 29 (94)°
Diabetes duration, years? 0 13 (7)¢ 19 (8)°
Glucose, mmol/L 5.1(0.8) 9.5 (3.0)¢ 9.6 (3.3)
Insulin, pmol/L? — 74.0 (94.6) 74.8 (49.7)
HOMA-IR® — 4.2 (4.8) 42 (3.1)
HbA, ., % — 6.9 (1.1) 7.5(1.2)°
Triglycerides, mmol/L® 1.3 (0. 1.7 (1.0)¢ 1.9(1.2)
Total cholesterol, mmol/L 5.8 (0. 4.7 (0.8)¢ 4.7(0.8)
LDL cholesterol, mmol/L 3.7 (0. 2.8(0.7)¢ 2.7(0.7)
HDL cholesterol, mmol/L 1.5 (0. 1.1 (0.3)¢ 1.1(0.3)
FABP4, ng/L® 22.7 (10.9) 33.7 (20.0)¢ 53.3(23.6)°
Serum creatinine, wmol/L® 71 (12 78 (11)¢ 116 (24)
MDRD-GFR, mL/min/1.73 m? 92 (15 82 (13)¢ 51 (8)¢
Clinical or subclinical arteriosclerosis, n (%) — 51 (39) 19 (61)°
Nephropathy, n (%) — 39 (30) 16 (52)
Retinopathy, n (%) — 26 (20) 19 (61)°
Polyneuropathy, n (%) — 34 (26) 16 (52)°
Insulin treatment, n (%) — 52 (40) 21 (68)°
Lipid-lowering treatment, n (%) — 69 (53) 17 (55)
Oral antidiabetic treatment, n (%) — 73 (56) 10 (32)
Data are mean (SD) unless otherwise noted. Group comparisons by 1-way ANOVA (continuous variables) or Fisher test (categorical variables) were adjusted for age
and sex by a univariate linear general model or by binary logistic regression, respectively. 2 Log transformed before analysis. < P <0.05 and ¢ P <0.001 for
comparisons between type 2 diabetic patients and nondiabetic controls with MDRD-GFR >60; ® P <0.05 and © P <<0.001 for comparisons between type 2 diabetic
patients with MDRD-GFR<<60 and MDRD-GFR =60. HOMA-IR, homeostasis model assessment of insulin resistance.

resented as a Forest plot. In all cases, a P value <0.05 was
considered statistically significant.

Results

Clinical and biochemical characteristics are presented
in Table 1 according to diabetes and renal function.
Among type 2 diabetic patients, those with MDRD-
GFR <60 had 1.6-fold higher concentrations of
FABP4 in plasma than those with MDRD-GFR =60
[53.3 (23.6) vs 33.7 (20.0) ug/L, P <0.001], after ad-
justment for age and sex (Table 1). Both groups had
significantly higher FABP4 concentrations than the

nondiabetic control group (P <0.001) after adjust-
ment for age and sex (Table 1). FABP4 concentrations
in the diabetic group significantly increased (P <0.001)
across chronic kidney disease stages as defined by the
National Kidney Foundation (17% of participants
were in stage 1, 66% in stage 2, and 17% in stage 3) after
adjustment for age and sex. This association was not
observed in the control group (P = 0.460; 53% were in
stage 1 and 47% in stage 2) (Fig. 1A).

Serum creatinine concentrations increased (P
<0.001) and MDRD-GEFR decreased (P <0.001) along
with sex-adjusted tertiles of FABP4 in type 2 diabetic
patients, but not in nondiabetic controls (Fig. 1B).
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Fig. 1. A. Plasma FABP4 values stratified by stage of chronic kidney disease for nondiabetic controls (white bars)
and type 2 diabetic patients (black bars).
Data are means =+ SE. Group comparisons by 1-way ANOVA were adjusted for age and sex using a univariate linear general
model *P <0.001. NS, non significant. B. Serum creatinine concentrations (circles) and MDRD-GFR values (squares) stratified
by sex-adjusted tertiles of plasma FABP4 for nondiabetic controls (solid lines and white symbols) and type 2 diabetic patients
(dotted lines and black symbols). Data are means = SE. Group comparisons by 1-way ANOVA and Bonferroni post hoc analysis.
*P <0.001. C. Relation of microalbuminuria and plasma FABP4 in type 2 diabetic patients. The solid line represents the
regression line.
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Table 2. FABP4 correlations in participants without microalbuminuria.

@ Log transformed before analyses.

All Type 2 diabetic
Nondiabetic Type 2 diabetic MDRD-GFR =60 MDRD-GFR <60
Rho P Rho P Rho P Rho P
Serum creatinine® 0.074 0.502 0.414 <0.001 0.151 0.135 0.188 0.427
MDRD-GFR —0.153 0.159 —0.510 <0.001 —0.336 0.001 —0.204 0.363
Microalbuminuria® = = 0.060 0.511 0.057 0.576 0.057 0.812

Partial Pearson correlation coefficients were calculated using a partial correlation test adjusted for age, sex, and BMI.

Among type 2 diabetic patients, 17% had microalbu-
minuria. Microalbuminuria was not correlated with
FABP4 concentrations in all diabetic patients (Fig. 1C)
or according to their renal function state (Table 2). We
observed a significant direct correlation between plasma
FABP4 and serum creatinine concentrations (r = 0.446, P
<0.001) and an inverse correlation between plasma
FABP4 concentrations and MDRD-GFR values (r =
—0.511, P <0.001) in type 2 diabetic patients, but not in
nondiabetic controls. These correlations remained when
only those nonmicroalbuminuric type 2 diabetic patients
were taken into consideration, after adjustment for age,
sex, and BMI (Table 2). Both correlations remained after
adjustment for the presence of hypertension, diabetes
control, diabetes duration, plasma concentrations of trig-
lycerides, LDL cholesterol, and HDL cholesterol (r =
—0.444, P <0.001 for MDRD-GFR and r = 0.381, P
<0.001 for creatinine). These correlations also remained
in the presence of vascular disease and thiazolidinedione

treatment in the statistical adjustment (r = —0.485, P
<0.001 for MDRD-GFR and r = 0.424, P <0.001 for
creatinine).

A binarylogistic regression model—including age,
BMI, diabetes duration, diabetes control, hyperten-
sion, vascular disease, high triglycerides, high LDL cho-
lesterol, low HDL cholesterol cutoffs, and sex-adjusted
tertiles of FABP4 as independent variables—revealed
that type 2 diabetic patients in the highest sex-adjusted
tertile of FABP4 concentrations had significantly
higher adjusted ORs for having abnormal renal func-
tion (defined as moderately decreased GFR or stage 3
of chronic kidney disease) than those in the lower 2
tertiles [OR 7.5, (95%CI 1.8-30.7), P = 0.005 for high-
est vs middle tertile and OR 15.3 (3.1-76.4), P = 0.001
for highest vs lowest tertile] (Fig. 2).

Discussion

In this study, we report for the 1st time that FABP4
plasma concentrations are inversely associated with

GFR in a diabetic population but not in a healthy non-
diabetic population. Interestingly, this association was
observed even in those participants with MDRD-GFR
concentrations >60 and without microalbuminuria.
These findings suggest that FABP4 plasma concentra-
tions could be an early clinical marker of renal function
derangement in type 2 diabetic patients.

The physiological function of plasma FABP4 is not
known. FABP4 plasma concentrations are associated
with adiposity and metabolic syndrome and have been
shown to be markers for metabolic risk (3, 4, 6, 11 ).
Those individuals with higher FABP4 concentrations
have a higher rate of metabolic syndrome development
(11). Although there is a lot of recent information
about FABP4 concentrations and metabolic syndrome,
obesity, and type 2 diabetes, the association between
FABP4 plasma concentrations and target organ dam-
age has not been fully investigated. Recent studies show
contradictory results about the role of plasma FABP4
on macrovascular disease (6, 12, 13, 26, 27 ); however,
the association between plasma FABP4 and renal func-
tion has not been reported.

Because our diabetic group was selected between
individuals not suffering from severe kidney disease,
we cannot analyze the role of FABP4 as a marker of
renal failure. However and more interestingly, we
have observed a striking association with glomerular
filtration markers. Lipocalins are small proteins that
undergo glomerular filtration and subsequent tubular
reabsorption (18), although specific data on FABP4
renal metabolism is lacking. Regarding our observa-
tions, small functional changes in renal filtration
mechanisms could diminish the filtration rate of
FABP4 or increase its reabsorption, leading to an in-
crease in plasma concentrations. Microalbuminuria is
the most reliable marker of kidney damage risk in dia-
betic and hypertensive patients (28—30). It has been
considered an indicator of renal endothelial function
and clearly predicts the development of chronic kid-
ney disease in diabetic patients (31 ). However, as has
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Age (years)

BMI (Kg/m?)

Diabetes duration (years)
Diabetes control (yes vs. no) . :
Triglycerides (high vs. low) -
LDL-cholesterol (high vs. low) :
HDL-cholesterol (low vs. high)
Hypertension (yes vs. no)
Arteriosclerosis (yes vs. no)
Microalbuminuria (yes vs. no)
FABP4 (tertile 3 vs. tertile 1)
FABP4 (tertile 3 vs. tertile 2)
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*
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Odds ratio

Fig. 2. Forrest plot for renal dysfunction (MDRD-GFR <60 mL/min/1.73 m?).

Horizontal lines represent adjusted ORs and 95% Cls obtained by binary regression. *P <0.05. Diabetes control (HbA,. <7%);
hypertension (systolic blood pressure >130 mm Hg, diastolic blood pressure >85 mm Hg, or pharmacological treatment); high
triglycerides (>1.69 mmol/L); low HDL cholesterol [<1.03 mmol/L (men) or <1.29 mmol/L (women) or pharmacological

treatment]; high LDL cholesterol (> 2.57 mmol/L). FABP4 tertiles were adjusted for sex.

been observed in our work, microalbuminuria is not
related to glomerular function during the early stages
of kidney disease. FABP4 concentrations were associ-
ated with glomerular filtration parameters and their
plasma concentrations were, along with high blood
pressure, the main determining factors for a reduced
MDRD-GEFR value independent of microalbuminuria.
Moreover, FABP4 was inversely correlated with MDRD-
GFR even in the absence of microalbuminuria in dia-
betic patients. This finding suggests that FABP4 and
microalbuminuria are probably expressed during dif-
ferent forms of kidney dysfunction, as we have recently
observed for RBP4 (21), another member of the lipo-
calin family. Because FABP4 is highly synthesized in
obese individuals and those with metabolic syndrome,
its biomarker utility could be higher in this group of
patients.

We have no evidence about any direct deleterious
effects of FABP4 on target organs. As mentioned
above, in animal experiments, the deletion of the
FABP4 gene seems to be associated with vascular pro-
tection (26, 27 ); however, no data on effects in other
organs are available. Although we have observed that
high FABP4 concentrations are associated with in-
creased oxidative stress and inflammatory markers in
diabetes (6), the hypothesis that FABP4 could be an

186 Clinical Chemistry 54:1 (2008)

etiological agent for renal disease would be rather spec-
ulative. FABP1 has been shown to be expressed by
NEFA in renal tubular cells (14, 15), and its urine con-
centrations are considered a marker of renal interstitial
damage (16, 17). There is no evidence about FABP4
expression in renal tissue.

High FABP4 plasma concentrations are associated
with high plasma creatinine and low glomerular fil-
tration rates (MDRD-GFR) in patients with type 2 di-
abetes even in the absence of microalbuminuria or
clinically relevant alterations in creatinine and MDRD-
GFR values. Along with its role as a metabolic derange-
ment marker, plasma FABP4 concentrations should be
taken into consideration as an early marker of kidney
damage in type 2 diabetes.
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Objective: To analyze the impact of lifestyle changes on FABP4 plasma levels in patients with central
obesity and moderate cardiovascular (CV) risk.

Methods: 140 patients without previous CV disease with central obesity and intermediate CV risk were
enrolled in a one year prospective study to evaluate the impact of therapeutic lifestyle changes on CV
risk, focusing on tobacco, nutritional education and physical activity (PA). FABP4 was determined before
and after one-year intervention period. Anthropometry, general biochemical and vascular imaging
variables were also assessed.

Results: FABP4 variation was inversely associated to PA changes (MET-h wk™). FABP4 significantly
decreased in patients with increased PA, whereas it increased with PA reduction. FABP4 changes were
also associated with modifications in body mass index and insulin resistance parameters; however, the
correlations between PA and FABP4 remained after adjusting for these confounding variables. Changes
in PA were the main predictors of FABP4 modifications. FABP4 reductions were directly associated with
LDL-cholesterol and APOB variations. Neither tobacco cessation nor diet composition modified FABP4
concentrations.

Conclusion: FABP4 plasma levels can be decreased by increasing aerobic PA. PA acts independently of
weight reduction on FABP4 concentrations. If a causal role of FABP4 on metabolic and vascular
alterations could be established, our results would add new positive effects of both PA and avoiding
obesity on metabolic and CV risk.

Keywords: FABP4, body weight loss, physical activity

circulation,’ but its biological function is not yet
clearly  understood. Circulating FABP4
concentrations are associated with
anthropometric parameters and body fat
distribution and are increased in overweight

Introduction

The adipocyte fatty acid-binding protein, also
known as FABP4 or aP2, is predominantly
expressed in the adipose tissue, and it is one of

the most abundant proteins in the cytoplasm of
adipocytes and macrophagesl. FABP4
deficiency in animal models is linked to reduced
Iipolysisz’3 and protects from hyperinsulinemia,
hyperglycemia and insulin resistance in
induced-obesity models* and from
atherosclerosis in hypercholesterolemic mouse
models.”” Additionally, Furuhashi et al.
demonstrated that an inhibitor of FABP4
improves type 2 diabetes control and protects
against severe atherosclerosis in ApoE'/' mice.?
In humans, FABP4 has been detected in the

and obese compared to lean subjects.g'10
Paradoxically, circulating FABP4 levels increase
during profound fat mass loss induced by
bariatric surgery.11 It has been proposed that
FABPA4 is a marker of increased lipolytic activity
in this situation. FABP4 levels have also been
suggested to be a predictor of type 2 diabetes
and metabolic syndrome development,
independent  of obesity and insulin
resistance.”"® There is indirect evidence that
circulating FABP4 could mediate insulin
resistance, atherogenic dyslipidemia and
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promote inflammation. Increased

circulating FABP4 has been associated with
carotid intima-media thickening,le’17 with the
number of stenotic coronary arteries'® and with
a greater coronary plaque burden assessed by
intravascular sonography.19 Moreover, a FABP4
genetic variant has been associated with
reduced risk of cardiovascular (CV) disease.”

Considering that high FABP4 plasma levels
could contribute to metabolic and vascular
alterations, investigating the mechanisms
associated with FABP4 plasma level reductions
is warranted. Little research has addressed the
impact of drugs on circulating FABP4 levels. In
diabetic subjects, thiazolidinedione treatment
has been linked to increases in FABP4 levels.
Fenofibrate treatment has no effect,21 whereas
atorvastatin  reduces FABP4 levels in
hyperlipidemic  subjects.””  Despite  the
observation that FABP4 seems to be closely
associated to adiposity and fat distribution,
data about the impact of lifestyle changes on
FABP4 are scarce. FABP4 reductions have been
shown during early refeeding of female
subjects with anorexia nervosa in parallel to
weight gain and concomitant gain in fat mass.”
One study postulated that changes in FABP4
levels may discriminate between permanent
and temporary body weight loss in response to
diet restriction.** Only two studies conducted in
healthy Asian women® and obese children®®
have prospectively investigated the impact of
physical activity (PA) and diet on FABP4, and
they showed that weight loss was linked to
FABP4 reduction. However, a similar study in
obese PCOS women produced no effects on
circulating FABP4.”

No studies concerning the impact of a global
lifestyle change on FABP4 levels have been
performed in adult men and women with
elevated CV risk. Considering the effect of
FABP4 on metabolic and vascular processes,
therapeutic actions that decrease their levels
would be of great clinical interest.

Subjects and Methods
Patients and study design

One hundred and forty patients, 105 men and
35 women, aged 22-79 years, with abdominal
obesity and increased global CV risk attending
the vascular medicine and metabolism unit of
our hospital and participating in a prospective

study on the impact of therapeutic lifestyle
changes on CV risk’® were included in the study.
Patients were advised to follow a therapeutic
lifestyle change focusing on increasing leisure
PA, proper nutrition and smoking cessation.
They were evaluated before and after a one-
year intervention period. The inclusion criteria
were abdominal obesity (= 102 cm men; > 88
cm women) and increased global CV risk
because of type 2 diabetes or a global CV risk
according to a 10-year Framingham Risk Score
between 5-20%. Patients with previous CV
disease, neoplasm antecedents or other severe
chronic disease were not included. The usual
pharmacological treatment was maintained or
modified if necessary according to clinical
indications.

A complete physical, anthropometry, general
biochemical and vascular evaluation were
performed before and after the intervention
period. FABP4 plasma levels were measured
before and after a one-year follow-up. The
ethical committee of the hospital approved the
study and all subjects gave written informed
consent.

Therapeutic lifestyle changes

Diet was evaluated by frequency
questionnaires and 24h recall records over
three days administrated at the beginning and
end of the study. Patients were advised to
follow a Mediterranean type diet adapted to
individual energy requirements. Leisure PA was
assessed by the Minnesota Questionnaire,
adapted to the Spanish population,29 at
baseline and at a one-year follow-up. All
participants were advised to increase their PA
reaching at least an additional energy
expenditure of 400-500 kcal day'1 by aerobic
low-to-moderate intensity activities for 30-45
minutes, five times per week. The
recommended activities included walking at a
moderate pace, stationary cycling, or gently
swimming. PA was expressed as metabolic
equivalent hour per week (MET-h wk). Levels
of total PA were categorized as low (< 20 MET-h
wk) and high (> 40 MET-h wk™) before and
after follow-up. Patients were classified
according changes from one level to another
after the follow-up period as increasing,
maintaining or decreasing PA groups.

Smoking status was determined by the
standard questionnaires when indicated.*
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Smokers were advised to stop tobacco
consumption and  pharmacological and
psychological support was given when
necessary. Follow-up medical and dietician
visits were performed at four-month intervals.

Biochemical determinations

FABP4 plasma levels were determined by
commercial ELISA kits (Bio Vendor Laboratory
Medicine Inc., Brno, Czech Republic). Results
were calculated using computerized data
reduction of absorbance for the standards
versus concentrations using a four-parameter
polynomial regression model and expressed as
ug/l. The precision of this assay was 5.3% intra-
assay and 3.9% inter-assay coefficients of
variation. The antibodies used in the human
FABP4 ELISA are highly specific for human
FABP4, with no detectable cross-reactivity to
human FABP1, FABP2, FABP3 or FABPS.

Standard biochemical parameters were
determined via the usual methods. Cholesterol,
triglycerides, APO Al, APO B100, direct LDL-
cholesterol and HDL-cholesterol were
measured using enzymatic and
immunoturbidimetric assays (Spinreact, SA,
Spain) adapted to the Cobas Mira Plus
autoanalyzer (Roche Diagnostics, Spain).

Statistical analyses

Statistical tests and corresponding P-values
were two-sided. In all cases, a P-value of less
than 0.05 was considered statistically
significant. SPSS version 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL) was used for all statistical analyses.
Normality distribution was assessed with the
Kolmogorov-Smirnov test. Log-transformation
was performed before analyses when variables
had a skewed distribution. Spearman
correlation tests were used to analyze bivariate
associations between changes in FABP4 and
changes in other variables. Spearman
correlation results according to PA changes
were plotted using the network drawing
software Cytoscape version 2.6.3>" In the
display, a node represents changes in variable
and a link between nodes represents positive
Spearman correlation values. Different rho
values are represented as long and dotted lines
for those significant correlations between 0.218
< rho < 0.263 or as short and solid lines for
those between 0.491 < rho < 0.539. Square and

circle nodes were wused for significant
correlations in the increasing and non-
increasing PA group, respectively. Partial
bivariate correlation tests were used to adjust
bivariate associations by changes in weight or
body mass index. Data from baseline and at a
one-year follow-up are presented as mean
(95% confidence interval for the mean) for
continuous variables and as frequencies for
categorical variables. The observed differences
of variables before and after the intervention
period within-group were analyzed using the
paired t-test, the Wilcoxon test or chi-squared
test, as appropriate. Changes in variables were
calculated as one-year follow-up values minus
baseline values. The effects of intervention on
different continuous variables between-groups
were assessed by comparing changes in
variables using Kruskal-Wallis tests. One-way
ANOVA was used for comparisons of FABP4
between smokers and non-smokers at baseline.

Forward stepwise multiple linear regression
analyses were performed to find the changes in
variables with an independent significant
association with changes in FABP4. Variables
with a high association (r > 0.700, p < 0.05)
were not included in the same model. The
accepted model was the one with a higher
adjusted R® and lower number of variables
included. The final parameters were obtained
introducing the chosen variables in a linear
regression analysis. We report the B coefficient
values and their 95% confidence intervals (Cl).

Results

Table 1 shows basal and post-intervention
period values of anthropometry, PA, energy
intake, lipids and pharmacological treatment of
patients distributed according to their PA
change category. We observed that changes in
circulating FABP4 levels were inversely
correlated with changes in PA in the whole
group (r = -0.171, P = 0.044) (Figure 1).
Moreover, this association between PA and
FABP4 was enhanced when excluding
participants that did not change their PA (r = -
0.348, P = 0.024) (Figure 1). Increments of
FABP4 correlated positively with increments of
weight (r = 0.211, P = 0.012), waist
circumference (r = 0.190, P = 0.024) and body
mass index (r = 0.213, P = 0.011) in all
participants. The association between PA and
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FABP4 increments was conserved after
adjusting for weight and body mass index
changes (r = -0.167, P = 0.050 and r = -0.184, P
= 0.030; respectively). Changes in FABP4 levels
were also inversely correlated with changes in
APO A1l levels (r = -0.201, P = 0.017) and
positively correlated with changes in insulin
levels (r = 0.207, P = 0.014) in all participants.
All of these associations were lost in the group
of patients with increasing PA (Figure 2).
However, the non-increasing PA group
conserved the positive associations between
changes in FABP4 and changes in insulin and
anthropometric parameters (Figure 2).

Figure 3 shows the changes in circulating FABP4
levels regarding the three categories of PA
modification. Increasing PA compared to
maintaining or even decreasing PA, significantly
reduced FABP4 levels. Moreover,
independently of the initial levels of PA,
increasing versus decreasing PA account for an
average decrease of FABP4 levels of 10.3 units
(P < 0.015). The reduction in FABP4 levels
observed in the increasing PA group was
directly associated with a reduction in APO
B100 and LDL cholesterol levels (r = 0.491, P =
0.017 and r = 0.539, P = 0.008; respectively)
(Figure 2).

As expected, in the decreasing PA group,
weight and body mass index increased
significantly (P = 0.002 and P = 0.020,
respectively), and the same tendency was
observed for waist circumference (P = 0.123)
(Table 1). These parameters were not modified
in the maintaining PA group whereas in the
increasing PA group, waist circumference,
weight and body mass index were significantly
reduced (P = 0.009, P = 0.003 and P = 0.004,
respectively) (Table 1). Moreover, the
increment of MET-h wk™ inversely correlated
with variations in weight (r = -0.407, P < 0.001),
waist circumference (r = -0.359, P < 0.001) and
body mass index (r = -0.405, P < 0.001).
However, those patients who reduced weight
without changes in PA (maintaining PA group),
showed no changes in their circulating FABP4
levels after the intervention period (30.6
(95%Cl, 25.9 — 35.2) ug I* at the one-year
follow-up vs. 31.3 (95%Cl, 27.0 — 35.6) pg I at
baseline, P = 0.556). Those patients who
increased PA without changes in weight
showed reduced circulating FABP4 levels after
the intervention period (28.0 (95%Cl, 8.5 —
47.5) pg I'" at the one-year follow-up vs. 34.7
(95%Cl, 9.7 — 59.8) pg I'* at baseline, P = 0.046).

Total caloric intake was not altered during the
study regardless of the PA group (Table 1).
Dietary parameters weren’t significantly
associated with FABP4 modifications (data not
shown).

There were no differences in FABP4 levels
between smokers and non-smokers (29.2
(95%Cl, 24.9 — 33.4) ug I vs. 29.6 (95%Cl, 26.7
- 32.5) pg I, respectively, P = 0.605) at
baseline and quitting smoking was not
associated with changes in FABP4 levels (P =
0.541).

Finally, stepwise multiple regression analyses
were performed to evaluate the independent
predictors of changes in FABP4 levels. In all
participants, changes in PA were selected as
independent factors contributing to FABP4
changes (P = 0.015). Excluding from the
analyses those participants with no changes in
PA, changes in APO Al and in PA were the
independent factors associated with FABP4
changes (B = -0.409 (95%Cl, -0.812 —-0.006, P =
0.016 and B =-0.206 (95%Cl, -0.371 — -0.040, P
= 0.047), respectively). Changes in PA were the
main contributor (15%) to FABP4 changes. In all
cases, changes in anthropometric parameters
were excluded from the generated models.

Discussion

This study is the first to communicate that an
increase in PA, regardless of weight loss, during
a therapeutic lifestyle change program, leads to
a decrease in circulating FABP4 in patients at
elevated CV risk. Weight loss was also
associated with FABP4 reduction. Variations in
other components of the therapeutic lifestyle
changes, such as smoking and diet, did not
contribute to FABP4 modifications. Our group
and others have already communicated that
FABP4 is associated with body fat mass.”™ It
has been suggested that FABP4 changes reflect
fat mass dynamics and nutritional
status.""******  Fisher et al. demonstrated a
decreased expression of FABP4 in the
subcutaneous adipose tissue of subjects with
weight loss.”® Because PA was also associated
with body weight reduction in our study, it
would be logical to consider that the impact of
PA on FABP4 levels could be mediated by fat
mass reduction. However, in our study, the
inverse correlation between PA and FABP4
remained after adjustment for body weight
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reduction. Moreover, those subjects who
reduced their weight without increasing PA did
not modify their FABP4 levels, and conversely,
those patients who increased their PA without
succeeding in lowering weight significantly
decreased their FABP4 levels. Only the change
in PA independent of changes in weight, waist
circumference or body mass index, was the
determinant of FABP4 changes in a regression
analysis. Thus, we consider that increasing PA
reduces FABP4 independently and additionally
to the effect of weight loss. In line with our
results, Choi et al. and Reinher et al. showed a
decrease in FABP4 levels after physical training
and weight loss in a group of obese women and
children, respectively,”>”® whereas Méhlig et al.
observed no FABP4 changes after a four-month
lifestyle intervention period in PCOS patients.27

The mechanisms responsible for changes in
circulating FABP4 remain unknown. Adipose
tissue is considered to be the major contributor
of FABP4 in the circulation; therefore, any
body-weight loss will result in a decrease in
FABP4. However, as commented above, the
impact of PA on FABP4 seems to be only
partially mediated by changes in fat depots,
thus, the direct impact of PA mediated by
increasing energy expenditure, fat oxidation,
etc., must be taken into account. Interestingly,
it has been observed that endurance exercise
training is associated with increased
accumulation of FABP4 in skeletal muscle
fibers,>** probably due to an increased lipolysis
in the tissue or perhaps a higher FABP4 tissue
retention could results in its plasma reduction.

FABP4 variations, as expected, were directly
correlated with increments in body fat and
insulin function parameters. Interestingly, in
those patients increasing PA, these correlations
were lost whereas strong associations were
observed between FABP4 changes and LDL
cholesterol and APO B100 variations. The
association between FABP4 and lipid
metabolism has been previously reported. We
have communicated an association between
FABP4 and atherogenic dyslipidemia in type 2
diabetic patients.14 FABP4 deficient mice have
lower total and non-HDL cholesterol levels.*® Xu
et al. demonstrated a positive association
between FABP4 and LDL-cholesterol in non-
obese subjects,’ and recently, Engl et al.
demonstrated that reductions in FABP4 levels
were the predictors of changes in total
cholesterol levels during the refeeding of
patients with anorexia nervosa.” Likewise,
Siahanidou et al. reported that total cholesterol

and weight gain were the only independent
predictors of FABP4 levels in preterm infants.”’
Our results suggest that while FABP4 s
naturally associated with body fat and insulin
dependent metabolism, PA leads to metabolic
changes modifying both FABP4 and LDL
metabolism components.

High FABP4 plasma levels are considered to be
metabolic and vascular damage markers, but its
strong association with metabolic alteration
and vascular lesion suggests a possible causal
effect. Moreover, it has been shown, in vitro,
that FABP4 interferes with the insulin receptor
signalling cascade,® and, recently, it was
communicated that FABP4 induces functional
alterations to cardiomyocytes.39 Therefore,
knowledge  of  mechanisms regulating
circulating FABP4 reductions, such as increasing
PA and weight loss, will allow for new
therapeutic strategies to prevent metabolic and
vascular risk in obese patients.
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Legends to Figures

Figure 1. Association of changes in circulating
FABP4 levels (one-year follow-up FABP4 value
minus baseline FABP4 value) with changes in PA
(one-year follow-up MET-h wk™ value minus
baseline MET-h wk™ value). Solid line = all
participants (n = 140); dotted line = participants
with changes in PA (n = 42).

Figure 2. lllustration of Spearman correlation
coefficients (rho) between changes in variables
(one-year follow-up values minus baseline
values) and changes in FABP4 (one-year follow-
up FABP4 value minus baseline FABP4 values)
created with the software Cytoscape.31 The
nodes represent changes in variables and a link
between nodes indicates significant correlation
between values. Different rho are represented
as long and dotted lines for those correlations
between 0.218 < rho < 0.263 or short and solid
lines for those correlations between 0.491 <
rho < 0.539. Square and circle nodes were used
for the correlations in the increasing and non-
increasing PA group, respectively.

Figure 3. Column plot showing changes in
circulating FABP4 levels (one-year follow-up
FABP4 value minus baseline FABP4 value) in
decreasing (n = 19), maintaining (n = 98) or
increasing (n = 23) PA groups of patients. * P <
0.05 for the comparisons between categories of
PA evolution.
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Table 1. Participant characteristics at baseline and after one-year intervention divided by categories of changes in physical activity.

Decreasing PA Maintaining PA Increasing PA
Variables (n=1@) (n=1ga) (n=23)
Baseline Follow-up Baseline Faollow-up Baseline Faollow-up

Clinical data

Gender (men, %) Ta Fik| BT

Age (years) 55 (51—50) 54 (52-58) 53 (40-58)

Weight (kg) 01.4 (BE.2—06.6) 04,1 (88.5—00_7)" 87.0 (B5.0—20.8) 87.7 (B4.6—20.7) 28.0 (24.0-03.0) 26.3 (81.1—01.5)"

BMI (kg m™) 328 (30.8—34.7) 33.7 (31.8-35.8)" 21.4 (30.7-22.1) 31.3 (30.5—32.2) 21.5 {20.1-32.0) 30.5 (29.0—32.1)"

Waist circumference (cm)

Lifestyle parameters
PA (MET-hwk )

E intake / E requirements

Biochemical parameters

Tatal-cholestersl (mmol I}
LOL-cholesteral (mmal ™'}

HDL-cholesteral {mmod ')

Triglyearides (mmel )

APD A1 (mg di™)

APO B100 (mg di™)
Medications

Statins (%)

Fibrates (%)

Antihypertensive drugs (%)
Oral antidiabetic drugs (%)

107.1 {103.2—111.0)

42 4 (36.7—48.0)
0.95 (0.84—1.08)

5.4 (4.8-6.1)
3.6 (3.0—4.1)
1.3 (1.2-1.4)
2.8(2.2-2.3)

130 (123—128)

124 (110—139)

32
32
53
a7

108.2 (104.5—111.8)

23.2 (17.8-28.7)"
0.80 {0.78—1.02)

5.1 (4.3-58)
3.2 (2.6-3.8)
1.2 (1.1-1.4)
2.8(1.6-28)

131 (125—137)
114 (98—130)

63"
21
fil-]
47

105.8 {103.8—107.5)

248 (20.4—28.2)

1.04 (0.87—1.10)

5.3 (5.1—5.8)
3.3 (3.1-3.5)
1.3(1.3—14)
3.2 (2.6-3.8)
133 (130—136)
118 (114—123)

38
7
20

104.8 (102.7—106.9)

28.7 (22.9-34.5)"
0.98 (0.92—-1.04)

5.2 [4.8-5.5)
3.1(2.8-3.3)"
13 (1.3—1.4)
3.0 (2.4-3.8)
135 (132137}
117 (110—125)

&5

21

103.4 (100.1—10&.8)

17.5 (13.4-21.7)
1.00 (0.87-1.13)

5.4 [48-6.1)
3.2 (2.8-3.8)
1.4 (1.3—1.5)
3.5(1.3-57)
123 (127-139)
114 (105—124)

fals]
43
43

029 (B8 4—103.5)"

38.0 (34.0—44.0)°
1.02 (0.84—1.10)

5.2 (4.8-5.8)
3.3 (2.8-3.7)
1.4 (1.3—1.5)
2.2 (1.6-2.8)
128 (130—145)
114 (104—123)

TS
30
4z

‘Values are means (5% confidence interval for the mean) or frequencies.
PA, physical activity; BMI, body mass index; MET-h wh'1. metabolic equivalent hour per week; E. energy; LOL, low-density lipoprotein; HDL, high-density lipoprotein;

APO, apolipoprotein

* P < 0.05 for the comparison of measures at baseline and follow-up by the non-paramefric paired-samples Wilcoxon test for continuous vanables or by the chi-squared
test for categorical variables in each category of PA evolution
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Concentraciones plasmaticas de FABP4 y evolucion del sindrome metabdlico
Circulating FABP4 concentrations and metabolic syndrome evolution
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Resumen

Antecedentes: Los niveles circulantes de FABP4 se han asociado a alteraciones metabdlicas y se han
considerado un biomarcador predictivo de desarrollo de sindrome metabdlico (SM) independiente de la
adiposidad y la resistencia a la insulina en sujetos asiaticos no diabéticos.

Objetivo: Evaluar la relacién entre los cambios en los niveles circulantes de FABP4 y la regresién o
progresion de SM en sujetos incluidos en un programa global de cambios terapéuticos de estilo de vida.
Pacientes y Métodos: En este estudio prospectivo de 1 afio de duracién se incluyeron 140 sujetos con
obesidad abdominal y riesgo cardiovascular global aumentado. Se evalud la asociacion entre los cambios
en los niveles de FABP4 y la evolucidn del diagnéstico de SM y sus componentes. También se analizaron
cambios en otros pardmetros bioquimicos, marcadores antropomeétricos y pardmetros vasculares.
Resultados: Se observd un aumento en los niveles de FABP4 asociado a la progresion de SM y una
reduccion de los niveles de FABP4 asociada a regresion de SM. El aumento en los niveles de FABP4 se
asocié con la aparicién tanto de hipertrigliceridemia como de colesterol-HDL bajo, mientras que las
reducciones de FABP4 se asociaron con la desaparicién de los criterios de SM de obesidad abdominal,
colesterol-HDL bajo y glicemia basal. Los predictores de progresion de SM fueron aumentos en el
perimetro abdominal y las concentraciones de insulina. Las disminuciones de FABP4 fueron el Unico
predictor independiente de regresion de SM.

Conclusiones: Las variaciones en la concentracién plasmdatica de FABP4 se asocian a la progresién o
regresién de SM. Dado el impacto de FABP4 sobre diversos componentes de SM no podemos descartar
una relacion causal entre el descenso de FABP4 y la regresion de SM.

Abstract

Background: Circulating FABP4 levels had been associated to metabolic alterations and they have been
considered a predictive biomarker of metabolic syndrome development independently of adiposity and
insulin resistance in non-diabetic Asians.

Objective: To evaluate the relationship of changes in FABP4 levels and MS regression or progression in a
group of subjects enrolled in a lifestyle therapeutic changes program.

Methods: In the present study, we included 140 subjects with abdominal obesity and increased global
cardiovascular risk which were prospectively followed up for 1 year. The association of changes in FABP4
levels with changes in MS and its components was evaluated. Changes in other biochemical parameters,
anthropometric markers and vascular data were also investigated.

Results: We observed an increase in FABP4 levels associated to MS progression and a reduction in FABP4
levels associated to MS regression. The increase in FABP4 levels were associated to the appearance of
either the triglyceridemia or the HDL-cholesterol MS components, while FABP4 reductions were
associated to the regression of either the abdominal obesity, HDL-cholesterol or the basal glycemia
criteria of MS. The predictors of MS progression were positive changes in insulin and waist
circumference. FABP4 reductions were the only independent predictor of MS regression.

Conclusions: Variations in circulating FABP4 levels are associated with MS progression and regression.
Considering the impact of FABP4 on several MS components we cannot exclude a causal relationship
between FABP4 reduction and MS regression.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

Introduccion

El sindrome metabdlico (SM) es la conjuncidn
de varios factores de riesgo como son la
obesidad abdominal, la dislipemia, Ia
hipertensién y la hiperglicemia. La resistencia a
la insulina se considera un factor patogénico
fundamental. Los sujetos con SM tienen un
riesgo de desarrollar enfermedad
cardiovascular y diabetes tipo 2 aumentado® 2,
Trabajos recientes han sugerido un papel
central del tejido adiposo como drgano
dindmico que, a parte de almacenar energia,
actla como odrgano endocrino secretando
moléculas bioactivas como mediadores de
inflamacion, varias citoquinas y adipoquinas
involucradas en el desarrollo de la resistencia a
la insulina y la arteriosclerosis®. La adipocyte
fatty acid-binding protein o FABP4 es una
proteina presente en el citoplasma de
adipocitos y macréfagos donde se ha
relacionado con la respuesta inflamatoria, el
metabolismo lipidico y glucidico™®. Estudios en
modelos animales han permitido avanzar en el
conocimiento de la implicacién de la FABP4 en
estos procesos. Se ha demostrado que la
deficiencia de FABP4 protege frente al
desarrollo de hiperinsulinemia, hiperglicemia y
resistencia a la insulina cuando se induce
obesidad’ y reduce lesiones arterioscleréticas
en modelos hipercolesterolémicos™ 89 Estudios
en humanos han demostrado la presencia de
FABP4 en circulacion'® y aunque se desconoce
su funcidn se ha propuesto como marcador en
diferentes patologias asociadas a alteraciones
metabdlicas. Se han descrito niveles circulantes
de FABP4 elevados en sujetos con sobrepeso,
obesidad"®, dislipemia aterégena’’ %
enfermedad cardiovascular™™. Estudios
prospectivos han propuesto que los niveles
circulantes de FABP4 podrian ser predictores de
desarrollo de diabetes tipo 2 y sm*™ e,

Las alteraciones metabdlicas del SM se ven
fuertemente influenciadas por la modificacion
del estilo de vida y de los habitos de
alimentacion'’. Sin embargo existen escasos
estudios del efecto de cambios de estilo de vida
sobre los niveles de FABP4. Estudios recientes
muestran que los niveles circulantes de FABP4
pueden ser reducidos por programas de
ejercicio fisico y consejos nutricionales en
sujetos obesos™® *° aunque no han demostrado
su efectividad en pacientes con riesgo
cardiovascular como el sindrome del ovario
poliquistico®®. Por otra parte no existen

estudios prospectivos de regresién de SM y su
asociacién con los niveles circulantes de FABP4.

En este estudio evaluamos el efecto de un
programa global de cambios de estilo de vida
sobre el SM y su repercusidn sobre los niveles
circulantes de FABP4 en una poblacién con
elevado riesgo cardiovascular.

Pacientes y métodos
Sujetos de estudio

En estado basal se analiz6 una cohorte de 405
pacientes, 254 hombres y 151 mujeres, de 22-
79 afios, con obesidad abdominal y riesgo
cardiovascular global aumentado que eran
derivados a la unidad de medicina vascular y
metabolismo de nuestro hospital. En el estudio
prospectivo se incluyeron 140 pacientes, 105
hombres y 35 mujeres, de 22-79 afios, de esta
misma cohorte que participaban en un estudio
prospectivo del impacto de cambios
terapéuticos de estilos de vida sobre el riesgo
cardiovascular de 1 afio de duracién®. Los
consejos sobre los cambios de estilo de vida
que recibieron los pacientes se basaron en el
aumento de la actividad fisica (AF) en su tiempo
libre, en seguir una dieta sana y dejar de fumar.
Los criterios de inclusién fueron presentar
obesidad abdominal segun criterios del ATPIII
(= 102 cm hombres; = 88 cm mujeres) y riesgo
cardiovascular global aumentado
considerandose la presencia de diabetes tipo 2
0 un riesgo cardiovascular global segun el
Framingham Risk Score entre 5-20% a 10 afios.
Se excluyeron del estudio aquellos sujetos con
antecedentes de enfermedad cardiovascular,
neoplasia y otras enfermedades crdnicas
severas. El tratamiento farmacoldgico habitual
fue mantenido durante todo el tiempo de
intervencién o bien fue modificado segun
requerimientos individuales siguiendo las
indicaciones clinicas habituales. EI SM se
definié siguiendo los criterios de ATPIIl en
aquellos sujetos que presentaban al menos 3
de los siguientes factores: obesidad abdominal
(= 102 cm hombres; > 88 cm mujeres); tension
arterial > 130/85 mmHg o tratamiento
hipotensor; triglicéridos > 1.69 mmol/l; HDL <
1.03 mmol/l (hombres) o < 1.29 mmol/
(mujeres); y glicemia basal > 6.1 mmol/I.

Se recogieron los datos fisicos,
antropométricos, vasculares y se les practicé un
analisis bioquimico general antes y después del
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periodo de intervencion. Ademas los niveles
circulantes de FABP4 fueron cuantificados
antes y después del seguimiento de 1 afio. El
comité ético de nuestro hospital aprobd el
estudio y todos los participantes firmaron un
consentimiento informado antes de entrar en
el estudio.

Cambios terapéuticos de estilo de vida

La dieta fue evaluada mediante cuestionarios
de frecuencia y registros de 3 dias de recogida
de datos 24h que fueron suministrados al
principio y al final del estudio. Las
recomendaciones dietéticas que se hicieron se
basaron en seguir una dieta tipo Mediterranea.
La AF en el tiempo libre fue valorada al inicio y
al final del estudio mediante el cuestionario de
Minnesota adaptado a la poblacion espaﬁolau.
Se recomendd a todos los participantes
incrementar su AF realizando actividades de
baja y moderada intensidad durante 30-45
minutos, 5 veces por semana, para conseguir al
menos un gasto energético adicional de 400-
500 kcal/dia. Las actividades recomendadas
incluyeron andar caminar a un ritmo
moderado, bicicleta estacionaria o nadar
suavemente. El habito tabaquico se determiné
mediante cuestionarios estandar”. Se aconsejo
que los fumadores abandonaran el consumo de
tabaco y se les facilitd soporte farmacolégico y
psicoldgico cuando fue necesario. Se realizd un
seguimiento medico y dietético cada 4 meses.

Determinaciones bioquimicas

Las concentraciones circulantes de FABP4 se
determinaron en plasma de los pacientes
mediante kits comerciales de ELISA (Bio Vendor
Laboratory Medicine Inc.,, Brno, Republica
Checa). Los resultados se calcularon utilizando
un modelo de regresion polinomial de 4
parametros y se expresaron como pg/l. La
precisién intraensayo fue de 5.3% CV vy
interensayo de 3.9% CV. Los anticuerpos
utilizados en este kit de ELISA de FABP4
humano son altamente especificos para la
FABP4 humana y no presentan reactividad
cruzada detectable para las FABP1, FABP2,
FABP3 o FABP5 humanas.

Los parametros bioquimicos generales se
determinaron mediante métodos estandar. El
colesterol, los triglicéridos, la APO A1, la APO
B100, la medicién directa del colesterol LDL y

del colesterol HDL se evaluaron mediante
métodos enzimaticos e inmunoturbidimétricos
(Spinreact, SA, Espafia) adaptados para el
autoanalizador Cobas Mira Plus (Roche
Diagnostics, Espafia).

Determinacion del grosor de la intima media

Para la obtencién de las imagenes carotideas
para las mediciones del grosor de la intima
media (GIM) se utilizé un An Acusson Sequoia
sonograph  (Siemens Medical Solutions,
Erlangen, Germany) equipado con una sonda
linear array de ultrasonidos (8L5 5-12 MHz
transductor de pequefias piezas de banda
ancha). Se obtuvieron 3 determinaciones de
cada uno de los siguientes segmentos: arteria
carétida comun, interna y bulbo de ambos
lados derecho e izquierdo. El valor medio de
todos ellos fue definido como el GIM medio.

Andlisis estadisticos

Para todos los andlisis se utilizé6 el paquete
informatico SPSS version 17.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL). Los datos presentados en las tablas
expresan medias * desviacidon estandar para las
variables continuas o la frecuencia para las
variables categoricas. Todos los valores de p
obtenidos fueron bilaterales y se considerd
estadisticamente significativo un valor de p <
0.05. Los cambios en las variables se calcularon
como el valor de la variable a 1 afio de
seguimiento menos el valor basal de la variable.
Las comparaciones de cambios en las variables
se analizaron mediante el test no paramétrico
de la U de Mann-Whitney en cada categoria de
cambio de SM. El andlisis estadistico se
completd con andlisis de regresion lineal
multiple por pasos hacia delante para estudiar
los cambios en las variables con una asociacion
independiente y significativa con cambios en
FABP4. Las variables con una asociacidn
elevada (r > 0.700, p < 0.05) no se incluyeron en
el mismo modelo. Los modelos aceptados
fueron aquellos con la mayor R? y el minimo
numero de variables incluidas. Los parametros
finales se obtuvieron introduciendo en un
modelo forzado las variables escogidas en un
analisis de regresidon lineal. En las tablas se
presentan los coeficientes B no estandarizados
+ error tipico para los resultados de los
modelos de regresion lineal multiple.
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Resultados
Caracteristicas de los sujetos de estudio

De la cohorte de 405 sujetos analizados en
estado basal, el 66% (n=267) presentaron
criterios de SM segun ATPIll. La Figura 1
muestra las concentraciones basales de FABP4
distribuidas segun género y presencia de SM.
Observamos que las concentraciones de FABP4
fueron significativamente mas elevadas en
presencia de SM tanto en hombres (28.1 (25.9
—30.3) pg/l vs 21.8 (19.7 — 23.9) pg/l, p<0.001)
como en mujeres (42.0 (39.0 — 45.0) pg/l vs
36.0 (31.2 — 40.9) pg/l, p=0.031).

La Tabla 1 muestra las caracteristicas clinicas de
los pacientes del estudio prospectivo. Esta tabla
resume la incidencia de SM y de sus
componentes en estado basal y a 1 afio de
seguimiento. Un 20% de los sujetos
inicialmente diagnosticados de SM (n=96)
mostraron regresion de esta alteraciéon
metabdlica tras el periodo de intervencién. Por
otra parte, al inicio del estudio 43 sujetos no
cumplian criterios de SM (n=43) y 28% de estos
sujetos desarrollaron SM al afio de
seguimiento.

Datos  antropométricos, biogquimicos 'y
vasculares y cambios de SM

El grupo de sujetos que revirtieron criterios de
SM, presentaron una disminucion significativa
del perimetro abdominal, de las
concentraciones de triglicéridos y insulina y del
riesgo cardiovascular calculado segun la
formula  de  Framingham  cuando los
comparamos con el grupo de sujetos que
mantuvieron criterios de SM a lo largo del
estudio (Tabla 2). No se observaron cambios en
las concentraciones séricas de glucosa ni en los
pardmetros vasculares.

El seguimiento revelé que los sujetos que
desarrollaron SM comparados con los sujetos
gue no presentaron SM a lo largo del estudio,
aumentaron todos los parametros
antropométricos registrados, aunque
Unicamente el aumento del perimetro
abdominal alcanzé significacion estadistica
(Tabla 2). De los pardmetros bioquimicos
analizados, las concentraciones de insulina
aumentaron con la aparicion de SM,
acompaiadas por una progresion en el GIM
(Tabla 2). En este grupo, las concentraciones de

glucosa presentaron una tendencia a aumentar
aunque no alcanzaron niveles estadisticamente
significativos. Sin embargo no se observaron
cambios ni en los niveles de triglicéridos ni en el
riesgo  cardiovascular  calculado  segun
Framingham. No se observé ningun otro
cambio en los parametros lipidicos (APOA1,
APOB100, colesterol total, colesterol LDL y HDL)
ni cambios en la tensidn arterial asociados a
cambios en la presencia de SM.

La Figura 2 muestra los cambios en los niveles
circulantes de FABP4 en el seguimiento
distribuidos segun la evolucidbn de SM.
Observamos un aumento de los niveles
circulantes de FABP4 asociados a progresion de
SM y una reduccién de estos niveles asociados
a regresion de SM. Los cambios en FABP4
fueron estadisticamente significativos entre el
grupo de progresion y el grupo sin SM
(p=0.019) y entre el grupo de regresion y el
grupo con mantenimiento de SM (p=0.001). Sin
embargo, no se observaron diferencias
significativas en FABP4 entre el grupo de
sujetos que mantuvieron criterios de SM vy el
grupo de progresién a SM (Figura 2).

La progresion a SM representd un aumento
medio de 4.9 unidades de FABP4, mientras que
la regresién de SM resulté en una disminucién
media de 8.8 unidades de FABP4 (Tabla 3).

Concentraciones circulantes de FABP4 'y
cambios en los componentes del SM

La Figura 3 muestra los cambios en FABP4
considerando los componentes de SM
individualmente. Los niveles circulantes de
FABP4 disminuyeron significativamente en los
sujetos que presentaron regresion de los
siguientes criterios de SM: obesidad abdominal
(p=0.023) (Figura 3A), colesterol-HDL (p=0.032)
(Figura 3C) o glicemia basal (p=0.022) (Figura
3E), respecto a los sujetos que mantuvieron
estos criterios de SM a lo largo del estudio. Sin
embargo, los niveles circulantes de FABP4
aumentaron significativamente en aquellos
sujetos en los que debutaron en la presencia de
trigliceridemia  (p=0.058) (Figura 3B) vy
colesterol-HDL bajo (p=0.043) (Figura 3C),
comparado con aquellos sujetos que se
mantuvieron sin la aparicién de estos criterios
de SM a lo largo del estudio.
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Predictores de cambio en SM

La Tabla 3 muestra los predictores de evolucién
de SM en la poblacién de estudio. Los
predictores de regresion de SM incluyeron
reducciones en todas las variables
antropométricas analizadas (peso, IMC vy
perimetro  abdominal), en el riesgo
cardiovascular calculado segun Framingham y
en los niveles circulantes de FABP4. Sin
embargo, no se observaron cambios en el GIM
asociados a regresion de SM en este estudio.

Por otro lado, los predictores asociados a la
aparicion de SM fueron un aumento en el
perimetro abdominal y en las concentraciones
de insulina y FABP4. Elevaciones en el GIM
presentaron una tendencia muy proxima a la
significacion estadistica de estar asociadas con
la aparicién de SM.

Finalmente realizamos andlisis de regresién
multiple hacia adelante para evaluar los
predictores independientes asociados a
cambios en SM (Tabla 4). Unicamente la
reduccién en los niveles circulantes de FABP4
fue un predictor independiente de la regresion
de SM, mientras que los factores asociados
independientemente con la progresion de SM
fueron el aumento en el perimetro abdominal y
en las concentraciones de insulina.

Discusion

Este estudio es el primero en comunicar que la
reduccion de las concentraciones circulantes de
FABP4 durante un programa terapéutico de
cambios de estilo de vida podria ser un
predictor de regresion de SM en pacientes con
obesidad abdominal y riesgo cardiovascular
elevado independiente de cambios en Ia
adiposidad y la resistencia a la insulina. Es
conocida la asociacion de los niveles circulantes
de FABP4 y la obesidad o la resistencia a la
insulina'® **. Las concentraciones de FABP4
estan aumentadas en pacientes con SM tengan
o no diabetes tipo 2'% ' Ademas las
concentraciones de FABP4 correlacionan
positivamente con todos los parametros que
definen el SM y aumentan con la presencia de
mayor numero de componentes de SM. Sin
embargo la asociacidn positiva entre FABP4 y
marcadores de resistencia a la insulina no se ha
observado en pacientes con diabetes tipo 2%,
Los resultados de un estudio prospectivo a 5

afios en sujetos de origen asiatico demostraron
que las concentraciones basales de FABP4
predicen el desarrollo de SM
independientemente de la adiposidad y la
resistencia a la insulina'®. Nuestro estudio
realizado en sujetos caucdsicos no confirma
estos resultados. Aunque el aumento en las
concentraciones de FABP4 se asocié con la
aparicion de SM a 1 afio, juntamente con el
aumento de las concentraciones de insulina,
del indice HOMA, del perimetro abdominal y
del GIM, las variaciones de FABP4 no se
mantuvieron como predictor independiente de
desarrollo del SM, quedando como tales el
aumento en el perimetro abdominal y en las
concentraciones de insulina. Cabe destacar que
una de las variables que pueden estar
influenciando el resultado obtenido es que
nuestro estudio incluia la diabetes como uno de
los criterios de inclusion a diferencia del
estudio de Xu y colaboradores'®. Nuestro grupo
ha demostrado previamente que los sujetos
con diabetes tipo 2 presentan niveles mas
elevados de FABP4 asi mismo Tso vy
colaboradores”® han demostrado que los
niveles de FABP4 pueden ser un predictor de
desarrollo de diabetes tipo 2. En la misma linea,
nuestro grupo de pacientes presentaba un
riesgo cardiovascular moderado-alto lo cual
puede estar también sesgando el resultado,
dando ya unos valores basales de FABP4
superiores. Esta bien establecida la asociacion
de la FABP4 con la enfermedad cardiovascular
en modelos animales. La deficiencia en FABP4
proporciona una proteccion frente la
enfermedad cardiovascular en  modelos
animales de hipercolesterolemias’ °. Estudios
publicados por otros grupos en humanos
muestran que las concentraciones circulantes
de FABP4 se asocian positivamente con
elevaciones del GIM“, con mayor nimero de
vasos estendticos™ y con mayor volumen de
placa™. Sin embargo, nuestro grupo tampoco
ha podido confirmar una asociacion entre los
niveles circulantes de FABP4 y arteriosclerosis
en pacientes con diabetes tipo 2%,

Dado el elevado riesgo cardiovascular de estos
pacientes es interesante todo aquel
tratamiento dirigido a reducir cualquier factor
de riesgo en estos pacientes. Por ello es de
interés clinico el desarrollo de tratamientos
dirigidos a disminuir los componentes del SM
asi como el estudio de nuevos marcadores que
permitan el seguimiento o sirvan de predictores
de evolucion de esta enfermedad. Nuestro
estudio muestra que existe una asociacion
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entre la reduccién de los niveles circulantes de
FABP4 y la desaparicién del diagnéstico de SM,
es decir con la reduccién de componentes del
SM. Aunque la reduccion de FABP4 se observo
con la desaparicidon de los criterios de SM de
colesterol HDL bajo, glicemia basal y obesidad
abdominal, la asociacion entre la reduccién de
FABP4 y regresion de SM fue independiente de
cambios en la adiposidad, el perfil lipidico y la
resistencia a la insulina. Por ello no podemos
descartar que descensos en FABP4 pudieran
colaborar en la regresion de algunos
componentes de SM. En este sentido FABP4 se
ha implicado directamente en el control de la
lipdlisis adipocitaria®®, en la accién del receptor
de la insulina®® *’ y la contractilidad de células
musculares cardiacas’®. Los niveles de FABP4
pueden ser modificados farmacoldgicamente
por la accion de las estatinas. Existe un estudio
que muestra que las estatinas pueden reducir
la FABP4 en sujetos hipercolesterolémicoszg.
Ademas recientemente se ha observado que la
reduccion del peso corporal y la actividad fisica
pueden reducir los niveles de FABP4 en
pacientes obesos™ . Estos resultados junto
con el presente estudio sugieren que un
programa de cambios de estilo de vida
adecuado a los factores de riesgo
cardiovascular podria ser de utilidad en el
manejo clinico de pacientes con SM y elevado
riesgo cardiovascular. Se requiere de estudios
con un nimero mayor de pacientes y mayor
tiempo de seguimiento para confirmar el papel
de la FABP4 en la regresion del SM.

Agradecimientos

Proyecto financiado por la Fundacién/Sociedad
Espafiola de Arteriosclerosis. Beca FEA/SEA
2006 para Investigacion Clinico-Epidemioldgica:
Aspectos  clinico-epidemioldgicos de la
arteriosclerosis y sus factores de riesgo. Una
comunicacion referente a esta linea de trabajo,
titulada: “La fatty acid-binding protein de
adipocito estd aumentada en el sindrome
metabdlico y el tratamiento con
tiazolidinadionas en pacientes con diabetes
tipo 2”, fue presentada en el XX Congreso
Nacional de la Sociedad Espafiola de
Arteriosclerosis celebrado en Valencia el afio
2007 y galardonada con una mencidn especial.
El CIBER de Diabetes y Enfermedades
Metabdlicas Asociadas es una iniciativa de
ISCII.

Bibliografia

1. Malik S, Wong ND, Franklin SS, Kamath TV,
L'ltalien GJ, Pio JR, et al. Impact of the
metabolic syndrome on mortality from
coronary heart disease, cardiovascular disease,
and all causes in United States adults.
Circulation. 2004;110:1245-50.

2. Ford ES. Risks for all-cause mortality,
cardiovascular disease, and diabetes associated
with the metabolic syndrome: a summary of
the evidence. Diabetes Care. 2005;28:1769-78.
3. Kershaw EE, Flier JS. Adipose tissue as an
endocrine organ. J Clin Endocrinol Metab.
2004;89:2548-56.

4. Makowski L, Hotamisligil GS. Fatty acid
binding proteins--the evolutionary crossroads
of inflammatory and metabolic responses. J
Nutr. 2004;134:24645-8S.

5. Boord JB, Maeda K, Makowski L, Babaev VR,
Fazio S, Linton MF, et al. Combined adipocyte-
macrophage fatty acid-binding  protein
deficiency improves metabolism,
atherosclerosis, and survival in apolipoprotein
E-deficient mice. Circulation. 2004;110:1492-8.
6. Makowski L, Brittingham KC, Reynolds JM,
Suttles J, Hotamisligil GS. The fatty acid-binding
protein, aP2, coordinates = macrophage
cholesterol trafficking and inflammatory
activity. Macrophage expression of aP2 impacts
peroxisome proliferator-activated receptor
gamma and lkappaB kinase activities. J Biol
Chem. 2005;280:12888-95.

7. Hotamisligil GS, Johnson RS, Distel RJ, Ellis R,
Papaioannou VE, Spiegelman BM. Uncoupling
of obesity from insulin resistance through a
targeted mutation in aP2, the adipocyte fatty
acid binding protein. Science. 1996;274:1377-9.
8. Makowski L, Boord JB, Maeda K, Babaev VR,
Uysal KT, Morgan MA, et al. Lack of
macrophage fatty-acid-binding protein aP2
protects mice deficient in apolipoprotein E
against atherosclerosis. Nat Med;2001;7:699-
705.

9. Boord JB, Maeda K, Makowski L, Babaev VR,
Fazio S, Linton MF, et al. Adipocyte fatty acid-
binding protein, aP2, alters late atherosclerotic
lesion formation in severe
hypercholesterolemia. Arterioscler Thromb
Vasc Biol. 2002;22:1686-91.

10. Xu A, Wang Y, Xu JY, Stejskal D, Tam S,
Zhang J, et al. Adipocyte fatty acid-binding
protein is a plasma biomarker closely
associated with obesity and metabolic
syndrome. Clin Chem. 2006;52:405-13.

11. Cabre A, Lazaro |, Girona J, Manzanares JM,
Marimon F, Plana N, et al. Plasma fatty acid



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

binding protein 4 is associated with atherogenic
dyslipidemia in diabetes. J Lipid Res.
2008;49:1746-51.

12. Yeung DC, Xu A, Cheung CW, Wat NM, Yau
MH, Fong CH, et al. Serum adipocyte fatty acid-
binding protein levels were independently
associated  with  carotid atherosclerosis.
Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2007;27:1796-
802.

13. Rhee EJ, Lee WY, Park CY, Oh KW, Kim BJ,
Sung KC, et al. The association of serum
adipocyte fatty acid-binding protein with
coronary artery disease in Korean adults. Eur J
Endocrinol. 2009;160:165-72.

14. Miyoshi T, Onoue G, Hirohata A, Hirohata S,
Usui S, Hina K, et al. Serum adipocyte fatty acid-
binding protein is independently associated
with coronary atherosclerotic burden measured
by intravascular ultrasound. Atherosclerosis. En
prensa 2010.

15. Tso AW, Xu A, Sham, PC, Wat NM, Wang Y,
Fong CH, et al. Serum adipocyte fatty acid
binding protein as a new biomarker predicting
the development of type 2 diabetes: a 10-year
prospective study in a Chinese cohort. Diabetes
Care. 2007;30:2667-72.

16. Xu A, Tso AW, Cheung BM, Wang Y, Wat
NM, Fong CH, et al. Circulating adipocyte-fatty
acid binding protein levels predict the
development of the metabolic syndrome: a 5-
year prospective study. Circulation.
2007;115:1537-43.

17. Miyatake N, Fujii M, Miyachi M, Tabata |,
Takeshi S, Hirao T, et al. Changes in metabolic
syndrome and its components with lifestyle
modification in Japanese men. Intern Med.
2010;49:261-5.

18. Reinehr T, Stoffel-Wagner B, Roth CL.
Adipocyte fatty acid-binding protein in obese
children before and after weight loss.
Metabolism. 2007;56:1735-41.

19. Choi KM, Kim TN, Yoo HJ, Lee KW, Cho GJ,
Hwang TG, et al. Effect of exercise training on
A-FABP, lipocalin-2 and RBP4 levels in obese
women. Clin Endocrinol (Oxf). 2009;70:569-74.

20. Mohlig M, Weickert MO, Ghadamgadai E,
Machlitt A, Pfuller B, Arafat AM, et al.
Adipocyte fatty acid-binding protein s
associated with markers of obesity, but is an
unlikely  link  between obesity, insulin
resistance, and hyperandrogenism in polycystic
ovary syndrome women. Eur J Endocrinol.
2007;157:195-200.

21. Ferre R, Plana N, Merino J, Aragones G,
Girona, J, Heras M, et al. Effects of therapeutic
lifestyle changes on peripheral artery

tonometry in patients with abdominal obesity.
Nutr Metab Cardiovasc Dis. En prensa 2010.

22. Elosua R, Garcia M, Aguilar A, Molina L,
Covas MI, Marrugat J. Validation of the
Minnesota Leisure Time Physical Activity
Questionnaire In Spanish Women. Investigators
of the MARATDON Group, Med Sci Sports
Exerc. 2000;32:1431-7.

23. DiClemente CC, Prochaska JO, Fairhurst SK,
Velicer WF, Velasquez MM, Rossi JS. The
process of smoking cessation: an analysis of
precontemplation, contemplation, and
preparation stages of change. J Consult Clin
Psychol. 1991;59:295-304.

24. Cabre A, Lazaro |, Girona J, Manzanares JM,
Marimon F, Plana N, et al. Fatty acid binding
protein 4 is increased in metabolic syndrome
and with thiazolidinedione treatment in
diabetic patients. Atherosclerosis.
2007;195:e150-8.

25. Coe NR, Simpson MA, Bernlohr DA.
Targeted disruption of the adipocyte lipid-
binding protein (aP2 protein) gene impairs fat
cell lipolysis and increases cellular fatty acid
levels. J Lipid Res. 1999; 40:967-72.

26. Buelt MK, Shekels LL, Jarvis BW, Bernlohr
DA. In vitro phosphorylation of the adipocyte
lipid-binding protein (p15) by the insulin
receptor. Effects of fatty acid on receptor
kinase and substrate phosphorylation. J Biol
Chem. 1991;266:12266-71.

27. Buelt MK, Xu Z, Banaszak LJ, Bernlohr DA.
Structural and functional characterization of
the phosphorylated adipocyte lipid-binding
protein (pp15). Biochemistry. 1992;31:3493-9.
28. Lamounier-Zepter V, Look C, Alvarez J,
Christ T, Ravens U, Schunck WH, et al.
Adipocyte fatty acid-binding protein suppresses
cardiomyocyte contraction: a new link between
obesity and heart disease. Circ Res.
2009;105:326-34.

29. Karpisek M, Stejskal D, Kotolova H, Kollar P,
Janoutova G, Ochmanova R, et al. Treatment
with atorvastatin reduces serum adipocyte-
fatty acid binding protein value in patients with
hyperlipidaemia. Eur J Clin Invest. 2007;37:637-
42.

Pies de Figura

Figura 1.

Diagrama de caja que muestra la distribucién
de las concentraciones circulantes de FABP4 en
los hombres y las mujeres del estudio segun la
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presencia (cajas grises) o no (cajas blancas) de
sindrome metabdlico.

Figura 2.

SM, sindrome metabdlico.

Grafico de barras que muestra los cambios en
las concentraciones circulantes de FABP4 (valor
FABP4 al afio de seguimiento menos el valor
basal de FABP4) en el grupo de pacientes que
permanecié sin SM (n = 31), el grupo con
progresion a SM (n = 12), el grupo que se
mantuvo con SM (n = 77) y el grupo con
regresion de SM (n = 19).

Figura 3.

Gréficos de barras que muestran los cambios
en las concentraciones circulantes de FABP4
(valor FABP4 al afio de seguimiento menos el
valor basal de FABP4) distribuidos por la
evolucion a lo largo del estudio de los
diferentes criterios que definen el sindrome
metabdlico: obesidad abdominal (A),
hipertrigliceridemia (B), colesterol-HDL (C),
tension arterial (D) y glicemia basal (E).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes del estudio.

Variahles basal 1-afio seguimiento
n 140
Género (hombres, %) 75
Edad (afios) 54 +10 55 +10
Riesgo CV Framingham (%) 1M1T7+70 10.7 £ 6.1
Diabetes tipo 2 (%) 34
Criterios SM
Obesidad abdominal (%) T4 71
Trigliceridemia (%) 86 75
Colesterol-HDL (%) 12 19
Tension arterial (%) 82 76
Glicemia basal (%) 48 &1
SM (%) 69 64
Regresion SM vs. basal (%) - 20
Progresion SM vs. basal (%) - 28

Tratamiento farmacoldgico

Estatinas (%) 49 60
Fibratos (%) 39 40
Hipotensores (%) 40 45
Antidiabéticos orales (%) 21 24

CV: cardiovascular; SM: sindrome metabdlico; HDL: lipoproteinas de alta densidad

Regresion SM: SM basal y no SM a 1-afio de seguimiento vs. SM basal y SM a 1-afio de seguimiento.
Progresion SM: no SM basal y SM a 1-aifio de seguimiento vs. no SM basal y no SM a 1l-afio de
seguimiento.
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Tabla 2. Evolucidn de las variables clinicas y bioquimicas segun la evolucion de SM.

Cambios en variables

Cambios en SM

SM Regresion SM p No SM Progresion SM fa]

SM (basal / 1-afio seguimiento) sifsi si/no no/ no no/si

Peso (kg) -0.06 +355 -252+518 0103 027 £555 201+443 0.054
IMC (kg/m?) 0.01 147 -088+184 0108 013+£196 069 +152 0.051
Cintura (cm) 030+440 -324+528 0.040 273+£528 1.75+398 0.015
TAS (mmHg) 66+157 -82+130 0.518 42+165 48+107 0.091
TAD (mmHg) 42+121 02+68 0.313 312105 49+129 0.862
Triglicéndos (mmaol/l) 0.08 +3.07 094+157 0.020 058281 050217 0414
Colesterol-LDL (mmol/l) -027+085 -016+072 0616 0.02+0.75 016 +1.10 0.947
Colesterol-HDL (mmaol/1) -002+023 002+x022 0600 0.04+0.18 011 +046 0.698
Insulina (muU/l) 0761249 -306+780 0043 145 £4.37 18.69+ 5047  0.003
Glucosa (mmol/l) 004 +164 016117 0617 046156 016120 0.076
HOMA-IR 014 +674 -058+315 0109 072207 7.96 +2390 0.007
FABP4 (ugh) 4271172 4732891 0001 -1.53+£535 336570 0.019
GIM medio (mm) 001+x012 003+x016 0731 -002+009 006017 0.019
Riesgo CV Framingham (%) 057 +454 279+420 0.005 106370 092+489 0.201

SM: sindrome metabdlico; IMC: indice de masa corporal; TAS: tensidn arterial sistdlica; TAD: tensidn arterial diastdlica; LDL: lipoproteinas de baja densidad; HDL:
lipoproteinas de alta densidad; HOMA-IR: homeostasis model assessment-insulin resistance; FABP4: adipocyte fatty acid-binding protein; GIM: grosor de la intima media;
CV: cardiovascular. p para las comparaciones de cambio de variables, definidas como la diferencia entre la variable 1-afio de seguimiento y variable basal, mediante el test
no paramétrico de la U de Mann-Whitney en cada categoria de cambio de SM segun criterios de ATPIII.

Regresion SM: SM basal y no SM a 1- afio de seguimiento vs. SM basal y SM at 1-afio de seguimiento. Progresién SM: no SM basal y SM a 1- vs. no SM basal y no SM a 1-afio
de seguimiento.
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Tabla 3. Predictores de cambios en SM.

Fegresion SM Progresion SM

Cambios en variables Coeficiente B + SE ot Coeficiente B £ SE pr

Peso (ka) 247 +1.01 0.016 229+179 0210
IMC (kg/m?) 090040 0.026 083063 0197
Cintura (cm) 318122 0.010 448 + 169 0.011
Triglicéridos (mmal/l) 097073 0187 0.08 090 0.929
Insulina (mU/I) -3.66 = 3.01 0226 2014 + 898 0.030
Glucosa (mmol/l) -0.04 =041 0926 062 050 0222
HOMA-IR -062+160 0.696 869 +425 0.048
FABP4 (ng/) -5.80+289 0.003 489185 0012
GIM medio (mm) 003003 0413 008004 0.052
Riesgo CV Framingham (%) -228+x114 0.048 198 +1.38 0.158

SM: sindrome metabdlico; IMC: indice de masa corporal; HOMA-IR: homeostasis model assessment-insulin resistance; FABP4: adipocyte fatty acid-binding protein; GIM:
grosor de la intima media; CV: cardiovascular.

* p obtenida a partir del analisis de regresion lineal para la comparacidon de cambios en el grupo de regresién de SM

** p a partir de analisis de regresion lineal para la comparacién de cambios en el grupo de progresion a SM
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Tabla 4. Andlisis de regresién multiple hacia adelante mostrando las variables cuyos cambios se asocian de forma independiente y significativa con cambios en el SM

coeficiente B £ SE P

Regresion SM
Cambios in FABP4 (ug/l) 0.030 = 0.011 0.012

Progresion SM
Cambios en cintura (cm) 0.025+0.011 0.031
Cambios in insulina (mU/1) 0.006 + 0.002 0.009
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ABSTRACT

Objective: To study circulating fatty acid-binding protein 4 (FABP4) as a predictive marker of long-term
therapeutic outcome in young women with polycystic ovary syndrome (PCOS) and in girls with ovarian
androgen excess and a history of precocious pubarche (PP).

Subjecs and Methods: We included 114 patients with hyperinsulinemic androgen exces. Fifty-six patients
had a history of PP and 39 from those had a low birth weight who were randomized to remain untreated
(n=13) or to receive metformin (n=26) for > 2 yr. Fifty-eight patients had PCOS and received a low-dose
combination of flutamide and metformin plus an oral contraceptive for > 2 yr. Auxology, androgens,
glucose, insulin, HOMA insulin-resistance (IR), lipid profile, FABP4 and body composition (by DXA) were
assessed at baseline and follow-up.

Results: At baseline, FABP4 was associated with anthropometic measurements, systolic blood pressure
(SBP), and with total and abdominal fat mass (all p<0.001). FABP4 levels increased after follow-up in all
subgroups, the increase being less pronounced in the PP-treated girls (p<0.05); in the PCOS patients,
basal FABP4 levels were inversely associated to changes in SBP, HOMA-IR, and total fat mass (all
p<0.05), so that higher FABP4 levels were detected in those women with a more marked improvement.
BMI standard deviation score was the main independent predictor of FABP4 variations (33%, p<0.001).
Conclusion: FABP4 is a strong clinical biomarker of adiposity, IR and the presence of the components of
the metabolic syndrome in non-obese hyperandrogenic girls and young women; pre-treatment FABP4
levels appear to predict therapeutic long-term response.

Keywords: FABP4; polycystic ovary syndrome; precocious pubarche

1. Introduction

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS), is the most
frequent endocrine disorder in adolescents and
young women, and is characterized by a
variable constellation including anovulatory
hyperandrogenism, hyperinsulinemia,
dyslipidemia, increased central fat —even in the
absence  of obesity- and low-grade
inflammation [1-3]. Low dose therapy with
metformin  —an insulin  sensitizer-, and
flutamide —a pure androgen receptor-blocker-
combined with an estro-progestagen
containing drospirenone when there s
pregnancy risk, ameliorates the endocrine-
metabolic state of these women and

normalizes body composition and markers of
cardiovascular health [2,4,5].

Precocious pubarche in girls (PP, appearance of
pubic hair before the age of 8 years) due to an
exaggerated adrenarche has long been
recognized as a risk factor for PCOS
development, mainly if PP was preceded by a
low birth weight (LBW) and subsequent catch-
up in weight [6-8]; hyperinsulinemia is a key
factor in the development of this sequence
[6,7]. Early postmenarcheal intervention with
either metformin in LBW-PP girls appears to
attenuate the endocrine-metabolic
abnormalities  and  subsequent  clinical
hyperandrogenism [9,10].
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Fatty acid-binding proteins (FABPs) belong to
the superfamily of lipid-binding proteins; they
are expressed in a tissue-specific manner and
primarily regulate fatty acid uptake and
intracellular transport [11,12]. Recently, fatty
acid-binding protein 4 (FABP4), also known as
aP2 —which is expressed in the cytosol of
adipocytes and macrophages-, was introduced
as a novel adipokine, and its serum levels were
shown to independently correlate with the
development of the metabolic syndrome and
cardiovascular disease in humans [11-15]. For
example, increased FABP4 concentrations
appear to be a clinical biomarker for insulin
resistance in type 2 diabetes and also precede
atherogenic dislipidemia, independent of
obesity [16]. FABP4 levels increase in situations
associated to adipose tissue abnormalities such
as human immunodeficiency virus-associated
lipodystrophy or ectopic fat deposition in non-
alcoholic  steatohepatitis (NASH); FABP4-
deleted mice show reduced expression of
inflammatory cytokines and enhanced insulin
signaling and glucose uptake in adipocytes [17-
19].

Reports of the potential role of FABP4 on the
endocrine-metabolic abnormalities associated
to PCOS are scarce, and so far, no associations
other than those derived from adiposity have
been described in these patients [20]; FABP4
concentrations in non-obese children and
adolescents have not yet been evaluated.

We hypothesized that circulating FABP4 levels
may be a predictive marker of long-term
therapeutic outcome in non-obese young
women with clinical PCOS and in girls with
LBW-PP and subclinical androgen excess -and
thus at risk for subsequent development of
clinical hyperandrogenism and associated
metabolic syndrome.

2. Study Design and Methods
2.1. Study Population

The study population was composed of a total
of 114 Caucasian Northern Spanish girls and
young women with hyperinsulinemic androgen
excess. The flow chart for recruitment and
selection of the patients is shown in Fig. 1.

Fifty-six of the n=114 patients [age (mean %
SEM), 11.8 £ 0.3 yr; BMI, 20.9 + 0.3 Kg/m2] had
a history of PP; thirty-nine of these girls had in

addition a LBW, had been followed since
prepuberty in the outpatient clinic of the
Endocrinology Unit at Hospital Sant Joan de
Déu, and had been enrolled in three separate
clinical studies investigating the safety and
efficacy of metformin treatment on their
hyperinsulinemic androgen excess. Two of the
trials were initiated before 2003, and thus
before compulsory trial registration; the third
trial was registered as ISRCTN 84749320 [9,10
and 21, respectively]. As described, the
inclusion criteria were: 1) PP due to
exaggerated adrenarche, as judged by high
serum dehydroepiandrosterone-sulfate
(DHEAS) and/or androstenedione levels; 2)
hyperinsulinemia during a 2 h oral glucose
tolerance test (oGTT), defined as peak serum
insulin >150 mU/ml and/or mean insulin >84
mU/ml [2]; 3) weight <2.9 kg at term birth (38-
41 wk) or below -1 SD for gestational age at
preterm birth (33-37 wk); 4) body mass index
(BMI) less than +2 SD for chronological age
[22]; 5) absence of clinical signs of androgen
excess.

Of the thirty-nine LBW-PP girls, n=13 were
randomized to remain untreated, and were
prospectively followed for a mean of 2.7 + 0.2
yr. Twenty-six were allocated to receive
metformin in monotherapy (850 mg, daily at
dinner time) for a mean of 2.5 + 0.2 yr. The
remaining PP girls (n=17) were selected among
girls consecutively seen in the outpatient clinic,
based on the availability of complete
phenotypical data at baseline. No follow-up
data of these girls were available.

Fifty-eight of the n=114 patients were young
women who had developed clinical signs of
androgen excess postmenarche and had been
diagnosed with PCOS (age, 18.4 + 0.3 yr; BMI,
22.9 + 0.4 Kg/m2); they were at least 2 yr
beyond menarche, and were followed in the
outpatient clinic according to standard
procedures, including yearly blood sampling in
fasting state, and yearly assessment of body
composition. The inclusion criteria were: 1)
hirsutism (Ferriman-Gallwey score >8) plus
either amenorrhea (menses absent for >3 mo)
or oligomenorrhea (menstrual cycle >45 days);
2) increased testosterone and/or
androstenedione levels and 17-OH-
progesterone hyperresponse to GnRH-agonist
[2]; 3) hyperinsulinemia (oGTT). All patients
received a combination of low-dose metformin
(850 mg/d), flutamide (62.5 mg/d) plus a
monophasic fourth-generation oral
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contraceptive (Yasmin®, Schering;
ethinylestradiol 30 mcg + drospirenone 3 mg,
21 days/mo), for at least two years (mean: 2.6 +
0.1 yr).

In all postmenarcheal girls, the assessments
were performed in the follicular phase (day 3-7)
or after 2 mo of amenorrhea.

None of the patients had thyroid dysfunction,
hyperprolactinemia, late-onset  congenital
adrenal hyperplasia, Cushing’s syndrome,
glucose intolerance, or type 2 diabetes. None
had received oral contraceptives or other
medications known to affect gonadal function
or carbohydrate metabolism during the
previous 6 months.

FABP4 was assessed in the whole cohort
(n=114) at baseline; follow-up measurements
were performed after 2 yr (mean, 2.2 £ 0.1 yr)
in n= 97 patients (n=39 LBW-PP girls and n=58
PCOS young women) from whom endocrine-
metabolic and body composition data for
comparisons were available. The baseline data
including body composition and endocrine-
metabolic phenotype other than FABP4 of the
LBWPP girls have been published in part
previously [9,10,21]; none of the 2 yr data have
been reported before. FABP4 was also
measured in 31 age- and BMI-matched healthy
controls (n=18 girls; age, 12.8 + 0.4 yr, and
n=13; age, 18.1 + 0.5 yr) for comparisons. These
were were either short-normal Spanish girls of
the same region (heights 10th-25th percentiles)
attending the general pediatric clinic or
students of the second year of the nurse
school. None of them had clinical signs of
androgen excess.

2.2. Clinical, Endocrine and Metabolic
Assessments

Height and weight were measured, and body
mass index (BMI) was calculated (weight
divided by height squared; Kg/m2). BMI
standard deviation scores (SDS) were derived
from regional normative data [22].

Fasting blood glucose, serum insulin, sex-
hormone binding globuline (SHBG),
adrostenedione, DHEAS and testosterone were
measured as previously described [2,10].
Fasting insulin sensitivity was estimated from
fasting insulin and glucose levels using the
homeostasis model assessment (HOMA-CIGMA

Calculator program v2.00). Free androgen index
(FAI) was calculated as testosterone x
100/SHBG. Serum lipids were measured by
routine laboratory methods; serum LDL was
calculated using the Friedwald formula. Plasma
levels of FABP4 were assessed by commercial
kits (BioVendor Laboratory Medicine Inc., Brno,
Csech Republic). Results were calculated using
the computerized data reduction of absorbance
for the standards versus the concentration
using a four-parameter polynomial regression
model and expressed as pg/L. The coefficients
of variation (CV) intra- and inter-assay were
5.3% and 3.9%, respectively. The antibodies
used in the human FABP4 ELISA are highly
specific for human FABP4, with no detectable
cross-reactivity to human FABP1, FABP2, FABP3
or FABPS.

2.3. Body Composition

Body composition was assessed by dual-energy
X-ray absorptiometry (DXA) with a Lunar
Prodigy coupled to Lunar software (Lunar Corp,
WI, USA), as described [3]. Coefficients of
variation (CVs) for scanning precision were
2.0% and 2.6% for fat and lean mass (Hologic,
Waltham, MA) with an intra-individual CV for
abdominal fat mass of 0.7% [2].

2.4. Statistics & Ethics

Analysis was performed using SPSS (version
17.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA). All data are
presented as the mean * SEM. Normal
distribution of data was checked with the
Kolmogorov-Smirnov test. Log-transformation
was performed when variables were not
normally distributed. Variables between follow-
up and baseline were compared with the
paired-samples t test for the PCOS group and
with the Wilcoxon test for untreated and
treated PP groups. Variable increments
between groups were compared with the
nonparametric Mann-Whitney U-test. Partial
bivariate correlation tests were used to adjust
bivariate associations by age at baseline.
Spearman correlation tests were used to
analyze bivariate associations between FABP4
and variable increments. A forward stepwise
multiple linear regression analysis was
performed to find the variables with an
independent significant association with FABP4.
Variables with a high association (r>0.700,
p>0.05) were not included in the same model.
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The accepted model was the one with a higher
adjusted R® and lower number of variables
included. The final parameters were obtained
introducing the variables choosen in a linear
regression analysis. A p value of less than 0.05
was considered statistically significant.

The study protocol was approved by the
Institutional Review Board of Barcelona
University, Hospital of Sant Joan de Déu.
Informed consent was obtained from parents
and/or patients, and assent from minors.

3. Results

Table 1a shows the clinical, body composition
and endocrine-metabolic variables at baseline;
Table 1b shows the binary correlations
between FABP4 levels and those variables. Data
are presented for the whole cohort (n=114),
and for each the PP (n=56) and PCOS (n=58)
subgroups separately.

FABP4 levels were not significantly different
from those encountered in the age- and BMI-
matched controls. In the whole cohort, FABP4
was positively associated with BMI-SDS, waist
circumference, waist-to-hip ratio, systolic blood
pressure (SBP), and to total and abdominal fat
mass (all p<0.001). Weaker but nevertheless
significant correlations were present for
diastolic BP (DBP), insulin, HOMA-IR, LDL-C, and
triglycerides. In the PCOS subgroup, FABP4 was
strongly correlated with auxological and body
composition parameters, and also with fasting
insulin and HOMA-IR (all p<0.001).

Table 2 shows the studied variables at baseline
and after 2 yrs of follow-up in the n=97 patients
in whom complete data were available.

In the PP-untreated subgroup, all variables
worsened with time, as expected, including for
an increase in BMI versus baseline. In contrast,
in the PP-treated subgroup and in the PCOS
subgroup there was an improvement in most of
the variables assessed; all these benefits
occurred without appreciable changes in BMI.
FABP4 increased after follow-up in all
subgroups; however, the increase was
significantly less pronounced in the PP-treated
girls (p<0.05).

In order to assess the predictive value of FABP4
levels in the therapeutic response, we studied

the relationships between FABP4 basal values
and the changes (A) after follow-up in the
selected variables. In the PP-untreated
subgroup, higher baseline FABP4 levels
predicted a higher increase in weight and BMI
(all p<0.05) after follow-up; these associations
were not detected in the PP-treated subgroup.
In the PCOS subgroup, basal FABP4 levels were
inversely associated to changes in SBP, HOMA-
IR, and total fat mass (p=0.02; p=0.04 and
p=0.03, respectively), so that higher basal
FABP4 levels were detected in those subjects
who experienced a more marked improvement
after 2 yr. No correlations were found between
FABP4 levels and androgens, either at baseline
or after follow-up.

A forward stepwise regression analysis showed
that 33% of the FABP4 variation was explained
by variations in BMI-SDS (p<0.001), with a B
coefficient = 2.61 (95% Cl, 1.92- 3.30).
Considering only the PCOS group, waist
circumference and SBP were the main
contributors to FABP4 variations (48%) with B
coefficients of 0.41 (95% Cl, 0.25-0.57; p<0.001)
and 0.15 (95% CI, 0.02-0.28; p=0.022),
respectively.

4. Discussion

In our population of non-obese girls and young
women with androgen excess, circulating
FABP4 was associated to measures of insulin
resistance and body adiposity; in addition,
FABP4 correlated with metabolic syndrome
parameters including both SBP and DBP and
the lipid profile. Multivariate linear regression
analysis disclosed that BMI-SDS was the main
determinant of FABP4 plasma concentrations.

Although circulating FABP4 has been suggested
to be an independent marker of the metabolic
syndrome, its role in the pathogenesis of insulin
resistance is still controversial [23]. For
example, FABP4 has been found to be a
determinant of insulin sensitivity in morbidly
obese women undergoing bariatric surgery; in
contrast, the changes of this adipokine did not
parallel the amelioration in insulin resistance
parameters after lifestyle intervention in PCOS
obese women, suggesting that at least in the
obese PCOS population, FABP4 is not a key
factor linking adiposity to insulin resistance
[20]. In agreement with published data in obese
PCOS women, we could not demonstrate an



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI

REGULACIO DE FABP4 DEPENENT DE NRF2 EN MACROFAGS
Iolanda Lazaro Lépez
ISBN:978-84-693-8852-5/DL:T.1952-2010

independent impact of FABP4 on androgen
levels, suggesting that FABP4 actions in
adipocytes do not interact with the metabolic
pathway of adipose tissue steroidogenesis
[20,24].

In our hyperandrogenic patients, insulin
sensitivity, the lipid profile, serum androgens,
and body composition parameters improved
after two years of treatment with metformin or
low-dose flutamide-metformin plus an oral
contraceptive, as expected; in the untreated PP
girls, the endocrine-metabolic and body
composition profile diverged further from the
norm. In treated girls, the decrease in the body
fat fraction was accompanied by an increase in
lean mass, without appreciable changes in body
weight. Plasma FABP4 levels did not parallel
these changes, as they increased over two
years in both the untreated and treated
subgroups, although significantly less in the
latter. However, hyperandrogenic patients with
the highest baseline FABP4 levels where those
in  whom body composition and insulin
resistance improved most, suggesting that
FABP4 may be a marker for predicting
treatment efficacy in non-obese
hyperandrogenic patients.

The paradoxical increase in circulating FABP4
levels after intervention may be ascribed in part
to metformin’s actions in the liver, where it is
capable of inducing hepatic gene expression
that closely mimics the profile of calorie
restriction [25]. This mechanism may also
explain the marked decrease in FABP4 levels
observed in young women with anorexia
nervosa upon refeeding and weight gain [26]. In
addition, genetic variations in the FABP4 gene
that reduce or enhance FABP4 expression could
influence circulating levels of the protein and
also cardiometabolic and diabetes risks
[14,27,28]. In this regard, obese children with
the allelic variant rs1054135 show higher
plasma FABP4 levels than age- and BMI-
matched children without this polymorphism
and with the same degree of insulin resistance
[14].

The mechanisms by which FABPs controls the
development of major components of the
metabolic syndrome have not been fully
elucidated; however, recent reports indicate
that the impact of FABPs on systemic
metabolism is the result of interactions
between these proteins’ independent effects in
macrophages and adipocytes, particularly in

adipose tissue, where FABP4 is more abundant
[24]. It is so far unknown whether adipocyte-
related signals regulated by FABP4 may also
play a role in the metabolic alterations and
enhanced insulin action in liver or muscle.
Recently, metformin has been shown to reduce
lipid accumulation in  macrophages by
repressing the transcription factor FOXO1,
which in turn, results in a reduction of FABP4
expression [29]. Elevated FOXO1 expression
and nuclear localization have been observed in
mouse models of diabetes and obesity;
inhibition of FOXO1 reduces fat accumulation in
the liver and improves insulin sensitivity [30].
Taken together, these findings suggest that
metformin-induced repression of FABP4
transcription mediated by FOXO1 may have a
key role in the prevention of atherosclerosis
[29].

One of the strengths of the study was the
relatively homogeneous phenotype of the
cohorts, the prospective and long-term follow-
up of the patients and the availability of the
same methodology for clinical, endocrine-
metabolic and body composition assessments
over two years.

In conclusion, FABP4 is a strong clinical
biomarker of adiposity, insulin resistance and
the presence of the components of the
metabolic syndrome in nonobese
hyperandrogenic girls and young women; pre-
treatment FABP4 levels appear to predict
therapeutic long-term response. Additional
long-term, prospective studies will help to
further clarify the etiological role of FABP4 in
hyperandrogenic states, including the potential
influences of genetic variations of this protein
on the clinical phenotype [30].
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Figure Legends

Fig. 1. Flow Chart for Recruitment and Selection
of the Study Population. PP indicates
precocious pubarche; LBW, low birth weight;
NBW, normal birth weight; PCOS, polycystic
ovary syndrome.
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Figure 1

Girls and Young Women with Hyperinsulinemic Androgen Excess

n=114
Girls with PP Young Women with PCOS
n=56 n=53
Girls with LBEW-PP Girls with NBW-PP Treated
n=39 n=17 (n=58)
Untreated Treated
(n=13) (n=26)
Follow-up Follow-up Follow-up
n=39 n=0 n=58
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Table 1a. Baseline characteristics of the study patients.

Variables All PP PCOS
(n=114) (n=56) (n=58)
Clinical data
Age (yr) 152+04 11.8+0.3 18.4+0.3
BMI-SDS 0.9+0.1 0.6+0.1 1.2+0.2
Waist (cm) 73.5+0.8 70.3+0.8 766+ 1.1
WHR 0.78 £ 0.01 0.79 £ 0.01 0.77 £ 0.01
SBP (mmHg) 112 £ 1 107 £ 1 117 £ 1
DBP (mmHg) 611 611 611
Body Composition (DXA)
FBM (Kg) 19.1+£0.7 16.3+0.8 21.8+1.0
AFM (Kg) 54+02 44+0.3 6.3+0.3
LBM (Kg) 33.0+0.5 30.9+0.8 351105
Endocrine-Metabolic Variables
Glucose (mg/dL) 90 +1 90 +1 90 £+ 1
Insulin (mU/L) 121+ 0.5 125+0.7 11.6 £ 0.7
HOMA-IR 27+0.1 28+0.2 26+0.2
FABP4 (ug/L) 129+ 0.6 13.1+0.8 12.8+0.8
LDL-cholesterol (mg/dL) 913 85+4 96 +4
HDL-cholesterol (mg/dL) 59 +1 60 £ 2 58 £ 2
Triglycerides (mg/dL) 73+3 74 £5 72+4
Androstenedione (ng/dL) 263 +13 189 + 11 334 +18
Testosterone (ng/dL) 72+3 57+4 86+5
SHBG (nmol/L) 42+2 44 +3 40+3
DHEAS (ug/dL) 218+ 10 167 + 10 267 £ 14

Values are mean + SEM

PP, Precocious Pubarche; PCOS, Polycystic Ovary Ssyndrome; BMI-SDS, body mass index standard
deviation score; WHR, waist-to-hip ratio; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure;
FBM, fat body mass; AFM, abdominal fat mass; LBM, lean body mass; HOMA-IR, homeostatic model
assessment - insulin resistance index, FABP4, adipocyte fatty-acid binding protein; LDL, low-density
lipoprotein; HDL, high density lipoprotein; SHBG, sex-hormone-binding globulin; DHEAS,
dehydroepiandrosterone sulfate.

FABP4 values in population controls; girls (age, 12.8 + 0.4 yr; n=18): 12.8 + 1.8 ug/L; young women
(age, 18.3+£0.5yr; n=13): 13.6 + 2.1 pg/L.
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Table 1b. Correlations between baseline FABP4 levels and baseline variables in the study population.

All PP PCOS
(n=114) (n=56) (n=58)

Variable Rho p Rho p Rho p

BMI-SDS 0.582 <0.001 0.493  <0.001 0.628  <0.001
Waist 0.463 <0.001 0.256 0.060 0.654  <0.001
WHR 0.324 <0.001 0.011 0.939 0.509  <0.001
SBP 0.293 0.002 0.183 0.180 0.474  <0.001
DBP 0.229 0.015 0.112 0.415 0.335 0.011
FBM 0.468 <0.001 0.298 0.027 0.644  <0.001
AFM 0.340 <0.001 0.066 0.635 0.622  <0.001
LBM -0.093 0.327 -0.165  0.228 0.171 0.203
Glucose 0.146 0.124 0.022 0.871 0.231 0.083
Insulin 0.211 0.025 -0.047  0.732 0.524  <0.001
HOMA-IR 0.219 0.020 -0.033  0.809 0.532  <0.001
LDL-cholesterol 0.275 0.003 0.253 0.062 0.204 0.127
HDL-cholesterol -0.009 0.926 -0.223  0.102 0.054 0.688
Triglycerides 0.236 0.012 0.266 0.050 0.167 0.215
Androstenedione 0.048 0.615 0.043 0.755 0.108 0.422
Testosterone -0.018 0.848 -0.117  0.395 0.059 0.661
SHBG -0.156 0.098 -0.244  0.072 -0.187  0.164
DHEAS 0.087 0.359 0.075 0.587 0.255 0.066

PP, Precocious Pubarche; PCOS, Polycystic Ovary Syndrome; BMI-SDS, body mass index standard
deviation score; WHR, waist-to-hip ratio; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure;
FBM, fat body mass; AFM, abdominal fat mass; LBM, lean body mass; HOMA-IR, homeostatic model
assessment - insulin resistance index, LDL, low-density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein; SHBG,

sex-hormone-binding globulin; DHEAS, dehydroepiandrosterone sulfate.
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Table 2. Clinical data, body composition measurements and endocrine-metabolic variables before and after ~ 2 yr of follow-up with or without intervention.

PP (n=39) PCOS (n=58)
Untreated (n=13) Treated (n=26)
Basal Follow-up Basal Follow-up Basal Follow-up
Clinical data
Age (years) 10.0 £ 0.7 1314067 12.1+£0.3 14340385 18.4 + 0.4 21.4+03%
BMI (Kg/m?) 20.3+0.6 21.8+0.7* 20.6 +0.5 20.9 + 0.4/ 22.9+0.4 22.9+0.4
BMI-SDS 11+0.3 1.0+0.3 0.3+0.2 0.3+0.2 12+0.2 1.3+0.2
Waist (cm) 68.9 + 1.4 736+16" 704 +1.2 68.8+0.8*" 76.6 + 1.1 731+1.1°%
WHR 0.83 % 0.01 0.81 +0.02 0.78 + 0.01 0.74+0.018 0.77 + 0.01 0.73+0.01%
SBP (mmHg) 106 + 3 107 +3 108 + 2 108 + 2| 117 + 1 116 + 1
DBP (mmHg) 60 +3 61+3 61+2 61+ 1 61+ 1 61+ 1
Body Composition
BMD (g/cm?) 0.9+0.1 1.0+01" 1.0+0.0 11+00% 1.2+0.0 1.2+0.0
FBM (Kg) 141+1.7 190147 17.0+1.2 170+1.07 21.8+1.0 206+09*
AFM (Kg) 40+0.6 74+£22* 46+04 6312 6.3+0.3 58+03"
LBM (Kg) 26.1+2.1 298+15* 32.0+0.9 342+08° 35.1+0.5 35.8+0.6*
Endocrine-metabolic variables
Glucose (mg/dL) 8512 91+1* 91:2 9121l 90 1 88 + 1
Insulin (mU/L) 11.3+1.6 158 +2.5 142 +1.1 112+0.8*l 11.6+0.7 9.0+05°%
HOMA-IR 24+04 36+0.6 3.3+0.3 25102+ 26+0.2 20+0.18
FABP4 (ug/L) 12.9+0.8 184+147 10.8 +0.9 145+ 1,18l 12.8+0.8 16.8+0.9°%
LDL-cholesterol (mg/dL) 85+8 80+8 80+6 84 + 4 97 + 4 98 +3
HDL-cholesterol (mg/dL) 70 + 4 61+6* 57 +2 54+2 | 58 + 2 6728
Triglycerides (mg/dL) 65+4 77 £ 11 83+9 59 + 3 *| 7214 81+4
Androstenedione (ng/dL) 164 + 26 271+32* 202 + 16 236 + 18 334 +18 274+91
Testosterone (ng/dL) 51+ 11 55+7 635 605 865 590+ 48
SHBG (nmoliL) 54+7 42+6* 41+4 47 £31 40+ 3 145+78

DHEAS (ug/dL) 145+ 19 176 + 14 181+ 16 198 + 17 267 +14 209+ 14°
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BMI, body mass index; BMI-SDS, body mass index standard deviation score; WHR, waist-to-hip ratio; SBP, systolic blood pressure; DBP, diastolic blood pressure; BMD, bone
mineral density; FBM, fat body mass; AFM, abdominal fat mass; LBM, lean body mass; HOMA-IR, homeostatic model assessment - insulin resistance index, FABP4, adipocyte
fatty acid-binding protein; SHBG, sex-hormone-binding globulin; DHEAS, dehydroepiandrosterone sulfate.

* P<0.05, "P<0.005 and ® P<0.001 for the comparisons between assessments at baseline and at follow-up in the PCOS women (paired-samples t-test) and in the non-treated
and treated PP girls (Wilcoxon test).

I P<0.05, " P<0.005 and * P<0.001 for the comparisons of increments in the assessed values between the untreated and treated PP girls (Mann Whitney U-test).
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