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RESUMEN

La apolipoproteina J (apod) o clusterina (CLU) es una chaperona extracelular que
forma parte del sistema de control que actua para estabilizar las proteinas agregadas.
Hay evidencias que muestran la existencia de una relacion entre la apod y el desarrollo
de arteriosclerosis ya que se ha visto que la expresion y la deposicién de apod estan
aumentadas en zonas de lesion arteriosclerética mientras que esta ausente en la
pared arterial sana. Una porcién importante de la apoJ se asocia a las lipoproteinas en
plasma, siendo mas abundante en la HDL pero también hay una pequefa parte unida

alaLDLy VLDL.

La primera parte de la presente tesis se centra en el papel de la apod sobre las
propiedades aterogénicas de la LDL. Hemos visto que la apod se une en la circulacion
plasmatica preferentemente a las particulas de LDL agregadas. Experimentos llevados
a cabo con LDL deplecionada de apoJ muestran que es mas susceptible a agregarse
que la LDL total. Por otro lado, la adicion de apod purificada previene la agregacion de
la LDL. Estos datos demuestran un papel protector de la apoJ en la inhibicién de la

agregacion de la LDL, que es un proceso clave en el desarollo de la arterioesclerosis.

La segunda parte analiza la distribucion relativa de la apoJ entre las diferentes
lipoproteinas y en forma libre. Nuestros datos muestran que un 20% de la apodJ
circulante en plasma estd asociado a las lipoproteinas y el 80% en forma libre.
Clasificando a los pacientes por el perfil lipidico se observdé que en los individuos
hiperlipémicos presentan una concentracion mayor de apoJ que los normolipémicos.
Esto indica que la concentracién de apoJ en suero es dependiente del perfil
lipoproteico, y estd asociada positivamente con la concentracion de colesterol y
triglicéridos. En pacientes normolipémicos un 30% de la apoJ estd asociada a
lipoproteinas, mientras que en pacientes hiperlipémicos el porcentaje disminuye a un

17% en hipercolesterolémicos y un 15% en hipertrigliceridémicos.
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INTRODUCCION

1- ARTERIOSCLEROSIS

La arteriosclerosis es una patologia inflamatoria caracterizada por un engrosamiento
de la capa intima de la pared arterial [1, 2]. Esto causa el estrechamiento progresivo
de la luz vascular que puede evolucionar hasta la oclusién del vaso impidiendo el flujo

sanguineo por la arteria afectada.

La lesion arteriosclerdtica, o placa ateromatosa, esta formada por diferentes tipos
celulares, que incluyen principalmente células endoteliales, células musculares lisas,
macrofagos vy linfocitos, junto con tejido conjuntivo, restos necréticos, calcio y lipidos,

principalmente colesterol oxidado y fosfolipidos degradados.

La arteriosclerosis se da principalmente en las arterias de gran y medio tamafio y
puede conducir a la isquemia del tejido. La manifestacion clinica dependera de la
arteria afectada, infarto agudo de miocardio en el caso de arterias coronarias,

accidente vascular cerebral en el caso de las arterias que irrigan el cerebro, etc.

1.1 ORIGEN Y EVOLUCION DE LA PLACA DE ATEROMA

La formacién de la placa de ateroma tiene lugar de forma progresiva. En este proceso
se pueden distinguir varias etapas: inicio de la lesion, formacion de la estria grasa,

formacion de la placa fibrosa (lesiones avanzadas) y trombosis (figura 1).

El primer acontecimiento que tiene lugar en la arteriosclerosis es la acumulacion del
colesterol, principalmente proveniente de las lipoproteinas de baja densidad (LDL), en
la matriz subendotelial. Cuando existe un exceso de LDL circulante, aumenta el
transporte y la retencion de las mismas en los lugares donde la permeabilidad
endotelial es mayor. Las LDL difunden a través del endotelio y quedan retenidas
debido a la interaccién entre la molécula de la apolipoproteina B (apoB) de las LDL y

los proteoglicanos de la matriz subendotelial [3]. La acumulacién de particulas de LDL
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estimula en el endotelio la produccién de moléculas proinflamatorias; esto ocasiona la
llegada de monocitos y linfocitos a la pared arterial, que mediante sus receptores
scavenger reconocen y captan las lipoproteinas modificadas y otras particulas. La
captacion indiscriminada de lipidos por parte de los macroéfagos produce su
acumulacion en el interior de la célula transformandose en lo que se conoce como

células espumosas. (Figura 1a).

% 3 Adherenceand  Adherence
Endothelial Leukocyte Endothelial Leukocyte Smooth-muscle  Foam-cell  T-cell aggregation of  and entry
dhy igrati {1 ivati platelets of leukocytes

F ion of Fibrous-cap formation Plaque rupture Thinning of fibrous cap Hemorrhage from plaque
necrotic core microvessels

Figura 1: Progresion de la lesién arteriosclerética. a) inicio de la lesion b) formacion de

la estria grasa c) lesion avanzada o placa fibrosa d) ruptura de la placa/trombosis [2].

El siguiente paso en el desarrollo de la arteriosclerosis es la formacion de la placa
fiborosa que se caracteriza por un aumento de la masa lipidica extracelular,
principalmente colesterol y ésteres de colesterol, la proliferacién de células musculares
lisas (CMLs) y la formacion de una cubierta proteica de matriz extracelular producida

por las CMLs [4]. La placa fibrosa se inicia con la migracion de las CMLs desde la
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capa media hacia la matriz subendotelial. Alli las células proliferan y captan las
lipoproteinas modificadas contribuyendo asi, junto con las células espumosas
derivadas de los macréfagos, al engrosamiento del nucleo lipidico. Las CMLs secretan
proteinas de la matriz extracelular, como colageno y proteoglicanos, conduciendo al

desarrollo de la placa fibrosa [5] (Figura 1b).

La respuesta proliferativa de las CMLs y de las células inflamatorias hace que la estria
grasa evolucione a una placa arteriosclerética mas compleja llevando la lesion a
estadios mas avanzados que implican muerte celular, rotura de las placas,
calcificacién y procesos trombéticos. (Figura 1c). Las placas ateromatosas mas
avanzadas presentan un nucleo necrético que consiste en un gran nucleo lipidico

rodeado por una delgada cubierta fibrosa.

La ruptura de la placa (Figura 1d) provoca trombosis y ocurre generalmente en sitios
donde la cubierta fibrosa es mas delgada. Este adelgazamiento de la cubierta es
debido a la activacion de los macréfagos, que liberan metaloproteinasas y otras
enzimas proteoliticas. Estas enzimas provocan la degradacién de la matriz y con ello
la ruptura del endotelio, lo que puede provocar la formacion del trombo y la oclusién de
esta arteria. Las placas mas complejas también pueden presentar depdsitos de calcio
lo que ocasiona un cambio en las caracteristicas mecanicas del tejido arterial,
contribuyendo a la inestabilidad de la placa y limitando la flexibilidad de los vasos
sanguineos. Los componentes internos de la placa y el factor tisular inician la cascada
de la coagulacion que provoca la adhesién de las plaquetas circulantes y que, a su
vez, pueden producir trombosis por oclusion de la luz vascular [5]. El estrechamiento
progresivo de la luz arterial puede acarrear sintomas isquémicos tales como infarto de

miocardio o enfermedad cerebrovascular.
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2- ARTERIOSCLEROSIS Y LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Las alteraciones de las lipoproteinas plasmaticas y los trastornos del metabolismo de
los lipidos se encuentran entre los factores de riesgo de arteriosclerosis mas
firmemente establecidos y mejor conocidos. La relacion existente entre la
hipercolesterolemia y el riesgo de enfermedad cardiovascular ha sido descrita

extensamente en la literatura cientifica [6-9].

2.1 LIPOPROTEINAS PLASMATICAS

Los lipidos son transportados en la circulacién en forma de lipoproteinas, que son
unos complejos con una parte lipidica y otra proteica. La fraccién proteica constituye
entre el 1 y el 60% de la masa total y estd compuesta por una o mas proteinas
denominadas apolipoproteinas (apos) y por una fraccion lipidica formada por lipidos
apolares (triglicéridos y ésteres de colesterol) y lipidos polares (fosfolipidos y colesterol

no esterificado).

Las lipoproteinas presentan una enorme heterogeneidad (figura 2), con estructuras y

composiciones que dependen de su origen y funcion.

0.95 - p \
VLDL ) §
1006 P — |
E oL —(C . | )
g | \?\"-—--/‘ \ X\_h ,/,-'
[>) . el
T 1,02 Femanentes
: | ilomicro /
Z LDL de quilomicrén
: I.
° Quilomicron
1.06 | “
Q~
110 - HDL O
s ;
1.20 | Q
5 10 20 40 60 80 1000

Diametro, nm

Figura 2: Distribucion por densidad y tamafo de las principales clases de particulas de

lipoproteina [10].
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Se clasifican segun su densidad y tamafo, caracteristicas que guardan una relacion
inversa. De esta manera se distinguen los quilomicrones (Qm), las lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), las lipoproteinas de densidad intermedia (IDL), las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), y las lipoproteinas de alta densidad (HDL).
Ademas la lipoproteina (a) (Lp(a)) presenta una densidad que oscila entre la de la LDL
y la HDL aunque presenta unas caracteristicas diferenciales a estas. La Tabla 1

muestra las caracteristicas principales de las diferentes lipoproteinas.

Tabla 1: Caracteristicas principales de las lipoproteinas

Lipoproteina Qm VLDL IDL LDL Lp(a) HDL
Densidad (g/L) <0,96 0,96-1,006 1,006-1,019 1,019-1,063 1,050-1,100  1,063-1,210
Tamafio (nm) 80-2000 30-80 28-35 20-28 21-28 5-12
Transporte Transporte Transporte Transporte
Funcién . : CT a tejidos
lipidos dieta TG PO reverso CT
periféricos
Hepatico,
Sintesis u origen Intestinal Hepatico Catabolismo Catabolismo Hepatico intestinal,
g P VLDL IDL hepética P catabolismo
VLDL y Qm
o A-LA-II,
Principales B-48,Cs,E, B-100,Cs,E B-100,C.E B-100 B-100, A-IV Cs E
apolipoproteinas  A-LA-ILA-IV apo(a) e
% Proteina 1-2 10 15 18 35 40-60
% Colesterol 5 15 35 50 37 20-30
% Triglicéridos 85 55 25 6 7 4-5
% Fosfolipidos 8 20 25 26 21 20-30

2.2 METABOLISMO DE LAS LIPOPROTEINAS

Quilomicrones: estan compuestos mayoritariamente por triglicéridos, se sintetizan en
el intestino y tienen como funcién el transporte de los lipidos de la dieta hasta la
circulacion sanguinea, lo que se denomina transporte exégeno de los lipidos. Tienen

una vida media muy corta ya que se metabolizan rapidamente por la lipoproteina

27



INTRODUCCION

lipasa (LpL), que hidroliza los triglicéridos, dando lugar a quilomicrones residuales con
menos triglicéridos, que se aclaran de la circulacion mediante un receptor hepatico

especifico para la lipoproteina E (apoE) [11].

VLDL: se sintetiza en el higado y su funcidon es el transporte de triglicéridos
endégenos desde el higado hacia los tejidos periféricos. Por accién de la LpL se
hidrolizan los ftriglicéridos de esta lipoproteina. Ademas, mediante la proteina
transferidora de ésteres de colesterol (CETP) se transfieren triglicéridos desde la VLDL
ala HDL vy ésteres de colesterol desde la HDL a la VLDL. Este proceso da lugar a una
disminucion del tamafo y su transformacion en IDL, también denominada VLDL

residual o remanente.

IDL: Esta particula ha perdido la mayor parte de sus apo Cs, por lo que no puede ser
degradada por la LpL y se degrada por la lipasa hepatica (LH) que tiene actividad
triglicérido lipasa, ademas de fosfolipasa A1, y no necesita apo C-Il como cofactor. De
esta manera se degradan mas triglicéridos y se pierde la apoE, generandose asi la

LDL.

LDL: Esta particula es muy rica en colesterol y su funcién es la liberacion del
colesterol procedente del higado a las células de los tejidos periféricos, que se
produce al ser reconocida la apolipoproteina B de la LDL (apo B-100) por su receptor
especifico, el receptor de LDL (también conocido como receptor apoB,E), que
internaliza la particula de LDL en su interior celular y permite la captacién de

colesterol.

Lp(a): Es una particula de LDL que contiene ademas una apolipoproteina especifica,
la apo(a), que se sintetiza en el higado. No se conoce exactamente el mecanismo de
eliminacion de Lp(a) del torrente sanguineo, aunque parece que el receptor de VLDL

podria estar involucrado.
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HDL: Tienen una alta proporcién de proteina en relaciéon a su contenido lipidico. Son
las responsables del transporte de colesterol desde los tejidos periféricos hasta el
higado, donde es transformado y excretado en forma de acidos biliares. Las HDL se
sintetizan en forma de HDL naciente bien a nivel hepatico, o bien a partir de la
liberacion del material de la superficie de quilomicrones y VLDL. El colesterol libre es
captado desde los macrofagos y otras células periféricas y esterificado por la

lecitina:colesterol aciltransferasa (LCAT), formando HDL maduras.
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Figura 3: Las vias metabdlicas exdégenas y enddgenas de las lipoproteinas [10]. La via
exogena transporta lipidos alimentarios a los tejidos periféricos y al higado. La via

enddgena transporta lipidos hepaticos a los tejidos periféricos.

2.3 Transporte reverso colesterol

El colesterol procedente de la LDL puede depositarse en grandes cantidades en

algunas estirpes celulares, por lo que es necesaria la existencia de algun mecanismo
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que permita la eliminacion del exceso de colesterol celular y su transporte hacia el

higado, que es el unico tejido capaz de eliminar netamente el colesterol del organismo.

El transporte reverso de colesterol es el proceso mediante el cual el colesterol captado
por las particulas HDL de las células periféricas, llega al higado y desde alli es

eliminado por las vias biliares.

El higado y el intestino producen HDL nacientes. El colesterol libre es adquirido por
macrofagos y otras células periféricas y esterificado por LCAT, formando HDL
maduras. Los ésteres de colesterol resultantes pueden ser captados por el higado,
ovario y glandulas adrenales mediante el receptor SR-Bl. También pueden ser
transferidos mediante la CETP a las particulas de VLDL, IDL, LDL donde son
reconocidos por receptores de LDL y LRP hepaticos que reconocen la apoB-100 y la

apoE.
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Figura 4: Metabolismo de las HDL y transporte inverso de colesterol [10].
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3- IMPLICACION DE LA LDL EN LA ARTERIOSCLEROSIS

3.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LA LDL

La LDL es el mayor transportador de colesterol en plasma en forma de ésteres de
colesterol. Las LDL son un grupo heterogéneo de particulas que varian en tamafio,
composicion y estructura. El didmetro de estas particulas de LDL oscila entre 20 y 28
nm. Tienen un nucleo hidrofébico que contiene lipidos no polares (principalmente
ésteres de colesterol y triglicéridos) y la superficie formada por una monocapa que
contiene fosfolipidos, colesterol no esterificado y una unica molécula de apoB-100 [12].
Cada particula de LDL contiene unas 1600 moléculas de colesterol esterificado, 700
moléculas de fosfolipidos, 600 moléculas de colesterol no esterificado y 170 moléculas
de triglicéridos [12]. Los principales fosfolipidos son fosfatidilcolina (70%) y

esfingomielina (25%) [13].
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Figura 5: Esquema de una molécula de LDL [14].
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La proteina principal de estas particulas, la apo B-100, es una de las proteinas
monoméricas mas grandes. Esta situada rodeando la superficie de la lipoproteina y

tiene una estructura pentapartita constituida por dominios con hélice a y hoja B [15].

3.2 ACUMULACION INTRACELULAR DE COLESTEROL

3.2.1 Receptor de LDL

La funcién fisiologica de la LDL en el plasma es transportar el colesterol a los tejidos
periféricos, proceso mediado por el receptor de lipoproteinas de baja densidad (rLDL)

[16].

EL receptor de LDL (rLDL) es una proteina transmembrana de una uUnica cadena
peptidica con 839 aa 164 kD de peso molecular y que consta de 5 dominios (Figura 6):
1. Dominio de union rico en cisteinas 2. Dominio de homologia con el precursor del
factor del crecimiento epidérmico (EGF) 3. Dominio rico en carbohidratos 4. Dominio

transmembrana 5. Dominio intracitoplasmatico. [17-19]

Figura 6: Estructura del receptor de LDL

Se sintetiza en el reticulo endoplasmatico [20] y tras ser sintetizado, es transportado al
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aparato de Golgi, donde se glicosila y pasa a la membrana. Alli se desplaza
transversalmente hasta situarse en unas zonas denominadas “hoyos recubiertos”

formados por la proteina clatrina, que sirve de anclaje.

El rLDL reconoce especificamente la apoB-100 y la apoE. Las lipoproteinas que
contienen varias copias de la apo E (VLDL, IDL y varias subclases de HDL) se unen al

receptor con mas afinidad que la LDL que solo tiene una copia de apoB-100.

ElI LDL reconoce la apoB de la LDL e internaliza la particula. Una vez internalizada hay
una degradacion lisosomal de la LDL que da lugar a la hidrélisis de ésteres de
colesterol y a la degradacién de la apoB-100. En este proceso se generan
aminoacidos, que son reutilizados para la sintesis de nuevas proteinas, y colesterol

que es utilizado para la formacién de membranas.
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Figura 7: Mecanismo del rLDL [21].

El aporte de colesterol proveniente de la LDL suprime la actividad del enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa), que regula la
sintesis del colesterol y activa el enzima colesterol aciltransferasa (ACAT) que

reesterifica el colesterol. Este colesterol esterificado se almacena en el citoplasma
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[22]. Por otra parte se inhibe la transcripcién del gen de rLDL, lo que permite a las
células regular el numero de rLDL para que haya el colesterol suficiente para las

necesidades metabdlicas [22].

Es fundamental el aclaramiento de la LDL a través del rLDL para mantener su
concentraciéon en plasma en unos niveles adecuados. Para que la interaccion entre el
rLDL y la LDL sea adecuada es importante que esta ultima no tenga su estructura

alterada.

El colesterol de LDL captado por las células a través del rLDL es no aterogénico

porque éste regula negativamente la sintesis celular endégena de colesterol. [21]

3.2.2 Receptores scavenger (SR)

Comprenden un diverso grupo de proteinas diferentes estructuralmente. Fueron
identificados por Brown y Goldstein que definieron su capacidad para unirse a LDLs
modificadas, incluyendo la LDL acetilada y la LDL oxidada, ademas de un amplio
numero de ligandos que presentan la caracteristica comun de ser electronegativos. Sin
embargo la carga negativa no es el unico determinante de la union de moléculas al
receptor sino que se necesitan ciertos requerimientos estructurales para una union

efectiva.

Clasicamente se han descrito tres tipos o clases de SR, los receptores tipo A, los tipo
B y los C, pero también se han encontrados otros como los de clase E (LOX 1), los de
clase F (SREC-I SREC-Il), los de clase G (SR-PSOX), Clase D (CD 68). Estan
presentes en diferentes tejidos vasculares y tipos celulares que van desde
macréfagos, a monocitos, plaquetas, células espumosas y células endoteliales.

Ademas estan presentes en tejido adiposo y estereoidogénico.
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Figura 8: SR implicados en la arteriosclerosis [23].

3.3 PAPEL DE LA LDL EN LA ARTERIOSCLEROSIS

La arteriosclerosis esta caracterizada por la acumulacion de colesterol en la pared
arterial y se ha demostrado que el descenso de la concentracion plasmatica de
colesterol reduce la aparicion de eventos cardiovasculares [24]. El colesterol es
transportado por la LDL principalmente, que contiene aproximadamente el 70% del

colesterol circulante.

El colesterol es el lipido mayoritario que se acumula en las placas de ateroma, ademas
se han aislado lipoproteinas similares a la LDL en lesiones arterioscleréticas, lo que
indica que la LDL es la lipoproteina mas aterogénica. Esto se pone de manifiesto en el
caso de la hipercolesterolemia familiar monogénica (HF) que cursa con
concentraciones elevadas de LDL en plasma debido a una alteracion en el receptor de

la LDL, con el consecuente riesgo arteriosclerotico.

La LDL nativa no presenta caracteristicas aterogénicas pero en el microambiente del
espacio subendotelial tienen lugar diversos procesos que modifican las propiedades
biologicas de la LDL. Estos procesos incluyen la lipoperoxidacion, la lipdlisis, la

protedlisis y la uniébn a componentes de la matriz extracelular. La modificacion de la
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LDL en la pared arterial juega un papel clave en la iniciacion y progresion de la
arteriosclerosis, ya que las LDL modificadas tienen la capacidad de promover la
acumulacion subendotelial de colesterol y desencadenan la respuesta crénica
inflamatoria caracteristica de las lesiones ateromatosas [25]. Ademas, las LDL
modificadas se unen mas a los proteoglicanos de la matriz extracelular de la pared
arterial y favorecen la retencion subendotelial de lipoproteinas, que se considera el

proceso inicial de la arteriosclerosis [26].

3.4 MODIFICACIONES DE LA LDL

3.4.1 Oxidacion

La modificacion mas estudiada que causa la acumulacién de colesterol es la
modificacion oxidativa que produce numerosas modificaciones quimicas en las
fracciones lipidicas y proteicas. Las propiedades aterogénicas de la LDL oxidada
(oxLDL) se atribuyen a su capacidad para contribuir en la formacion de células
espumosas asi como al reclutamiento de los monocitos circulantes a la intima arterial,
induciendo la agregacién plaquetaria y otros efectos pro-inflamatorios y pro-
trombaticos [27]. Las bases moleculares de estos efectos son dificiles de establecer
debido a la complejidad de la oxidacion de la LDL, que envuelve un numero inmenso
de modificaciones posibles de las fracciones lipidicas y proteicas. Esto es debido a la
heterogeneidad de la LDL y sus productos de oxidacion. Estos productos dependen de
los oxidantes utilizados, la extensién de la oxidacidn la composicion de la LDL y otros

muchos factores.

La reaccién de oxidacidn es un proceso continuo, pero se pueden distinguir varias
etapas (Figura 9). Primero la oxidacion de la LDL ataca al doble enlace de los acidos
grasos insaturados y genera oxisteroles, lisofosfatidilcolina, hidroperdxidos, aldehidos
y cetonas [28] y se genera la LDL minimamente modificada (MM-LDL), que aun tiene

afinidad por el rLDL. Cuando estos productos reaccionan con la apoB se modifican las
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propiedades de la LDL, eliminando la carga positiva de los residuos de lisina y arginina
de la apoB. Esto provoca un incremento de la carga negativa de la particula y por
tanto aumenta el reconocimiento por los SR de los macréfagos. Asi, estos receptores

internalizan la oxLDL y esta es degradada.
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Figura 9: Diferencia entre la OxLDL y la minimamente modificada MM-LDL. [29].

Otro de los mecanismos responsables del aumento de la captacion de las LDL
oxidadas por macréfagos es su mayor tendencia a la agregacion [30] ya que se
observa un aumento de la captacion por macrofagos después de la accion de agentes
oxidantes como el cobre, radicales libres o hipoclorito que promueven la agregacion de
la LDL. En contrapartida, otros autores han descrito que la fusion de la LDL inducida
por calor disminuye gradualmente tras la oxidacion progresiva con varios agentes
debido a la fragmentacion de la apon [31]. Los aspectos relacionados con la
aterogenicidad de los procesos de agregacion y/o fusidon de la LDL se comentan mas

extensamente en los siguientes apartados.
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En los mecanismos de oxidacién hay que considerar que concurren factores
adicionales que actuan paralelamente a la oxidacion in vivo, como la fosfolipasa A2
asociada a lipoproteinas (Lp-PLA,, también conocida como acetilhidrolasa del factor
activador de plaquetas, PAF-AH) que puede generar acidos grasos libres (FFA), los

cuales son agentes inductores de fusion de lipoproteinas [32].
3.4.2 Agregacién y/o fusion

Modificaciones de la estructura de la superficie de la LDL pueden provocar una
pérdida de su estabilidad que afectara a las interacciones entre las particulas y
provocara su agregacion y consiguiente fusién. La modificacion extensiva de un solo
componente de la superficie de la LDL es suficiente para provocar su agregacion y/o
fusion. La agregacion de la LDL pone en contacto la superficie de diferentes particulas
de LDL pero produce la fusion de estas particulas, por ello se puede considerar que la
agregacioén no modifica el tamafio de las particulas individuales. Sin embargo, si esta
modificacion es suficientemente extensa la energia de estabilizacién provocara la
fusion de las particulas, que es un proceso irreversible, a diferencia de la agregacion

que es reversible [30].

Atherosclerosis

1

Lipiddoaded
macrophage

Figura 10: Agregacion y fusion de la LDL [33].
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La agregacion de las lipoproteinas es importante en la aterogénesis por al menos dos
razones. La primera es que la LDL agregada es un potente inductor de la formacién de
células espumosas, y la segunda que la agregacion de las lipoproteinas en el espacio

subendotelial incrementa la cantidad de lipoproteina retenida [34].

La desintegracion de las lipoproteinas y liberacién de los lipidos apolares del nucleo
confluyen en la formacion de gotas lipidicas o lipids droplets. El incremento de la
captacién de las particulas de LDL agregadas, fusionas y los lipid droplets por los

macrofagos permite la formacion de células espumosas e inicia la arteriosclerosis [33].

3.4.2.1 Lipdlisis
Modificacién de la LDL por esfingomielinasa

Se conocen varios tipos de SMasa, aunque la relacionada con la agregacién de la LDL
es la SMasa secretora (sSMasa). Este enzima se hiperexpresa en la intima arterial
lesionada y es secretado por macrofagos y células del musculo liso. La sSMasa es
una enzima dependiente de zinc que hidroliza la esfingomielina (SM) generando
fosfocolina y ceramida, es por tanto una fosfolipasa de tipo C (PLC). Tras la hidrdlisis,
la fosfocolina (polar) se libera de la superficie mientras que la ceramida, que es apolar,
queda retenida en la LDL, por lo que hay un incremento de los lipidos apolares en la
superficie de la particula. EI aumento de ceramida, a través de las interacciones
hidrofobicas de estas moléculas para protegerse del entorno polar, induce la
agregacion de la LDL, y estos agregados inducen la formacion de células espumosas

in vitro.

Las LDLs agregadas que se han aislado de lesiones arterioscleréticas estan
enriquecidas en ceramida, mientras que las particulas no agregadas no [35]. Este dato
sugiere que la ceramida y, por tanto, la SMasa, estan directamente involucradas en la

agregacion y fusion de la LDL in vivo.
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Modificacién de la LDL por la Fosfolipasa C (PLC)

La PLC hidroliza la fosfatidilcolina (PC) para generar fosfocolina y diacilglicerol. La
fosfocolina se libera a la superficie mientras que el diacilglicerol al ser apolar se
redistribuye desde la superficie hasta el nucleo de la LDL lo que genera un
desequilibrio hidrofébico que promueve la agregaciéon y fusion de la LDL. Es un
proceso similar al de la lipdlisis mediante SMasa, con la diferencia que, al ser la
cantidad de PC mucho mayor que la de SM (70% de los fosfolipidos de la LDL vs
20%) el efecto de induccion de agregacioén es mucho mas drastico. Se ha demostrado
que la agregacién y fusion provocadas por la PLC puede prevenirse por las
apolipoproteinas intercambiables polares que tienen elevada afinidad por la superficie
de la LDL [36], lo que corrobora la idea de que la fusion de la LDL después de la
hidrdlisis por PLC es debida a la exposicion en la superficie de zonas hidrofébicas. Sin
embargo, no hay evidencias de que la PLC se exprese de forma aumentada en la

lesion arterioscleradtica.

No obstante, se ha detectado una actividad de tipo fosfolipasa C en una fraccion
minoritaria electronegativa de la LDL presente en plasma, lo que podria contribuir al
aumento de las propiedades pro-aterogénicas de estas particulas [37]. Los aspectos
relacionados con esta actividad de tipo PLC (PLC-like) asociada a la LDL

electronegativa son comentados en mayor detalle mas adelante.

Modificacién de la LDL por la Fosfolipasa A, secretora (SPLA))

La sPLA2 se secreta a la circulacion bajo condiciones inflamatorias, similares a las que
se dan en la lesion arteriosclerdtica, e hidroliza los fosfolipidos en la posicion sn-2
liberando FFA insaturados vy lisofosfolipidos. Una hiperexpresién de la sPLA, puede
contribuir a la aterogénesis induciendo la agregacion de la LDL, fusién y retencion por

proteoglicanos.
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Modificacién de la LDL por la Fosfolipasa A, asociada a lipoproteinas (Lp-PLA,)

La sPLA; es diferente a la actividad Lp-PLA, que se ha comentado en el apartado de
oxidacién de lipoproteinas. La Lp-PLA, es un enzima asociado a lipoproteinas,
principalmente a LDL y HDL. El contenido de Lp-PLA;, esta aumentado en las LDL que
se consideran mas aterogénicas, las LDLs pequefas y densas y la LDL
electronegativa. Esto sugiere que la Lp-PLA2 contribuye al aumento de las
propiedades pro-aterogenicas de las LDL pequefias y densas y las LDL
electronegativas. Sin embargo, en este caso la accion aterogénica de la Lp-PLA; no
seria mediante la estimulacion de la agregacion de LDL, sino mediante la generacion
de lipidos inflamatorios y estaria principalmente relacionada con los procesos

inflamatorios caracteristicos de la lesion arterioscleroética.

3.4.2.2 Protedlisis

Se ha visto que la degradacion proteolitica de la apoB-100 de la LDL provoca
agregacion y fusion de las particulas de LDL. Para que se induzca la fusion es
necesario que fragmentos de los péptidos de la apoB-100 se liberen de la particula
para que se generen zonas hidrofébicas que sean lo suficientemente inestables como
para iniciar la fusién de la LDL. [38]. La apoB-100 es un componente importante de la
superficie de la LDL y por lo tanto, cualquier pérdida parcial de apoB-100 de la
superficie de la particula de LDL es probable que produzca la reorganizacion de la

superficie y, como consecuencia, también de los lipidos del nucleo.

La modificacion de la LDL por protedlisis ha sido ampliamente estudiada in vitro
usando a-quimotripsina y se ha observado que el tratamiento de la LDL con a-
quimotripsina provoca la inestabilidad de la particula y conduce a la formacion de

particulas de mayor tamafno y que se unen con mayor fuerza a los proteoglicanos. [39]
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3.4.3 Modificacion enzimatica

Las modificaciones comentadas anteriormente son enzimaticas, Sin embargo el
término de LDL modificada enzimaticamente se aplica generalmente a una
combinacion de modificaciones enzimaticas realizadas in vitro que ha sido estudiado
principalmente por Bhakdi y colaboradores [40-42]. Estos autores observaron que la
LDL, al contrario de la HDL y VLDL, puede transformarse in vitro por tratamiento con
enzimas, y en ausencia de oxidacion, a una forma modificada de LDL con propiedades

similares al complemento activador de la lesion (LCA).

Esta LDL modificada enzimaticamente con proteasas (generalmente ftripsina),
colesterol esterasa y neuraminidasa tiene propiedades similares a la LDL encontrada

en lesiones arterioscleréticas y se ha denominado genéricamente como E-LDL [40].

La E-LDL se une a la proteina C reactiva (PCR) y es reconocida por uno o varios SR
de macréfagos, por lo que es un potente inductor de la formacién de células
espumosas. De esta manera, la E-LDL activa la via del complemento por dos
mecanismos, uno dependiente de PCR que tiene lugar a bajas concentraciones de E-
LDL, y el otro independiente de PCR que ocurre a concentraciones altas de E-LDL

[41] [42].

Concentraciones elevadas de E-LDL son citotoxicas. Puesto que la E-LDL activa la via
del complemento y la LDL oxidada no, y ademas es un potente inductor de la
formacion de células espumosas, la modificacion enzimatica de la LDL podria ser

clave en su aterogenicidad.

El ataque enzimatico de la LDL expone uno o varios epitopos, que pueden ser
detectados con anticuerpos. Con estos anticuerpos se pueden localizar depdsitos
extracelulares de particulas similares a la E-LDL en las lesiones tempranas

arterioscleroticas. Estos depdsitos se han detectado en colocalizacion con los
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complejos del complemento C5b-9 [43]. Ratones deficientes de C6 estan protegidos
contra el desarrollo de la arteriosclerosis inducida por dieta, lo que demuestra que la
activacion del complemento por la E-LDL juega un papel importante en la aterogénesis

[44].

3.4.4 Glicosilacion

La LDL glicada (gILDL) se forma por la interaccién de la glucosa con los grupos amino
libres de los residuos de lisina y arginina de la molécula de apoB de la LDL, esto
provoca una pérdida de carga positiva que disminuye la afinidad por el rLDL, y por
tanto aumenta su vida media en plasma [45]. Ademas promueve su aclaramiento por
los receptores scavenger conduciendo a la formacion de células espumosas [46]. La
glicacién aumenta la afinidad de la LDL por los PGs, incluyendo el aumento de la

susceptibilidad a la oxidacion y promueve la agregacion in vitro [47].

La glLDL esa presente en suero de todos los individuos, en pacientes normolipémicos
alrededor del 2-17% de las lisinas estan glicadas. Esta proporcion esta aumentada en
pacientes diabéticos [48]. Se ha visto que las LDLs pequefas y densas, que son
consideradas aterogénicas, estan mas glicadas tanto in vitro como in vivo que el resto
de LDL. Esta glicacion diferencial puede deberse a la diferente conformacion de la
apoB en estas particulas, lo cual contribuye al aumento de las propiedades

aterdgenicas de las LDLs pequefias y densas.

3.5 PROPIEDADES ATEROGENICAS DE LAS LDL MODIFICADAS.

Hay una estrecha relacion entre las modificaciones de la LDL que aumentan la carga
negativa y el riesgo arterioscleroético. La LDL se aclara por el rLDL cuya expresion esta
regulada por la concentracién de colesterol intracelular, lo que provoca un control
estricto de la concentracion de colesterol esterificado en el citoplasma [49]. Sin

embargo las lesiones arterioscleréticas estan caracterizadas por la presencia de
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células espumosas que acumulan colesterol intracelular de forma masiva [50]. Esta
contradiccion se denominé paradoja del colesterol, e indicaba la existencia de una via

de entrada de colesterol al interior celular, diferente del rLDL.

Se hipotetizé que la aterogenicidad de la LDL es debida a que ésta se modifica e
internaliza por una via alternativa a la del aclaramiento por el rLDL. Las LDL
modificadas son fagocitadas por los macréfagos, que las reconocen mediante SR
especificos cuya expresidbn no estd regulada por el colesterol intracelular. En
consecuencia, los macréfagos se convierten en células espumosas, favoreciendo el
desarrollo de la placa de ateroma. Mediante numerosos estudios in vitro comprobd
que las LDL modificadas por diferentes procesos no son reconocidas por el rLDL pero

si por los SR.

Por otra parte, estas LDL modificadas pueden ser mas facilmente retenidas por la
matriz extracelular de la pared vascular, adquirir propiedades inflamatorias y aumentar

su potencial aterogénico [51].

La LDL se oxida y agrega en zonas lesionadas de la pared arterial, pero no en zonas
sanas, por lo que la existencia en el plasma de estas LDL modificadas podria ser
indicativa de la presencia de lesiones arterioscleréticas. Por este motivo se ha
planteado la cuantificacion de la LDL modificada como un marcador de riesgo
cardiovascular y su uso para estimar la extension y evolucién de las lesiones

arterioscleroticas [52].
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4- LDL ELECTRONEGATIVA

Las formas modificadas de LDL tienen como caracteristica comun un incremento de la
carga electronegativa respecto a la LDL nativa, no modificada. Por esta razon se
considera que la LDL electronegativa es un pool de formas modificadas de LDL en
circulacion [53]. La carga negativa de la LDL aumenta con la oxidacion, la glicosilacion
no enzimatica, lipdlisis, o la union de acidos grasos no esterificados (NEFAs) a la LDL,

ademas de mediante otros mecanismos fisiopatoldgicos.

La concentracion de la LDL(-) suele ser inferior al 5-6% en sujetos sanos y esta
aumentada en patologias asociadas a un alto riesgo cardiovascular, tales como
hiperlipemia, diabetes [54-57], enfermedad renal severa [58], estetohepatitis no
alcoholica (NASH) o pacientes con sindromes coronarios; y también en otras
situaciones que no son necesariamente patolégicas como la lipemia postpandrial o

después de ejercicio intenso [59].

4.1 PROPIEDADES DE LA LDL(-)

La LDL(-) es heterogénea en tamafio y densidad, dependiendo del mecanismo por el
que se forme. En sujetos normolipémicos estda compuesta principalmente por
particulas pequefas y densas, en pacientes hipercolesterolémicos mayoritariamente
por particulas grandes y en hipertrigliceridémicos puede estar formada por particulas
tanto densas como ligeras [57]. También es heterogénea en su composicién de lipidos
y proteinas. Respecto a estas ultimas, la LDL(-) tiene un contenido incrementado de
apoE, apoClll, apoAl, apoAll, apoD, apoF y apoJ respecto a la LDL nativa [60, 61],

ademas de una mayor actividad de la Lp-PLA2 (o PAF-AH) respecto a la LDL(+) [62].
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Una caracteristica unica de la LDL(-) es la presencia de una actividad fosfolipasa de
tipo C (PLC-like) que podria ser la causante de una elevada tendencia a la agregacién
[63]. Esta actividad, que no se encuentra en la LDL(+), es mucho mas alta en una
fraccion de LDL(-) agregada (agLDL(-)) que en la fraccién de LDL(-) no agregada.
Hidroliza la cabeza polar de la colina generando monoacilglicerol, ceramida y
diacilglicerol [63]. El origen de esta actividad fosfolipolitica se desconoce por el
momento, aunque se ha sugerido que podria ser debido a cambios conformacionales

del extremo N-terminal de la apoB [64].

Respecto al contenido lipidico, la LDL(-) se caracteriza por mayor contenido en
triglicéridos y NEFAs [61, 65]. El aumento de NEFAs es debido a que cuando la
concentracién de NEFA en sangre excede la capacidad de union de la albumina, la
cantidad de NEFAs asociada a la LDL aumenta favoreciendo la formacién de LDL(-).
Este aumento de la concentracion de NEFAs altera las propiedades de la superficie y

favorece la agregacion de la particula [32].

La LDL(-) presenta una serie de propiedades aterogénicas, en parte relacionadas con
una conformacion anémala de la apoB, que presenta una pérdida parcial de estructura
secundaria que da como resultado un alto contenido de estructura § y bajo contenido
de estructura a-hélice [66]. Esto genera una pérdida de afinidad por el rLDL que puede
impedir su captacién por el higado o tejidos periféricos. Esto unido a que la carga
eléctrica de la LDL(-) no es suficientemente elevada como para ser reconocida por los
SR de los monocitos [67] sugiere una disminucion en su aclaramiento en plasma lo

que prolongaria su vida media en circulacién.

Otra propiedad aterogénica es el aumento de la union a proteoglicanos debida a la alta
susceptibilidad de la LDL(-) a la agregacién, que aumenta la retencién subendotelial.
De hecho es la fraccion agregada de la LDL(-) la responsable de la unién a los PG
[68]. Esta subfraccion tiene una conformacion anormal que pone a la exposicién un
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epitopo de la apoB, conocido como Ib, que es un sitio de unién a los PGs alternativo

[69]. (Figura 11)
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Figura 11: Propiedades aterogénicas de la LDL (-). [64]

4.2 MECANISMOS INFLAMATORIOS DE LA LDL(-)

La LDL(-) tiene la capacidad de activar factores de transcripcion NF-kB, AP-1 y PPAR,
induciendo la expresién de un numero elevado de moléculas inflamatorias que
incluyen citoquinas (IL6) , quimioquinas (IL8, MCP-1, GRO), moléculas de adhesién
vascular (VCAM) y factores de crecimiento (GM-CSF, PDGF) [53]. Ademas, tiene un
papel en la modulacion de la angiogénesis estimulando la expresion de los factores
vasculares de crecimiento endoltelial (VEGF) e inhibiendo la liberacién de
metaloproteinasas MMP2 y MMP9. Este potencial inflamatorio se ha demostrado en
diversos tipos celulares incluyendo células endoteliales, linfocitos, monocitos y

macrofagos [70, 71].
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Se desconoce qué componentes de la LDL(-) son los responsables de sus
propiedades inflamatorias. La lisofosfatidilcolina (LPC) y los NEFA se encuentran
aumentados en la LDL(-) [72] ambos son mediadores de la inflamacion [73] por lo que
podrian ser responsables de su efecto inductor de la liberacion de quimioquinas en
células endoteliales. Recientemente se ha descrito que la generacion de ceramida,
quizas generada por la actividad PLC-like, también puede tener un papel en la accién
inflamatoria. Existen varios mecanismos enzimaticos que al actuar sobre la LDL
originan un aumento en su carga negativa y en el contenido de LPC y NEFA: sPLA,,
SMasa, colesterol esterasa (CEasa) o Lp-PLA2 (PAF-AH). Ademas, estas
modificaciones enzimaticas afectan a la conformacién de la LDL [14] y pueden ser

responsables de su menor afinidad por el rLDL y mayor agregabilidad.

4.3 AGREGACION DE LA LDL(-)

La LDL(-) agrega espontaneamente formando estructuras de tipo amiloide, estas
estructuras estan compuestas de una alineacién de particulas de LDL(-) no fusionadas
que se amontonan. Ademas de auto-agregarse, la LDL(-) tiene la capacidad de inducir
la agregacion de la LDL nativa, lo que sugiere que la LDL(-) tiene propiedades
amiloidogénicas. Se ha sugerido que esta propiedad es debida a la conformacién
anormal de la apoB en la LDL(-) con mayor contenido proporcional en estructuras

beta, que induce el cambio estructural de la apoB en particulas de LDL nativas.

Sin embargo, su actividad PLC intrinseca también parece estar implicada en este
proceso. La actividad PLC-like hidroliza los fosfolipidos, generando lipoproteinas
agregadas (agLDL(-)) que pueden detectarse en circulaciéon plasmatica y que
representan el 0,25-0.5% de la LDL total. Analisis de microscopia electronica de
agLDL(-) aislada del plasma han revelado que esta subfraccidén se encuentra agregada
pero no fusionada. Por tanto, estas particulas pueden atravesar la intima de la pared

arterial. En areas de lesion arteriosclerética hay una hiperexpresion de proteasas y
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lipasas implicadas en la agregacion de la LDL. Estos enzimas junto a la actividad PLC-
like intrinseca pueden acelerar la fusidon de la agLDL(-). Estas lipoproteinas fusionadas
tienen mayor unién a los proteoglicanos y por tanto quedan facilmente retenidas en el

espacio subendotelial. La Figura 12 esquematiza la posible implicacion de la agLDL(-)

en el desarrollo de la arteriosclerosis.
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Figura 12: Mecanismo de formacién de LDL(-), agregacién y unién a proteoglicanos.

[64]
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5- APOLIPOPROTEINA J O CLUSTERINA

5.1 GENERALIDADES

La apolipoproteina J, (apod), también conocida como clusterina (CLU), esta codificada
en humanos por un uUnico gen de nueve exones, localizado en el cromosoma 8p21-
p12. La apoJ se puede presentar de acuerdo a su localizaciéon en dos isoformas
diferentes, la forma nuclear de clusterina (nCLU) y la forma secretora (sCLU o apoJ).
Las dos isoformas tienen diferentes funciones como resultado de un mecanismo de
“splicing” alternativo que genera cadenas polipeptidicas de diferente longitud. Ademas,
la apoJ sufre una serie de modificaciones post-traducionales, como son la unién entre
las dos subunidades por puentes disulfuro, glicosilacion, fosforilaciéon y oxidacion de

los enlaces disulfuro entre los residuos de cisteina (Figura 13).[74]
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Figura 13: Estructura del gen de la apodJ [74].

La forma predominante de apoJ es la secretora, que es una proteina glicosilada de 76-
80 kDa heterodimérica unida por puentes disulfuro, con 449 aminoacidos, de los que
los 22 primeros corresponden a la secuencia sefial secretora hidrofébica
[75]. La cadena polipeptidica se rompe proteoliticamente para eliminar el péptido senal
y entre los residuos 227/228 para generar las cadenas a y [, que se unen
antiparalelamente por cinco puentes disulfuro para formar la molécula heterodimérica

[76]. (Figura 14).
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Figura 14: Estructura de la apoJ [76].

La clusterina se expresa en todos los tejidos y es una proteina abundante en fluidos
biolégicos incluyendo plasma, orina, fluido cerebroespinal y semen [77-79]. La forma
nuclear esta estrechamente relacionada con el cancer y la regulacion de la apoptosis,
el ciclo celular y la reparacion de DNA, mientras que la forma secretora (sCLU o apoJ)
juega un papel importante en las enfermedades metabdlicas asociadas con la
inflamacién y el estrés oxidativo como la obesidad, la resistencia a la insulina, la

diabetes y la arteriosclerosis.

Se ha demostrado que la apoJ es una chaperona extracelular, ya que tiende a unirse a
proteinas parcialmente desnaturalizadas con dominios hidrofébicos [80] inhibiendo la
precipitacién inducida por estrés de diferentes proteinas in vitro [81, 82]. Su accion
podria ser protectora reduciendo la extension de la progresion de enfermedades

asociadas con la abundancia de precipitados protéicos.

Localizacién Extracelular/Intracelular de la apoJ

La Figura 14 muestra el mecanismo mediante el cual la apoJ es excretada. El mRNA
de la apoJ se dirige al reticulo endoplasmatico (ER) para la traducion (1), la proteina

traducida se procesa en el aparato de Golgi y se secreta al espacio extracecular apical
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(1’) o basolateral (1”). En las células que tienen una via de exocitosis regulada, la

secreciéon de apod depende de la sefal extracelular apropiada.

Apical
'y

Epithelial cells

Figura 14: Mecanismo de excrecién de la apoJ [83]. G:aparato de Golgi; NP:Proteinas
normales; En: endocitosis; L:lisosoma; Cyt:.citosol; DP:proteinas dafiadas; Re:
Receptor endocitico; M.Mitocondria; N: nucleo; ER:reticulo endoplasmatico; ERAD:
degradacion de proteinas asociadas al ER; R:ribosoma; SV:vesicula secretora; P:

proteasomas.

En el espacio extracelular, la apoJ puede actuar como chaperona con proteinas
normales (NP) o unirse a proteinas dafadas (DP) y dirigirlas a los lisosomas (L) por
union al receptor endocitico (Re) gp330/megalina/LRP2 o a otros receptores

desconocidos.

En algunas células, la apoJ puede evitar la via secretora (3, 3’) y localizarse en

compartimentos intracelulares: la mitocondria, el nucleo y el citosol (Figura 14).
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5.2 FUNCION DE LA apoJ COMO CHAPERONA

Las chaperonas moleculares son un grupo diverso de proteinas que interaccionan con
proteinas total o parcialmente desplegadas para estabilizarlas y prevenir su

agregacion y precipitacion [83]

Condiciones como el estrés térmico y el oxidativo pueden causar el desplegamiento
parcial de las proteinas y su agregacion. Se ha propuesto que la apoJ es una de las
abundantes chaperonas extracelulares que forman parte del sistema de control que
actua para estabilizar las proteinas agregadas y mediar su aclaramiento a través de

endocitosis mediada por receptor y degradacién lisosomal. [84, 85]

Figura 15: Mecanismo de accién de la apoJ [86].

Bajo condiciones de estrés, una proteina nativa comienza a desplegarse y adoptar una
serie de estados intermedios plegados (I y I;) (Figura 15). En este ejemplo, el
intermediario |, tiene mayor exposicion de zonas hidrofébicas que facilitan su
agregacion mediante una via irreversible. La apoJ en solucién también forma

agregados de varios tamafios y su forma activa es un heterodimero de 80kDa, que se
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une al intermediario I, y forman un complejo de alto peso molecular. Hay dos fases en
el proceso de interaccion de la apod y el estado I, En primer lugar, |, se estabiliza y se
previene su agregacion y, a continuacion, se forma un complejo de alto peso molecular
con la apoJ. Se ha demostrado que durante situaciones de estrés la apod alarga la
vida media del estado intermedio |,, lo cual indica que la apoJ estabiliza la forma no
agregada (probablemente monomérica) de este intermediario. Todo esto sugiere que

la apod forma complejos con estados intermedios de agregacion [87].

La distribucién de la clusterina entre las diferentes formas agregadas es independiente
de la temperatura en el rango 37-50°C. Ademas, la habilidad de la apoJ de unirse a las
proteinas y su capacidad para prevenir la precipitacidon apenas muestra variacion en
este rango de temperaturas. Por el contrario, el estado de agregacion si es sensible al
pH, estando la formacion de la forma de 80 kDa monomérica favorecida con una
acidez media. Esto esta correlacionado con el incremento de exposicion de zonas
hidrofobicas de la apoJ y el aumento de su unién a la proteina nativa sin apenas

ningun cambio en su estructura secundaria a este pH [88] [89]

Estudios de interaccién de la apoJ con formas estructurales diferentes de a-
lactoalbumina, y-cristalina y lisozima muestran que la apod no se une a la forma nativa,
sino que permanece estable en disolucion como monémero. En cambio, si que se une
a la forma reducida de estas proteinas que agrega y precipita lentamente. Dado que
las formas nativa y reducida de la proteina tienen la misma estructura secundaria, las
diferencias de afinidad con la apoJ no se pueden explicar en base a esto, sino a
pequenas diferencias de su conformaciéon que favorecen una mayor exposicion de

zonas hidrofébicas de la forma reducida.

Esta mayor habilidad de la apoJ de interaccionar con proteinas que tienen un proceso
de agregacion y precipitacion lento, y su capacidad para prevenirlo, sugiere que los

factores cinéticos son importantes para regular la eficacia de la accion de la
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chaperona. La apoJ se une y estabiliza a proteinas que se agregan y precipitan
lentamente pero no tiene la capacidad de estabilizar proteinas que se hayan agregado

y precipitado muy rapidamente [87].

5.3 RELEVANCIA FISIOPATOLOGICA

La presencia de apoJ esta asociada con depdsitos de proteinas extracelulares
incluyendo depdsitos de inmunoglobulinas en enfermedad renal, depdsitos de priones
en la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob, placas amiloides en enfermedad de Alzheimer
y placas arterioscleroticas. La presencia de apoJ en estos depdsitos sugiere que esta
asociada con el desplegamiento de proteinas in vivo. La deposicion patologica de
estas proteinas puede ser consecuencia de que la capacidad de la apoJ de prevenir la
acumulacion de agregados de proteinas esta sobrepasada por concentraciones
elevadas de proteinas desplegadas. De acuerdo con estas observaciones, la
expresion de la apoJ esta aumentada en enfermedades caracterizadas por proteinas
mal plegadas, agregacion y precipitacion, por ejemplo en el Alzheimer y la enfermedad

de Creutzfeldt-Jakob [90].

La apod ha sido relacionada con diversas enfermedades incluyendo enfermedad
cardiovascular, sindrome metabdlico, enfermedades degenerativas, inflamacion y
cancer [91-93]. Su concentracion esta aumentada durante la fase temprana del infarto
de miocardio y el dano vascular [94], y se ha observado que, debido a su papel
citoprotector, la administracion intravenosa de apoJ reduce el tamano del infarto de
miocardio en ratas [95]. Atendiendo a la implicacion de la apoJ en el sindrome
metabdlico, se ha encontrado que la glucosa ejerce una regulacion positiva en la
expresion de apod en hepatocitos [96] y los polimorfismos de su gen estan asociados

con la diabetes mellitus tipo 2 [97]

El papel de la apoJ durante la neurodegeneracion es principalmente citoprotector,

debido a su funcién como chaperona. Se ha identificado la apoJ como un determinante
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genético significativo en la enfermedad de Alzheimer, y se cree que la asociacién entre
los péptidos amiloidogénicos y la apod contribuyen a limitar el mal plegamiento de las
especies de péptido amiloide B (AB) facilitando su aclaramiento del espacio
extracelular [98]. Ademas, el contenido de apodJ en plasma esta asociado con la atrofia
del cortex entorrinal, la severidad de la enfermedad y la progresién clinica del

Alzheimer [99].

La concentracion media de apoJ en plasma es de alrededor de 100 pg/ml, y es 10
veces mas alta en semen [100, 101]. La concentracion plasmatica aumenta en
diabetes tipo 2 y durante el desarrollo de enfermedad coronaria o infarto de miocardio.
En estudios mas recientes, como el estudio de Kujiraoka et al. en poblacién japonesa,
han encontrado asociada la concentracion de apoJ a la abundancia de lesiones en
arterias coronarias en la enfermedad de Kawasaki. Su concentracién en plasma esta
relacionada positivamente con la concentracién de glucosa en sangre y se halla

aumentada en pacientes con diabetes tipo 2 [102].

Otros estudios han encontrado que la concentraciéon de apoJ esta incrementada en
pacientes con cancer de prostata, carcinoma hepatocelular no diferenciado y cancer
de vejiga. En este ultimo también se han encontrado concentraciones de apoJ

aumentadas en orina [103].
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6- IMPLICACION DE LA apoJ EN LA ARTERIOSCLEROSIS

La primera evidencia de la relacién de la apoJ en el desarrollo de arteriosclerosis es la
identificacion de apodJ en lesiones arteriosclerdticas y el hecho de que su distribucién
en la pared arterial aumenta con la progresién de la arteriosclerosis [104, 105]. Esto se
debe en parte a un aumento de la expresion de apodJ por parte de las células de la
pared arterial, pero también probablemente a la filtracion de las lipoproteinas del
plasma. La apoJ muestra una distribucién en la pared arterial similar a la de la apoA-l y
apoE, lo que sugiere que la apoJ podria tener un papel protector en la arteriosclerosis
favoreciendo el trasporte de colesterol desde la pared arterial al higado mediante la
accion combinada de la apoJ y HDL que contienen apoA-l y apoE [105]. Esta posible
accion protectora concuerda con estudios que han mostrado que la apoJ promueve el
eflujo de colesterol de lineas celulares de macréfagos humanos THP-1 y U937 [106],
lo que sugiere que la apod contribuye a remover el exceso de colesterol de las células

espumosas en las lesiones arterioscleroticas.

Ademas, ya se ha comentado anteriormente que la concentracion de apod esta
aumentada durante la fase temprana del infarto de miocardio [94], y se ha postulado

que puede ser un importante agente citoprotector en cardiomiocitos isquémicos [107].

En un estudio in vitro con suero de ratdn se ha descrito que la apoJ se une formando
complejos a la leptina, una hormona producida por los adipocitos implicada en la
regulacién del peso corporal mediante el control del apetito. Estos complejos
leptina/apod se han encontrado presentes tanto asociados a la HDL como en el suero
sin lipoproteinas [108]. Esta union sugirié que la apoJ podria actuar como un posible
modulador de la accidon de la leptina aunque posteriormente en un estudio en
pacientes adolescentes obesos no se encontré correlacion entre la apod y la leptina.

[109]. Por otra parte, en otro estudio en pacientes con enfermedad coronaria, se ha

mostrado una correlacion negativa entre la apoJ y la leptina, de tal manera que
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mientras que la apoJ aumenta en pacientes con estenosis coronaria la leptina

disminuye, aunque el mecanismo de esta asociacién se desconoce [110].

Se ha descrito una correlacion positiva entre la concentracién plasmatica de apoJ y la
de colesterol total y LDL [111]. Esta observacion hace plantearse de qué manera se

distribuye la apoJ entre las diferentes fracciones lipoproteicas.

6.1- ASOCIACION DE LA apoJ A LIPOPROTEINAS

Sin embargo, probablemente la principal funcion de la apoJ en el desarrollo de la
arteriosclerosis esta relacionada con su capacidad para modular la funcionalidad de
las lipoproteinas. Una gran parte de la apoJ esta presente en plasma en forma de
complejos solubles constituidos Unicamente por apoJ o asociada a proteinas como la
albumina, la leptina, el fibrinbgeno o la ceruloplasmina, pero otra fraccion importante
se asocia a las lipoproteinas [112], siendo mas abundante en la HDL [113]. Dentro de
la HDL, se ha descrito una subclase (apoJ-HDL) de pequeno tamafio y pobre en
lipidos, y que contiene apoA-l en un ratio constante de 5 moléculas de apodJ por apoA-I
[114]. Durante bastante tiempo se considerd que, dentro de las lipoproteinas, la apoJ
solo se asociaba a la HDL, pero diversos analisis protedmicos han puesto de
manifiesto que la apoJ también se encuentra asociada a la VLDL y la LDL, aunque en

menor cantidad que en la HDL [60, 115-120]

6.1.1 Estudios en modelos animales

En estudios in vivo con modelos animales se ha visto que la expresion de apod y
paraoxonasa (PON), que es otra proteina asociada a la HDL, varian en funcién del
grado de arteriosclerosis. Con arteriosclerosis avanzada el ratio apoJ/PON aumenta, lo

que quiere decir que la apoJ aumenta cuando la PON disminuye.

Se ha especulado que el aumento de la expresion de apod puede constituir una

reaccion en condiciones patolégicas para minimizar la progresion de la enfermedad.
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La observacion de que un ratio aumentado de apoJ/PON se correlaciona con una
disminucion de la actividad protectora de la HDL [121] concuerda con el consenso de
que la PON contribuye de manera importante al efecto antioxidante de la HDL. En
contrapartida, se considera que el aumento del contenido de apoJ asociada a la HDL
en estos modelos animales es una respuesta fisiolégica frente al desarrollo de

arteriosclerosis.

La actividad beneficiosa de la apoJ se ha encontrado localizada en pequefios péptidos
derivados de la secuencia madura de apoJ que forman hélices anfipaticas. Estos
péptidos testados en experimentos in vivo mejoran el eflujo de colesterol de las células

al plasma y las propiedades antiinflamatorias de la HDL [122, 123]

6.1.2 Estudios in vitro de asociacion de apoJ a LDL

Se ha descrito que la apoJ se une a la LDL modificada enzimaticamente (E-LDL), una
forma de LDL modificada mediante colesterol esterasa y proteasas, caracterizada por
un contenido muy elevado de acidos grasos, un importante nivel de agregacion y la
exposicion de dominios hidrofébicos en su superficie. La E-LDL puede promover la
formacion de las células espumosas, es altamente inflamatoria y citotéxica y estimula
la activacion del complemento. Aunque la E-LDL se genera in vitro, analisis
inmunohistolégicos han puesto de manifiesto que depédsitos que responden a las

caracteristicas de la E-LDL son abundantes en las lesiones arterioscleréticas [124].

La apod puede interferir con estos procesos aterogénicos por varias vias. Una seria la
union directa al factor C5b-9 del complemento inhibiéndo su accién. La apoJ interactua
probablemente con la superficie hidrofébica de los complejos C5b-9, previniendo su
insercion en las bicapas lipidicas [125]. Otra posible via seria uniéndose a la LDL
modificada y protegiendo las células de los efectos citotoxicos de las lipoproteinas
modificadas como la E-LDL [124]. La accion citotdxica de la E-LDL se observa a

concentraciones de colesterol superiores a 100 yg/ml, que equivale al 10% de la LDL
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presente en plasma. Los depdsitos de E-LDL en la pared arterial lesionada son
extensos y parece que estas concentraciones se alcanzan facilmente en las lesiones

arterioscleroticas.

6.1.3 Estudios en pacientes con elevado riesgo cardiovascular

Los estudios que relacionan la apod y la arteriosclerosis en pacientes con elevado
riesgo cardiovascular son escasos. Trougakos et al fueron los primeros en describir
que la concentracion plasmatica de apoJ esta aumentada en pacientes con diabetes

tipo 2 o con enfermedad coronaria [126].

Mas tarde, se describié que la apod esta aumentada en pacientes obesos, y se asocia
positivamente con marcadores de inflamaciéon como la PCR, la ferritina y el acido urico

[102].

En cuanto a su contenido en las lipoproteinas, se ha descrito que la concentracion de
apod en la HDL se encuentra disminuida en pacientes con baja concentracion de
colesterol HDL, insulinorresistencia, obesidad y sindrome metabdlico. Ademas se
relaciona negativamente con la apoJ contenida en la LDL/VLDL. Existe una correlacion
directa entre la apoJ en las lipoproteinas que contienen apoB y la resistencia a la
insulina, lo que se podria significar que en la resistencia a la insulina puede haber un

intercambio de proteinas desde la HDL hacia la VLDL y LDL [127].

En pacientes con enfermedad coronaria se ha descrito que la HDL contiene menos
apod y mas apoC-lll, mientras que en la fraccion LDL/VLDL solo se observa el
aumento en la concentracion de apo C-lll [128]. Esta alteracion relativa del contenido
de apoJ y apoC-lll en la HDL produce una disminucion del potencial anti-apoptético en

la HDL de pacientes con enfermedad coronaria.

60



INTRODUCCION

Por otra parte, se ha visto que los acidos grasos poliinsaturados w-3, que son
beneficiosos en la prevencién de la enfermedad cardiovascular, incrementan la

concentracién de apoJ en la HDL [129].

Se ha sugerido que la testosterona podria jugar un papel en promover la enfermedad
cardiovascular, lo cual se apoya en los efectos de los esteroides sexuales en los
lipidos plasmaticos. En pacientes en terapia de deprivacién de andrégenos aumenta la
concentracién de colesterol HDL y la apoJ asociada a la HDL [130]. Esto concuerda
con los estudios antes mencionados en los que una baja concentracion de apod se

asocia con enfermedad cardiovascular.

En cuanto al contenido de apoJ en la LDL solo hay dos estudios que lo analicen. El
primero es un estudio con pacientes obesos y se muestra que las LDL de estos
pacientes presentan una concentracion aumentada de apod y apo Clll y disminuida la
apo A-l [131]. El segundo estudio es en pacientes con diabetes tipo Il y sindrome
metabdlico y describe que la apoJ esta incrementada en las LDL con concentracion
aumentada de apoClll y disminuida de colesterol total, caracteristicas tipicas de las

LDL pequenas y densas [132].
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La apolipoproteina J es una chaperona extracelular que forma parte del sistema de
control que actua para estabilizar las proteinas agregadas y mediar su aclaramiento.
Una fraccion importante de la apoJ se asocia a las lipoproteinas en plasma, siendo
mas abundante en la HDL pero también hay una pequena parte unida a la LDL y
VLDL. Diversos estudios han descrito que el contenido de apoJ en la HDL de
pacientes con alto riesgo cardiovascular se encuentra disminuido. También se ha
descrito que la apoJ esta aumentada en la LDL de pacientes con diabetes. Estas
observaciones sugieren que probablemente la principal funcién de la apoJ en el
desarrollo de la arteriosclerosis esté relacionada con su capacidad para modular la
funcionalidad de las lipoproteinas. Sin embargo, su distribucién exacta en cada
lipoproteina no ha sido determinada con precisién, ni tampoco la proporcién de apoJ

que se encuentra asociada a las lipoproteinas o en forma libre.

Un aspecto que podria ser especialmente relevante es el papel que puede tener la
apoJ que esta unida a la LDL. Dado que la agregacién de la LDL en la pared arterial
es un proceso clave en el desarrollo de la arterioesclerosis y que la actividad
chaperona de la apod regula la formacion de agregados protéicos, se deduce
facilmente que la apoJ unida a la LDL podria tener un papel importante en el proceso
de agregacion y fusion de esta lipoproteina y, en consecuencia, podria modular la

retencion subendotelial de lipoproteinas.

Los objetivos que se han planteado en la presente Tesis Doctoral, agrupados en las

dos publicaciones presentadas, son los que se exponen a continuacion:

Publicacién 1

1- Determinar el contenido de apoJ en las subfracciones de LDL con mayor o

menor aterogenicidad presentes en el plasma.
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2- Comparar las caracteristicas fisico-quimicas de la LDL que contiene apoJ con
la LDL que no contiene.
3- Estudiar el papel que juega la apolipoproteina J en el proceso de agregacion de

la LDL.

Publicacién 2

4- Determinar la distribucion de la apoJ en cada lipoproteina y en el suero libre de
lipoproteinas.

5- Analizar el efecto del perfil lipoproteico en la distribucién de la apod en las
lipoproteinas.

6- Comparar la concentracién en suero de apod y su distribucién entre las

lipoproteinas, entre sujetos normolipémicos e hiperlipémicos.
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1. OBTENCION DE LIPOPROTEINAS

1.1 AISLAMIENTO PREPARATIVO DE LDL A PARTIR DE UN POOL DE
PLASMAS.

Este es el procedimiento que se ha utilizado en la primera parte de la tesis. Se
recogieron plasmas de individuos normolipémicos en tubos vacutainer con EDTA
como anticoagulante y se conservaron a -80°C. A partir de la mezcla de estos plasmas
pueden aislarse las diferentes lipoproteinas basandose en su diferencia de
densidades, de acuerdo con el siguiente rango: quilomicrones<0,96 g/mL, VLDL 0,96-
1,006 g/mL, IDL 1,006-1,019 g/mL, LDL 1,019-1,063 g/mL, Lp(a) 1,050-1,100 g/mL y
HDL 1,063-1,210 g/mL. Con estas diferentes densidades se pueden separar las
lipoproteinas utilizando un aislamiento secuencial mediante ultracentrifugacion de

flotacion.

El plasma esta a una densidad inicial de 1,006 g/mL, para llevarlo a la densidad
deseada se anade la cantidad de KBr necesaria segun la siguiente férmula de Radding

y Steinberg:

Volumen (mL) - (densidad final — densidad inicial)

Gramos KBr =
1-(0,312 x densidad final)

En nuestro caso, como queremos aislar la LDL trabajamos en un rango de densidad
de 1,019-1,050 g/mL. Este rango se escogid para evitar contaminacién con la Lp(a).
En un primer paso se afiade al plasma la cantidad necesaria de KBr para llegar a la
densidad de 1,019 g/mL, se agita suavemente para evitar la agregacion y se divide el
volumen de plasma en tubos de policarbonato de pared rigida de 20 mL. Después se
superpone a cada tubo una solucién de la misma densidad, se equilibran los tubos por
peso y se ponen en los rotores de angulo fijo (TFT 70.38 o TFT 55.38, Kontron) para

llevar a cabo la centrifugacién a 100000 g (36000 rpm) durante 20 horas a 4°C.
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Las lipoproteinas de densidad inferior a 1,019 g/ml (VLDL+IDL) flotan y quedan
separadas del infranadante que contiene LDL, Lp(a) y HDL. Tras la aspiracion de la
fraccion VLDL/IDL por aspiracion,el infranadante se recoge en una probeta y se lleva
al volumen que teniamos inicialmente de plasma total adicionando solucion de
densidad 1,019 g/mL. Para llevar el siguiente paso de este aislamiento secuencial
necesitamos llevar el plasma a una densidad de 1,050 g/mL afadiendo la cantidad
necesaria de kBr. Se vuelve a proceder igual que en el caso anterior y se someten los

tubos a un proceso de ultracentrifugacién a 36000 rpm durante 20 horas a 4°C.

La LDL flota tras la segunda ultracentrifugacion y puede separarse por aspiracion. Una
vez aislada, se conserva a 4°C y se elimina el KBr dializandola en saco de dialisis con
tampén A. Este tampdn estd compuesto de Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM (para
prevenir la oxidacioén) a pH 7,4. Después de la dialisis se filtra la LDL por 0,2 um para

eliminar los agregados.

1.2 AISLAMIENTO DE LIPOPROTEINAS A PARTIR DE 1 m| DE PLASMA

Método KBr:

Igual que en el apartado anterior basandose en las diferentes densidades de las
lipoproteinas se pueden separar utilizando un aislamiento secuencial mediante

ultracentrifugacion de flotacion.

Se utilizan tubos de ultracentrifuga de policarbonato de pared rigida de 2,5 ml en los
que se coloca 1 ml de plasma. El primer paso es llevar el plasma que estd a una
densidad 1,006 g/mL a densidad 1,019, para ello utilizando la férmula de Radding y
Steinberg se calculan los gramos de KBr que se han de afadir. En vez de pesar el
KBr, utilizamos las soluciones de densidad que estan preparadas. Por tanto, se
afiaden 1,402 ml de solucién 1,006 + 98 ul de solucion 1,340, se agita suavemente y

se pone en la ultracentrifuga a 36000 rpm durante 18 horas.
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A continuacién, se recogen por aspiracion la VLDL que flota y después se recoge 1 ml
del infranadante y se pasa a un tubo limpio de 2,5 ml. Para aislar la LDL, se lleva el
plasma a una densidad de 1,063 g/ml afiadiendole 1,171 ml de solucién 1,019 + 329 ul
de solucion 1,340, se agita suavemente y se pone en la ultracentrifuga a 36000 rpm

durante otras 18 horas.

La LDL flota tras la segunda ultracentrifugacion y puede separarse por aspiracién. Se
recoge 1 ml del infranadante y se lleva a una densidad 1,210 anadiendole 288 ul de
solucion 1,063 + 1,212 ml de solucion 1,340 y se vuelve a llevar a cabo la

ultracentrifugacion a 36000 rpm durante otras 18 horas.

Por ultimo se recoge la HDL flotante por aspiracion.

Método D,O/sacarosa:

Utilizamos el método descrito por Stahiman [119] ligeramente modificado. Es similar al
descrito para el KBr utilizando soluciones de densidad para llevar a la densidad
necesaria para cada lipoproteina, pero en este caso las soluciones se preparan con

D,O/sacarosa.

Ejemplos de cantidades necesarias para preparar las soluciones de densidad a partir

de solucion 1,006 y Buffer A que contiene D,O/sacarosa [119]:

Vol (Bufter A,
d = 1.046) D I {Butter A) Dh {Bufter C) Vh {Buffer C)

1000 L0149 1.0 1.325 0.425
100 1.0 1006 1.325 2176
1000 1210 1.0 1525 17.739

La VLDL/IDL (densidad <1.019 g/mL) y LDL (densidad 1.019 - 1.063 g/mL) se obtienen
después de 18h de ultracentrifugacién a 45.000 rpm. La fraccion de HDL (1.063 -

1.210 g/mL) se obtiene centrifugando 96h a 45.000 rpm.
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Las siguiente tabla [119] presenta las cantidades de cada solucion que se han de

emplear para llegar a las diferentes densidades:

Vi (Vol Bottom i { Botiom Db Vi Vol to 1000 mil
Fracton) D Fraction) {Butter C)  (Buffer C)  (Equal Density)

wrad il
O 500 1.019 10403 1,525 0021 0.479
0 500 103 10149 1,525 0084 0416
0400 1.210 10453 1,525 0.511 0089

Dh, density of the densest soluton: Dr, density desired: Vh, volome
o add of the densest solution: Vi, volume of the inital less-dense solution.

1.3 AISLAMIENTO DE LDL ELECTRONEGATIVA

La LDL(-) se separa de la LDL nativa (LDL(+)) mediante cromatografia de intercambio
anionico usando la columna HiLoad 26/10 Q-Sepharosa High Performance (Amersham
Biosciences) adaptada a cromatografo AKTA-FPLC (“AKTA-Fast Protein Liquid
Chromaography”, GE Healthcare). La columna nos permite trabajar con volumen de

muestra de hasta 50 mL en cada cromatografia.

Como tampén de union a la columna se utiliza el tampén A que empleamos para la
dialisis de la LDL (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH 7,4) y como tampdn de eluciéon se

usa el tampoén B (Tris-HCI 10 mM, NaCl 1 M, EDTA 1 mM pH 7,4).

Primeramente hay que hacer un lavado de bombas y el equilibrado de la columna con
tampdn A, con un minimo de dos volumenes de columna. Después ya se puede cargar

la muestra en el loop de 50 mL e inyectar en el cromatografo.

La separacioén de las dos fracciones de LDL en funcién de la carga se realiza utilizando

un gradiente de sal escalonado que se detalla a continuacion.

Volumen (mL) % tampdn B
0-120 0
120-163 0-10 (continuo)
163-269 26
269-374 60
374-480 100
480-507 0
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Con este método cromatografico se consiguen aislar las fracciones LDL(+) y LDL(-) las
cuales eluyen en los escalones de 26% (0,26 M NaCl) y 60% (0,6 M NaCl),
respectivamente. Después se concentran por centrifugacion utilizando filtros de 10 kDa

de tamario de poro (Amicon, Millipore).

1.4 SEPARACION DE FRACCIONES LDL AGREGADA Y NO AGREGADA

La LDL(-) agregada (agLDL(-)) se separa de la fraccion no agregada (nagLDL(-))
mediante cromatografia de gel filtracion usando la columna Superosa 6 adaptada a
cromatégrafo AKTA-FPLC (GE Healthcare). Utilizamos un loop de 2 ml, para inyectar
dicho volumen de LDL en el cromatégrafo a un flujo de 0,5 ml/min. Como tampdn se
utiliza una mezcla de tampén A (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH=7,4) y tampén B
(Tris-HCI 10 mM, NaCl 1 M, EDTA 1 mM pH=7,4) al 50%. La separacion de las dos
fracciones se produce por tamafio, primero eluye la agLDL(-) a los 8-10 ml y después
la nagLDL(-) a los 10-16 ml. Se recogen fracciones de 1 ml en eppendorfs y después

se concentran en filtros de 10 kDa de tamano de poro (Amicon, Millipore).

1.5 SEPARACION DE FRACCIONES LDL CON Y SIN APO J

1.5.1 Preparacion columa NHS con anticuerpo apoJ

El anticuerpo anti-apoJ (PAI-26903; Thermo Scientific) se acopla a una columna
HiTrap NHS (GE Healthcare) para después subfraccionar la LDL en la que contiene
apod y la que no. La resina que usa esta columna es la NHS-activated Sepharose High
Performance, disefiada para unir covalentemente ligandos que contengan grupos
amino a través de del grupo reactivo N-hidroxisuccinamida (NHS) que se une a la
agarosa. Usamos 100 ug de anticuerpo anti-apoJ y columnas HiTrap de 1 ml cada

columna.

Se prepara el tampoén de union (0,2 M NaHCOj3; 0,5 M NaCl; pH 8,3) y se disuelve el

anticuerpo en este tampén (en el volumen total de las columnas que usemos).
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Las columnas estan en isopropanol para prevenir la desactivacion de los grupos NHS;
cuando vayamos a empezar el procedimiento se quita el tapon de abajo y de arriba y
se acopla un adaptador a la parte superior de la columna, con la ayuda de una jeringa

se afade HCI 1 mM a un flujo muy lento (1/2 gota/segundo) para evitar burbujas.

Inmediatamente, se afnade el anticuerpo disuelto en el tampdn de enlace al mismo

flujo, se tapa la columna por los dos extremos y la dejamos 30 min a 25°C.

Una vez que el anticuerpo se ha unido a la columna, se desactivan los grupos NHS
activos que no se hayan unido al anticuerpo y se eliminan las uniones no especificas

siguiendo el siguiente procedimiento:

Tampén 1: 0,5 M etanolamina, 0,5 NaCl pH 8,3

Tampon 2: 0,1 M acetato; 0,5 M NaCl pH 4

1. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 1

2. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 2

3. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 1

4. Dejar la columna tapada por ambos extremos 15-30 min a temperatura ambiente
5. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 2

6. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 1

7. Inyectar 3x2 ml (por columna HiTrap de 1 ml) de Buffer 2

Finalmente, se anaden 2 ml de tampon A (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH=7,4) por

cada columna de 1 ml que utilicemos para ajustar el pH.

1.5.2 Fraccionamiento LDL con y sin apoJ por cromatografia de afinidad

La LDL que contiene apoJ (LDL/J(+)) se separa de la que no contiene apod (LDL/J(-))
mediante cromatografia de afinidad, para ello utilizamos la columna HiTrap NHS con el
anticuerpo anti-apoJ preparada como se ha indicado previamente, y acoplada al

cromatografo AKTA-FPLC (GE Healthcare). Utilizamos un loop de 2 ml, para inyectar
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con jeringa dicho volumen de LDL en el cromatégrafo. Como tampon de unién a la
columna se utiliza el tampon A (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM pH=7,4). Y como
tampdn de elucién glicina 0,1 M pH 2,5. Se equilibra la columna en tampén A y a
continuacion inyectamos la LDL a un flujo de 3ml/min. Se recogen fracciones de 1 ml
en eppendorfs. La LDL/J(+) se une al anticuerpo de la columna, mientras que la
LDL/J(-) eluye al principio del cromatograma. La LDL/J(+) eluye con el tampédn glicina
acido. Como la LDL es sensible al pH acido, éste se neutraliza con 100 ul Tris 1 M a
pH 9 afiadido a cada uno de los tubos en que se recolecta la muestra. Después se
concentran ambas fracciones utilizando filtros de 50 kDa de tamaro de poro (Amicon,

Millipore).

2. CARACTERIZACION DE LIPOPROTEINAS

2.1 COMPOSICION

La composicién de la LDL y sus sufracciones se midié por métodos comerciales
adaptados a un autoanalizador Cobas 6000/c501, de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Para la determinacién de colesterol total, triglicéridos, apoB y apo A-l se
utilizaron reactivos de Roche Diagnostics, para determinar fosfolipidos, NEFAS) y
colesterol libre reactivos de Wako Chemicals y para la apoE, apoC-ll y apo A-ll

reactivos de Kamiya Biomedicals.

Cada determinacién se basa en los siguientes principios:

- Colesterol total: primero actua la colesterol esterasa que provoca la ruptura de
los ésteres de colesterol. A continuacién el enzima colesterol oxidasa induce la
oxidacion del colesterol, se forma H,O, que reacciona con la 4-aminoantipirina
y el 4-fenol por accion de la peroxidasa. Se forma quinoneimina que es

detectable a 505 nm.

- Trigliceridos: Se hidrolizan por accion de la triglicérido lipasa dando lugar a

glicerol, que por la accion de la glicerol quinasa y la glicerol-3P-oxidasa se
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oxida y da dihidroxiacetona fosfato y H.O,. Este ultimo reacciona con la
peroxidasa, al igual que en el colesterol total.

- Fosfolipidos: La reaccion con la fosfolipasa D origina colina, que reacciona
con colina oxidasa para dar betaina y H,O, que reacciona con la peroxidasa.

- NEFAS: Reacciona con la coenzima A y ATP, generandose acilCoA que
reacciona con la acilCoA oxidasa dando H,O, que a su vez reacciona con la
peroxidasa.

- Apolipoproteinas: reaccionan con anticuerpos especificos para cada apo,
generandose agregados insolubles que aumentan la turbidez la cual se mide

Opticamente.

2. 2 CUANTIFICACION DE apoJ

El contenido de apoJ se cuantificd por ELISA usando un kit comercial, Duo Set kit
(Clusterin Duo Set, R&D) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se usan placas

de 96 pozos (MaxiSorp, Nunc).

Preparacion de la placa:

1- Se diluye el anticuerpo de captura a 2 ug/ml con PBS, y se afiaden 100 pl por pozo

en la placa. Se incuba toda la noche a temperatura ambiente.

2- Se lava con 400 ul de tampdn de lavado cada pozo (0,05% Tween 20 en PBS pH

7,2-7,4) tres veces.

3- Se bloquea con 300 pul de “Reagent Diluent” (1% BSA en PBS, pH 7,2-7,4 filtrado

previamente por 0,2 um). Se incuba a temperatura ambiente 1 hora como minimo.

4- Repetir el lavado del paso 2.

Ensayo:

1. Anadir 100 ul de muestra o estandar por pozo e incubar 2 horas a temperatura
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ambiente. Estandares: Partimos del estandar del kit de 380 ng/mL de apoJ
diluido en Reagent Diluent. A partir de esta concentracion preparamos una
curva de 7 puntos de concentraciones entre 8000 y 62,5 pg/mL de apoJ
diluyendo en PBS, y un blanco. Las muestras de LDL a una concentracion de 3

mM de colesterol las diluimos 1:500 con PBS.

2. Lavar con 400 ul de tampdn de lavado cada pozo (0,05% Tween 20 en PBS pH

7,2-7,4) tres veces.

3. Anadir 100 ul del anticuerpo de deteccion (anti apod biotinilado de ratén)

diluido con “Reagent Diluent” hasta una concentracion de 180 pg/mL.

4. Lavar con 400 ul de tampén de lavado cada pozo tres veces.

5. Anadir 100 pl del conjugado streptavidina-HRP por pozo (diluccion 1/200 del
vial que viene con el kit) e incubar 20 minutos a temperatura ambiente. Evitar la

exposicion a la luz.

6. Lavar con 400 pl de tampdn de lavado cada pozo tres veces.

7. Anadir 100 ul de sustrato (mezcla 1:1 de H,0O,y tetrametilbencidina) por pozo e
incubar 20 minutos a temperatura ambiente, vigilando la coloracién azul para

que no se sature la reaccion. Evitar la exposicion a la luz.

8. Anadir 50 ul de la disolucion stop (H,SO4 2N) a cada pozo.

9. Lectura de la placa a 450 nm, con correcion a 570 nm, en un lector de placas

automatico (Beckman Coulter AD 340)

Para los calculos se resta la densidad éptica del blanco a todas las la densidades
Opticas de muestras y estandares. Se transforman los datos en logaritmicos y se
hace una regresion no lineal 4PL con los estandares. A partir de esta curva se

calculan la concentraciéon de las muestras teniendo en cuenta la dilucion hecha.
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2. 3 CARACTERIZACION ELECTROFORETICA

2.3.1 Electroforesis en gradiente de acrilamida (GGE)

Para determinar el nivel de agregacion se usan geles en gradiente de acrilamida del 2
al 16% en condiciones no desnaturalizantes (GGE) que permiten la separacion de
lipoproteinas por carga eléctrica en la primera parte del gel, y después por tamano ya

que el tamano de poro de acrilamida es restrictivo.

Preparacion de los geles:

Se usan dos soluciones de acrilamida del 2% y 16% que forman un gradiente

continuo.

Reactivo Solucion 16 % Solucion 2 %
Solucién acrilamida 40% 8 ml 1,25 ml
Sacarosa 50% 984 pl 250 pl

Tampon borato* Hasta 20 ml Hasta 25 ml

Azul de bromofenol - 200
Persulfato de amonio (APS) 10% 200 100 pl
TEMED 6,7 ul 16,5 ul

*Tampon Borato: Tris-HCI 9mM; EDTA 0,3 M; acido bérico 8 mM; pH 8,3.
Con un sistemas de dos bombas peristalticas se consigue que las dos soluciones de
mezclen de forma gradual, de manera que la parte superior del gel es del 2% de

acrilamida, la inferior del 16% y entre ellas hay un gradiente de acrilamida creciente.

Electroforesis:

- Se preincuban 15 ul de muestra con 5 ul de negro sudan (0,1% peso/volumen en
etilenglicol) y 5 ul de sacarosa (50% peso/volumen) durante 15 minutos.

- Se cargan las muestras en los pocillos del gel y se lleva a cabo la electroforesis a
100 V en tampédn borato durante unas 5 horas, aunque al cabo de 1 h puede pararse

para ver su movilidad por carga eléctrica.
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2.3.2 Electroforesis SDS-PAGE

La electroforesis con geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE)
permiten la separacion de las proteinas de acuerdo a su tamafio, el SDS desnaturaliza
las proteinas y les confiere carga negativa uniforme, de manera que las proteinas de
menor tamafo son las que mas corren.

Preparacion de los geles:

Los geles se diferencian en dos fases: la superior de concentracion y la inferior de
separacion. La fase de concentracion sirve para que las proteinas corran sin limitacion
de tamano y se igualen, y la fase de separaciéon tiene un mayor contenido en

poliacrilamida por lo que las proteinas se van separando en funcion del tamafio.

Fase de separacion al 10%
Acrilamida-Bisacrilamida 40% Biorad 3,8 ml
Tris-HCI 1,5M, pH 8,8 3,75 ml
SDS 10 % 0,17 ml
H20 Milli-Q 7,17 ml
Tetrametiletilendiamida (TEMED) 10 pl
Persulfato de amonio (APS) al 10% 0,1 ml
Fase de apilamiento al 5%
Acrilamida-Bisacrilamida 40% Biorad 0,625 ml
Tris-HCI 1M, pH 6,8 0,625 mi
SDS 10 % 50 ul
H20 Milli-Q 3,75 ml
TEMED 5 ul
Persulfato de amonio (APS) al 10% 25 ul

Electroforesis: Previamente, las muestras se mezclan con tampén Laemmli (BioRad)
en proporcion 1:1 volumen/volumen, que contiene glicerol para dar densidad, SDS

para dar carga negativa uniforme y azul de bromofenol como colorante.

Después cargamos 20 ul de muestras en los pocillos de gel y corremos la

electroforesis en el tampdn tris glicina 15 minutos a 30 V para que la muestra se iguale
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y entre en el gel, después se aumenta la corriente a 100 V hasta que el frente llegue al

final del gel.

Tampon Tris-glicina: Tris 24 mM, Glicina 190 mM, SDS 0,1% pH 8,8

Tincion del gel:

La tincién se realiza en Coomasie (PhastGel Blue, Pharmacia) o en nitrato de plata

(Silver Stain Plus, BioRad) que es mas sensible.

Coomasie: Se pone el gel en el colorante (azul de bromofenol 0,1%, metanol 40%,
acido aceético 10% y H,O hasta 1 L) hasta que quede tefiido (unos 30 minutos).
Después se hacen sucesivos lavados con la solucion decolorante (metanol 50%, acido

aceético 10%, glicerol 1% y H,O hasta 1 L) hasta que se vean las bandas de proteina.

Nitrato de plata: Es un método de alta sensibilidad. Se utiliza el gel Silver Stain Plus de

Bio-Rad. Todo el material utilizado ha de ser vidrio y se ha de lavar previamente con

acido nitrico al 50%. No se puede utilizar metal.

- Lo primero, hay que fijar el gel con la solucién de fijacién agitando suavemente
30 minutos. Si el gel esta tefiido previamente en Coomasie, nos saltamos este

paso.

Solucién de fijacion: 50 ml metanol
10 ml &cido acético
10 ml concentrado de fijador
30 ml agua destilada

- Después se decanta la solucion y se lavan los geles con agua desionizada

durante 10 minutos agitando suavemente, este proceso se repite dos veces.

- Se prepara la soluciéon de tincion y solucion de aceleracion justo antes de

usarlas y se mezclan.

Solucién de tincion: 2,5 mL Silver Complex Solution

2,5 mL Reduction Moderator Solution
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2,5 mL Image Development Reagent

Se enrasa hasta 25 ml con agua

Solucién de aceleracion: 1,25 g Development Accelerator Solution

Se enrasa hasta 25 ml con agua
Se mezclan estas dos soluciones y se afiaden al gel. Se deja agitando hasta que se

vean las bandas.

- Después se retira esta solucion, y se afiade la solucion para detener la

reaccién (solucién de stop, acido acetico al 5%) durante 15 minutos.

- Se quita la disolucion de stop y lavamos extensamente con agua.

2.3.3 Transferencia electroforética

Después de realizar la electroforesis en gel SDS que desnaturaliza las proteinas, estas
se transfieren a una membrana de nitrocelulosa mediante carga eléctrica. Las
proteinas se unen a la membrana de nitrocelulosa mediante interacciones

hidrofébicas, lo que permite su deteccion con anticuerpos.

Procedimiento:

- Se equilibra la membrana de nitrocelulosa, papel de filtro y esponjas en tampdn de
transferencia para favorecer el proceso.
Tampon de transferencia: 200 ml metanol

400 ml tampon Tris-glicina con SDS (el mismo de
la electroforesis en SDS)

400 ml agua destilada

- Se coloca el gel con la membrana de nitrocelulosa cubiertas de papel de filtro y
esponjas en un casette y se mete dentro de la camara de transferencia con el tampén

de transferencia. Se corre 1 h y media a 30 V en frio.

2.3.4 Western Blot

- Se saca la membrana del casette y se bloquea con caseina al 0,1 % en TBS (50 mM
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Tris, 500 mM NaCl, pH 7,4) para evitar interacciones inespecificas entre la membrana
y el anticuerpo, ya que la caseina se une a la membrana en las zonas donde las

proteinas no se han unido.

- Se incuba la membrana con el anticuerpo primario anti-apoJ (PAI-26903, Thermo
Scientific) diluido 1/1000 en TBS con caseina al 0,1% hasta el dia siguiente a 4°C (o0 2

horas a 37°C).

- Se lava 3 veces con TTBS (TBS con 0,1% Tween 20).

- Incubaciéon con anticuerpo secundario anti-cabra conjugado con HRP (dilucion

1:2000, Jackson Immuno Research) 2 horas.

- La membrana se revela con el kit Immune-StarTM HRP de Quimioluminiscencia
(BioRad), este reactivo reacciona con la HRP del anticuerpo secundario y produce
luminiscencia proporcional a la cantidad de proteina de la muestra. La luminiscencia

se capta en una camara CCD (ChemiDoc, BioRad).

2. 4 MONITORIZACION DE LA AGREGACION

2.4.1 Induccion de la agregacion de la LDL

Se indujo la agregacion de la LDL por diferentes mecanismos.

- Agregacién espontanea: Las LDLs se igualan a una concentracion de 2,5 mM

de colesterol con tampon A y se les afiade BHT 2 uM para prevenir la

oxidacion. Se incuban a 37°C agitandose hasta 21 dias.

- Agregacién inducida por esfingomielinasa (SMasa): Las LDLs se igualan a una

concentracion de 2,5 mM de colesterol con tampén A, a continuaciéon se
dializan en columnas PD10 equilibradas en tampdn SMasa, ya que el enzima
SMasa necesita calcio para que se produzca la reaccion. Se les afiade BHT 2
uM y SMasa (Bacillus cereus sp., Sigma) a una concentracion final de 25
mU/ml y se incuba a 37°C durante 48 horas.
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Tampon SMasa: Tris-HCI 10 mM, NaCl 40 mM, CaCl, 2 mM, MgCI2 10 mM, pH

7.4.

- Agregacién inducida por a-quimiotripsina (a-CT): Las LDLs se igualan a una

concentracion de 2,5 mM de colesterol con tampon A y se les afade BHT 2
uM. Se incuba a 37°C durante 48 horas con a-CT a una concentracion final de

0,1 g/L, de esta manera el ratio molar LDL/a-CT sera 10/1.

2.4.2 Métodos para monitorizar la agregacion

2.4.2.1 Absorbancia: Se mide la absorbancia a 450 y 680 nm de 200 ul de LDL a 2,5
mM de colesterol usando placas-UV de 96 pozos (Greiner) en un lector de placas
(Biotek Synergy HT). La absorbancia a estas dos longitudes de onda es indicativa de
agregacion. A 450 nm la sefial es mas intensa, aunque a 680 nm es mas especifica de

este proceso.

2.4.2.2 Precipitacion de lipoproteinas: Se cogen 200 ul de LDL a 2,5 mM de
colesterol y se centrifugan a 15000 rpm durante 10 minutos. La porcién de lipoproteina
agregada precipita, se separa el sobrenadante y se mide el colesterol. Los resultados

se expresan como porcentaje de colesterol no precipitado.

2.4.2.3 Cromatografia de gel filtracién (CGF): Se lleva a cabo del mismo modo que

el descrito en el apartado 1.3

2.4.2.4 Electroforesis en gradiente de acrilamida (GGE): Se lleva a cabo del mismo

modo que el descrito en el apartado 2.2.1.

2.4.2.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM): Las LDLs se tifien
negativamente con fosfotungustato de potasio al 2% y pH 7 sobre rejillas de carbén.
Se observan y fotografian las muestras en un microscopio electronico de transmisién
Jeol 120-kV JEM-1400 con una camara Erlangshen ES100 W CCD (Gatan, Abingdon,

UK).
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2.4.2.6 Dicroismo circular (CD): Se analizaron las muestras de LDL a una
concentracién de 50 mg de proteina/L en PBS en una cubeta de cuarzo de 0,2 cm a
25°C. Se realizaron los espectros en un espectropolarimetro JASCO J-175 en la
region del ultravioleta lejano (190-250 nm). Este meétodo nos permite predecir el

contenido de estructura secundaria de una proteina.

2.4.2.7 ATR-FTIR: Se analizaron muestras de LDL a una concentracion de 0,04 mg/dI
en PBS a temperatura ambiente. Para ello se transfieren 5 pyl de muestra a una
superficie de cristal de diamante y se seca al aire durante 10 minutos y a continuacion
se realizan los espectros de infrarojos en modo absorbancia (4000-400 cm-1) un
espectrometro Variant Resolutions Pro spectrometer (Agilent Technologies, Santa

Clara, CA, USA). Para cada medida se recogen 400 espectros y se resta el blanco.

3. AISLAMIENTO DE APOLIPOPROTEINA J.

La apodJ se aisla a partir de suero libre de lipoproteinas (LPDS). Para ello se somete el
suero a un proceso de ultracentrifugacion a 36000 rpm, 18 horas ajustando a una
densidad de 1,210 g/mL con KBr. De esta manera todas las lipoproteinas flotan
mientras que el LPDS queda en la base del tubo. Una vez se tiene el LPDS, para
aislar la apodJ se utilizan dos cromatografias en serie, primero con la columna Blue

Sepharose y después con la NHS-apoJ.

3.1 CROMATOGRAFIA CON LA COLUMNA BLUE SEPHAROSA

Utilizamos dos columnas HiTrap Blue Sepharosa de 5 ml conectadas en linea para
eliminar el exceso de albumina de las muestras de suero, ya que se une

covalentemente a esta columna.

Se inyectan 2 ml de LPDS. Como tampén de unién se utiliza PBS a pH 6, ya que a pH
ligeramente acido la apoJ se encuentra en forma mas monomérica. Como tampén de
elucién (B) se utiliza el tampdn de union con KCI 2M. La muestra se eluye a un flujo de
1 ml/min con el siguiente gradiente:
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% tampon B minutos
0-20 20
20-100 10
100 20
0 20

El primer pico del cromatograma, correspondiente al LPDS sin albumina se concentra

al volumen inicial y se dializa en PBS a pH 6.

3.2 CROMATOGRAFIA CON LA COLUMNA NHS-apoJ

A partir de la primera fraccién obtenida en la cromatografia anterior, se aisla la apoJ
mediante cromatografia de afinidad, utilizando la columna HiTrap NHS con el
anticuerpo anti-apoJ preparada previamente (apartado 1.4.1) adaptada al
cromatografo AKTA-FPLC (GE Healthcare). Inyectamos 1 ml de LPDS en cada
cromatografia. Como tampdn de union a la columna se utiliza el tampén A (Tris-HCI 10
mM y EDTA 1 mM pH 7,4). Y como tampén de elucion glicina a pH 2,5. Se equilibra la
columna en tampdn A y a continuacién inyectamos la LDL a un flujo de 1 ml/min. Todo

el proceso se realiza como se ha indicado en el apartado 1.4.2.

3.3 COMPROBACION DE LA PUREZA DE LA apoJ

Se mide su concentracion de proteina usando un método comercial (TPUC3, Roche
diagnostics) adaptado al autoanalizador Cobas 6000/c501. Se determina su pureza
mediante geles de SDS-PAGE (detallado en el partado 2.3.2) y Western Blot

(detallado en el partado 2.3.4).
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ABSTRACT Clusterin/apolipoprotein | (apo]) is an
extracellular chaperone involved in the quality control
system against protein aggregation. A minor part of apo] is
transported in blood bound to LDLs, but its function is
unknown. Our aim was to determine the role of apo]
bound to LDLs. Total LDL from human plasma was frac-
tionated into native LDL [LDL(+)] and electronegative
LDL [LDL(—)]. The latter was separated into non-
aggregated [nagl.DL(—)] and aggregated LDL(—) [agLDL
(—)]. The content of apo] was 6-fold higher in LDL(—)
than in LDL(+) and 7-fold higher in agLDL(—) than in
nagLDL(—). The proportion of LDL particles containing
apo] (LDL/J+) was 3-fold lower in LDL(+) than in LDL(—).
LDL/J+ particles shared several characteristics with
aglLDL(—), including increased negative charge and ag-
gregation. apoJ-depleted particles (LDL/J—) showed in-
creased susceptibility to aggregation, whether spontaneous
or induced by proteolysis or lipolysis, as was revealed by
turbidimetric analysis, gel filtration chromatography, li-
poprotein precipitation, native gradient gel electrophore-
sis, circular dichroism, and transmission electronic
microscopy. The addition of purified apo] to total LDL
also prevented its aggregation induced by proteolysis or
lipolysis. These findings point to apo] as a key modulator of
LDL aggregation and reveal a putative new therapeutic
strategy against atherosclerosis.—Martinez-Bujidos, M., Rull,
A., Gonzalez-Cura, B., Pérez-Cuéllar, M., Montoliu-Gaya, L.,
Villegas, S., Ordéiez-Llanos, J., Sanchez-Quesada, J. L.
Clusterin/apolipoprotein J binds to aggregated LDL in
human plasma and plays a protective role against LDL
aggregation. FASEB]. 29,1688-1700 (2015). www.fasebj.org

Key Words: chaperones - electronegative LDL - atherosclerosis

Abbreviations: «-CT, a-chymotrypsin; agLDL(—), aggre-
gated LDL(—); apo, apolipoprotein; ATR-FTIR, attenuated
total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy;
BHT, butylated hydroxytoluene; CD, circular dichroism; CVR,
cardiovascular risk; E-LDL, enzymatically modified LDL;
GFC, gel filtration chromatography; GGE, nondenaturing
polyacrylamide gradient gel electrophoresis; HRP, horserad-
ish peroxidase; IR, infrared; LDL(—), electronegative LDL;
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CLUSTERIN/APOLIPOPROTEIN | (apo]) is an extracellular
chaperone that binds in a noncovalent manner to abnor-
mally folded proteins to prevent both amorphous and
amyloid protein aggregation (1-3). apo]J expression
increases during various physiologic and pathologic
stresses as it forms part of a quality control system against
protein unfolding (4). It has been involved in pathologic
processes including aging, cancer, diabetes, kidney disease,
and Alzheimer’s disease. Regarding its relationship with
cardiovascular disease, apo] is abundantly expressed in
atherosclerotic lesions compared with normal arteries (5),
butits specific function in the arterial wall is unknown. apo]
is thought to be transported in blood as active dimers or as
inactive oligomers (3) and binds to some client proteins
such as albumin, fibrinogen, or ceruloplasmin under stress
conditions (6). However, a substantial part of apo] is also
carried by lipoproteins, mainly by HDLs (7). The function
of apo] in HDLs seems to be related to the stabilization of
apoA-l, paraoxonase 1, and other proteins, maintaining
the antiatherogenic properties of HDLs (8, 9). Studies
conducted in animal models have shown that a decreased
content of apo] in HDLs induces a loss of its anti-
atherogenic functions (10). Studies in humans are scarce,
but recent findings have shown a decreased content of
apo] in HDLs from subjects with a high cardiovascular risk
(CVR), such as patients with diabetes, obesity, dyslipopro-
teinemia, or coronary artery disease (11, 12). The decrease
of apo] in HDLs from coronary artery disease patients has
been shown to promote a loss of its antiapoptotic ability
(12).

Although it was initially considered that apo] was only
present in HDLs when bound to lipoproteins, recent pro-
teomic analyses revealed that it is also bound to LDLs and
very LDLs (13-18). Considering that LDL aggregation is
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the key event triggering the development of atherosclero-
sis (19) and that the physiologic function of apo] is avoiding
protein aggregation, apo] could play a relevant role in
atherogenesis. However, studies on the relationship be-
tween apoJ and very LDLs or LDLs are scarce, and the role
of apo] in these lipoproteins is virtually unknown. Petter-
son et al. described that, in diabetic patients, the content of
apo] isincreased in small dense LDLs (20), an atherogenic
form of LDLs related with high CVR. Schwarz et al. repor-
ted that apo] binds to LDLs treated with cholesteryl ester-
ase and plasmin [enzymatically modified LDLs (E-LDLs) ]
(21),inhibiting its cytotoxic capacity. Our group previously
described that apo] associates preferentially to electro-
negative LDL [LDL(—)] (22), a subfraction of modified
LDLs present in blood with inflammatory properties,
whose proportion is increased in high CVR patients (23).
One of the most remarkable characteristics of LDL(—) is
a high susceptibility to aggregation, probably due to the
misfolding of apoB-100, its main apolipoprotein (24). In
fact,a minor fraction of LDL(—), accounting for 0.2—-1% of
total LDLs, is already aggregated in plasma (25), and
among other atherogenic characteristics, it binds with
a higher affinity to arterial proteoglycans (26). Binding of
LDLs to proteoglycans is considered the initial event in
atherogenesis (19), and LDL aggregation is the process
that triggers such binding (27, 28). Because of the role of
apo] in controlling the formation of protein aggregates, we
hypothesized that the aggregated subfraction of LDL(—)
present in blood could contain an increased amount of
apo]. Furthermore, our aim was to analyze the role of apo]
in the aggregation process of LDLs. For this purpose, the
effect on susceptibility to aggregation of both depletion
and addition of apo] on LDLs was analyzed under different
experimental conditions.

MATERIALS AND METHODS
Lipoprotein isolation and fractionation

Total LDL was isolated from pooled plasma of healthy normoli-
pemic volunteers by sequential ultracentrifugation (density
range, 1.019-1.050 g/ml), using KBr gradients. It has been
reported that KBr gradients could promote the loss of apolipo-
proteins during lipoprotein isolation because of their high ionic
strength. However, using 2D electrophoresis and surface-
enhanced laser desorption ionization time-offlight mass
spectrometry, Stalhman et al. (17) reported that the intensity of
the spots corresponding to apo] in 2D electrophoresis was similar
in LDLs isolated by the KBr method and LDLs isolated by the
deuterium/sucrose method, the latter being a more gentle
method. The study was approved by the institutional ethics
committee, and all volunteers gave informed consent. Volunteers
were between 25 and 58 years of age, and the male/female ratio
was ~1/1. Cholesterol and triglycerides were measured in all
plasmas to ensure that the samples were normolipemic. Only

(continued from previous page)

LDL(+), native LDL; LDL/J—, apolipoprotein J-depleted
LDL; LDL/J+, apolipoprotein J-containing LDL; LPDS,
lipoprotein-deficient serum; naglDL(—), nonaggregated
LDL(—); NEFA, nonesterified fatty acid; SMase, sphingo-
myelinase; TBS, buffer containing 50 mM Tris and 500 mM
NaCl; TEM, transmission electron microscopy; TTBS, TBS
buffer with 0.1% Tween 20

APOLIPOPROTEIN J INHIBITS LDL AGGREGATION

plasmas with cholesterol levels <5.5 mM and triglyceride levels
<1.5 mMwere selected. Each pool (180-250 ml) contained plasma
from 35 to 50 individuals. All density solutions contained 1 mM
EDTA and 2 uM butylated hydroxytoluene (BHT), and ultracen-
trifugation steps were performed at 4°C to avoid lipoperoxidation.
Total LDL was dialyzed against buffer A (10 mM Tris, 1 mM EDTA,
pH 7.4) and subfractionated in native LDL [LDL(+)] and LDL(—)
by stepwise anion-exchange chromatography using a Hi-Load 26/
10 Q-Sepharose column (GE Healthcare, Waukesha, WI, USA), as
previously described (29). To separate aggregated [agL.DL(—)]
and nonaggregated [naglLDL(—)] fractions, LDL(—) was sub-
jected to gel filtration chromatography (GFC) in 2 online con-
nected Superose 6 columns in an AKTA-FPLC system (GE
Healthcare), as previously reported (25). The separation of LDL
fractions containing (LDL/J+) or not containing (LDL/J—) apo]
was performed in an AKTA-FPLC chromatograph using HiTrap
NHS-activated columns (GE Healthcare), to which the polyclonal
antibody anti-apoJ (PAI-26903; Thermo Scientific, Waltham, MA,
USA) was previously coupled, according to the manufacturer’s
instructions. Two milliliters of LDL in buffer A was injected in the
5 ml apoJ-coupled HiTrap column at a flow of 1 ml/min. The
bound fraction (apoJ-containing LDLs) was eluted with buffer
0.1 M glycine, pH 2.5, and 1 ml aliquots were collected in tubes
containing 0.1 ml of 1 M Tris, pH 9.0, to neutralize the acidic pH of
glycine buffer. After chromatography, all LDL subfractions were
concentrated using centrifugal filters (Amicon; EMD Millipore,
Billerica, MA, USA) with a cutoff of 50 kDa, and the content of
cholesterol was measured in each fraction.

Characterization of LDL subfractions

Composition

The composition of LDL subfractions was measured by com-
mercial methods adapted to a Cobas 6000/c501 autoanalyzer
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Total cholesterol,
triglycerides, apoB and apoA-I reagents were obtained from
Roche Diagnostics. Phospholipids, nonesterified fatty acids
(NEFAs), and free cholesterol reagents were obtained from
Wako Pure Chemicals (Tokyo Japan). apoE, apoC-I, apoC-II,
and apoA-II reagents were obtained from Kamiya Biomedicals
(Seattle, WA, USA).

ELISA

The content of apo] was quantified by ELISA using a Duo Set kit
(Clusterin Duo Set; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA),
according to the manufacturer’s instructions. LDLs at 0.4 mg/ml
apoB were diluted 1:500 in PBS.

SDS-PAGE and Western blot

apo] was also detected by Western blot after electrophoresis of
LDL subfractions in 10% SDS-PAGE gels and transference to
nitrocellulose membranes. Membranes were blocked for
30 minutes in TBS buffer (50 mM Tris and 500 mM NaCl, pH 7.4)
containing 0.1% casein, washed 2 times with TTBS (TBS con-
taining 0.1% Tween 20), incubated for 2 hours with the polyclonal
antibody anti-apo] (PAI-26903; Thermo Scientific) diluted
1/1000 in TBS containing 0.1% casein, washed 5 times
with TTBS, and incubated for 2 hours with secondary
anti-goat horseradish peroxidase (HRP) antibody (dilution
1/5000; Jackson ImmunoResearch Laboratories, West Grove,
PA, USA).

GGE

The basal level of aggregation was determined by GGE
(2-16%) after 6 hours of electrophoresis at 100 V, as previously
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described (30). GGE at 1 hour of electrophoresis was also used
to evaluate the electric charge of LDLs.

TEM

TEM was performed as previously described (25). Briefly, LDLs
were absorbed and processed for negative staining with 2% po-
tassium phosphotungstate, pH 7.0, over carbon-coated grids.
Micrographs were obtained using a Jeol 120-kV JEM-1400 trans-
mission electron microscope, with an Erlangshen ES1000W CCD
camera (Gatan, Abingdon, United Kingdom).

Spectroscopic analysis

Circular dichroism (CD) spectra were obtained using 40 ug of
apoB/Lin PBSin a JASCO J-715 spectropolarimeter in the far-UV
region (190-260 nm) as previously described (31). A 0.2 cm
quartz cuvette was used, and the temperature was maintained at
25°C. Attenuated total reflectance Fourier transform infrared
(ATR-FTIR) spectra were obtained by analyzing LDLs at
0.04 mg/ml in PBS at room temperature. Five microliter
samples were transferred onto the diamond crystal surface area
and air dried for 10 minutes before infrared (IR) spectra were
acquired in absorbance mode (mid-IR source, 4000-400 cm”! )
on a Varian Resolutions Pro spectrometer (Agilent Technolo-
gies, Santa Clara, CA, USA). Four hundred spectra were aver-
aged for each measurement, and the buffer blank was
subtracted (32). The amide I region (1700-1600 cm™ arising
mainly from the C = O stretching vibration of the peptide bond
was used to obtain information about protein conformation.

Induction of LDL aggregation
Spontaneous aggregation
Total LDLand LDL/J— (0.4 mg/mlapoB) in buffer A containing

2 uM BHT were incubated at 37°C and gently agitated for up to
21 days without any external aggregation stimuli.

Aggregation induced by sphingomyelinase

LDL (0.4 mg/ml apoB) in PBS containing 2 mM CaCls and 2 uM
BHT was incubated at 37°C for 24 h with sphingomyelinase
(SMase; from Bacillus cereus sp.; final concentration, 25 mU/ml;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA).

Aggregation induced by a-chymotrypsin
LDL (0.4 mg/ml apoB) in buffer A containing 2 uM BHT was

incubated at 37°C for 24 hours with a-chymotrypsin (a-CT) (final
concentration, 0.1 mg/ml). Molar ratio was LDL/a-CT = 10/1.

Methods for monitoring aggregation

Turbidity

Sample turbidity was determined by measuring absorbance at
450 nm of 200 ul of LDLs (0.5 mg/ml apoB, which corresponds to

~3 mM cholesterol) in a microplate reader using 96-well UV
microplates.

Lipoprotein precipitation

Aggregated lipoproteins (100 ul at 0.4 mg/ml apoB) were pre-
cipitated by centrifugation at 15,000 rpm, at 10°C for 10 minutes.
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The upper phase was separated from the pellet, and the choles-
terol content was measured. Data are expressed as the percentage
of cholesterol recovered in the supernatant.

Other analysis

GFC, GGE, and TEM were performed as described in previous
paragraphs, except for GFC, which was performed using only 1
Superose 6 column (29).

apo] isolation

apo] was isolated from lipoprotein-deficient serum (LPDS). Se-
rum was initially depleted of lipoproteins by flotation ultracen-
trifugation at 36,000 rpm for 48 hours, adjusting serum at
a density of 1.210 g/ml with KBr. The infranatant LPDS was di-
alyzed against PBS and subjected to albumin depletion by affinity
chromatography using 2 5-ml HiTrap Blue Sepharose columns
(GE Healthcare Life Sciences, Waukesha, WI, USA) connected
online. Two 2-ml aliquots of LPDS were injected, and the next
gradientwas developed: 0-20% buffer B for 20 minutes, 20-100%
buffer B for 10 minutes, continuous 100% buffer B for 20 minutes,
and continuous 0% buffer B for 20 minutes, as shown in Sup-
plemental Fig. S4. Buffer A was PBS, pH 6.0; buffer B was PBS, pH
6.0, containing 2 M KCI. The flow rate was 0.2 ml/min for the first
15 minutes to facilitate the binding of albumin and other proteins
(coagulation factors, interferon) to the column; for the rest of the
chromatogram, the flow rate was 1 ml/min. The first peak cor-
responding to LPDS depleted of albumin was concentrated to the
initial volume. Aliquots of 1 ml were injected in the HiTrap NHS
column (GE Healthcare Life Sciences), coupled with the anti-
body anti-apo], as described above. The flow rate was maintained
at 0.2 ml/min for 5 ml to facilitate the binding of apo] to the
column, and the rest of the chromatogram was performed at
1 ml/min. apo] was eluted with 50 mM glycine buffer, pH 2.9,
and collected fractions were neutralized with 10% buffer 1 M Tris,
pH 9.0. apo] was concentrated with Amicon (10-kDa cutoff)
centrifugal filters (EMD Millipore), and its purity was assessed by
SDS-PAGE and Western blot. The concentration of apo] was
measured using a highly sensitivity commercial method (TPUCS;
Roche Diagnostics) adapted to a Cobas 6000/ c501 autoanalyzer.
Supplemental Fig. S1 shows SDS-PAGE and Western blot analysis
confirming the high purity of isolated apo] (>90%, calculated
from densitometric analysis of Coomassie-stained gels). Western
blot shows that most of the apo] purified under our isolation
conditions is in the form of high-molecular-weight oligomers. It is
been reported thatapo] is present as a heterodimer (~80 kDa) at
mild acidic pH but tends to form oligomers at neutral pH (33).

Effect of added apo] on LDL aggregation

Purified apo] (1 and 10 ug) was added to LDLs (0.5 mg apoB,
final volume 1 ml) simultaneously with the induction of aggre-
gation by the 3 methods described above. The final mass ratios
of apo]/apoB were 1/500 and 1/50, respectively (molar ratios
were 1/70 and 1/7). LDL aggregation was promoted with
SMase or a-CT in the same conditions described above, and the
process was monitored by measuring the absorbance at 450 nm,
GGE, and GFC.

Statistical analysis
Results were expressed as means * sb or as means = SEM when

indicated. Statistically significant data were assessed by unpaired
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(Mann-Whitney) or paired (Wilcoxon) nonparametric tests,
when appropriate. P < 0.05 was considered significant.

RESULTS
Content of apo] in LDL subfractions

Figure. 1A shows the content of apo] in LDL(+), LDL(—),
naglDL(—), and agLDL(—) measured by ELISA. In
agreement with previous reports, our data indicate that
total LDL(—) contains 6-fold more apo] than LDL(+), and
such content was 7-fold higher in agLDL(—) than in the
nagLDL(—). Western blot analysis confirmed the in-
creased content of apo] in agLDL(—) compared with
LDL(+), total LDL(—), or nagLDL(—) (Fig. 1C). The 75
and 85 kDa bands possibly correspond to the heterodimer
(having different degrees of glycosylation depending on
the tissue of origin) and the upper band to 2 heterodimers.
SDS-PAGE showed a slight degradation of apoB in
agLDL(—) but not in nagLDL(—) or LDL(+) (Fig. 1B).
Fig. 1D (GGE) and E (TEM micrographs) shows that, as
expected, agLDL(—) presented abundant LDL aggregates,
whereas LDL(+) and nagl.DL(—) displayed a clear predo-
minance of monomeric LDL particles.

>
w

ELISA datain Fig. 1 Aindicated a very low content of apo]
in all LDL subfractions. This finding was confirmed by
affinity chromatography using an anti-apoJ antibody at-
tached to a HiTrap HNS column (Supplemental Fig. S1A).
The proportion of LDL containing apo] was calculated
separating these particles (LDL/J+) from those not con-
taining apoJ (LDL/J—) and measuring the recovery of
cholesterol in each fraction. The proportion of LDL par-
ticles containing apo] was <0.3% in all the performed
experiments. However, the proportion of LDL/J+ was
higher in LDL(—) than in LDL(+) (0.24 = 0.05% versus
0.08 = 0.04%, respectively, n=8, P=0.015; Supplemental
Fig. S1B). This observation agrees with the lower content
ofapo]in LDL(+) thanin the LDL(—) particles (Fig. 1A).

Physicochemical characteristics of LDL fractions
containing or not containing apo]

ELISA (Fig. 24) and Western blot (Fig. 2C) analyses con-
firmed that the content of apoJ was higher in LDL/J+ than
in LDL/]J—. SDS-PAGE showed that apoB in LDL/J+ pre-
sented partial degradation, in contrast with total LDL or
LDL/]J—, whose apoB was essentially intact (Fig. 2B). GGE

MW C

o P <001 | 250
£ 15 P<0.01! 150 | o
3 - 100 A
E 75 i '
o 101 poos P=005 .
)
g T ‘ wB
5 5 |37
3
&
25

SDS-PAGE

nagLDL(-) agLDL(-)

Figure 1. Content of apo] in LDL subfractions. A) The content of apo] in LDL subfractions was determined by ELISA and
expressed as mol apoJ/mol apoB. Data are the mean * seM of 12 independent samples for LDL(+) and LDL(—) and
9 independent samples for nagLDL(—) and agLDL(—). B) SDS-PAGE. LDLs (5 ug/well) were electrophoresed in 10% acrylamide
gels under nonreducing conditions. 1, LDL(+); 2, LDL(—); 3, nagLDL(—); 4, agLDL(—). The same numeration is used for Cand
D. MW, molecular weight standard (Kaleidoscope; BioRad). Black arrow indicates apoB-100. C) Western blot analysis. Proteins
were transferred from SDS-PAGE gels to nitrocellulose membranes for 1 hour at 30 V. Membranes were revealed with antibody
against apo] (1/500) and secondary HRP-conjugated antibody (1/2000). D) GGE. LDLs (5 ug/well) were electrophoresed
in 2-16% acrylamide native gradient gels. LDLs were prestained with 1% Sudan black. E) TEM was performed in a Jeol 120 kV
JEM-1400 microscope, as described in Materials and Methods. White bars, 200 nm.
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at 1 hour of electrophoresis, when the mobility of LDL
particles depends mainly on its electric charge, indicated
higher electronegativity of LDL/J+ than LDL/]— (Fig. 2D,
upper).At6 h of electrophoresis, when the mobility of LDL
particles depends mainly on size, LDL/J+ showed 2 bands:
the upper corresponding to aggregated LDL and the lower
corresponding to monomeric LDL particles (Fig. 2D,
lower). TEM micrographs show that LDL/J— displayed
a homogeneous pattern of particles with a similar size. In
contrast, LDL/J+ was heterogeneous in size and included

showed that secondary structure was similar between total
LDL and LDL/J—, whereas the LDL/J+ CD spectra in-
dicated a general loss of signal, compatible with some ag-
gregation in the later (Fig. 2F). The occurrence of
aggregation was further confirmed by ATR-FTIR, where
the center of the spectra moves from 1637 to 1631 cm ™!
(Fig. 2G).

Regarding LDL composition, Table 1 compares lipid
and protein components of LDL/]J— and LDL/J+ sub-
fractions with those of total LDL. As expected, the com-

aggregated particles, although monomeric LDL particles
were still the most abundant (Fig. 2E). The CD spectra

position of total LDL and LDL/J— was very similar. In
contrast, LDL/J+ had less esterified cholesterol and
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—>| . . -
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E 0.8 - 150 il
a 100 LDL LDL/J- LDL/J+
[
= 2 06- 75
2% :
S 047 P <0.05
) 6 h
-E 024 —T— 37
B — F
[) 0 . . . R
< o0 .
LDL LDL/J- LDLMJ+ 2 I
SDS-PAGE 54
2
LDL/J+ -
' : -10
200 210 220 230 240 250
Wavelength (nm)
G

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Wavenumber (cm™)

Figure 2. Characteristics of LDL/J— and LDL/J+ LDL particles. Both fractions were separated according to the affinity
chromatography shown in Supplemental Fig. S1A. A) The content of apo] was determined by ELISA and is expressed as arbitrary
units relative to LDL/J+ (arbitrary value of 1). Data are the mean * seMof 10 independent samples. B) SDS-PAGE shows bands of
apolipoproteins stained with Coomassie brilliant blue. LDLs (5 ug/well) were electrophoresed in 10% acrylamide gels under
nonreducing conditions. MW, molecular weight standard (Kaleidoscope; BioRad). Black arrow indicates apoB-100. C) Western
blot analysis. Proteins were transferred from SDS-PAGE gels to nitrocellulose membranes and were revealed with antibody against
apo] (1/500) and secondary HRP-conjugated antibody (1/2000). D) GGE shows the mobility of the whole lipoprotein particle,
stained with the lipid-specific stain Sudan black. LDLs (5 ug/well) were electrophoresed in 2-16% acrylamide native gradient gels
for 1 hour at 100 V in a cold room. Electrophoresis was stopped, the gel was scanned, and electrophoresis was then continued for
a further 5 hours. LDLs were prestained with 1% Sudan black. E) TEM was performed in a Jeol 120 kV JEM-1400 microscope, as
described in Materials and Methods. White bars, 200 nm. /) CD spectra of total LDL (black line), LDL/J— (dark gray line), and
LDL/J+ (light gray line). One hundred microliters of LDLs at 0.05 mg/ml in PBS was analyzed at 25°C in a JASCO J-715
spectropolarimeter in the far-UV region (190-250 nm). G) Attenuated total reflectance Fourier transform infrared spectroscopy
(ATR-FTIR) spectra of total LDL (black line), LDL/J— (dark gray line), and LDL/J+ (light gray line). LDLs at 0.05 mg/ml in PBS
were analyzed at room temperature on a Variant Resolutions Pro spectrometer in the amide I region (1700-1600 cm ™).
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TABLE 1. Composition of LDL subfractions containing or not containing apof

LDL composition Total LDL LDL/apo]— LDL/apo]+

Major components”
Total cholesterol 378 £ 3.1 3783 = 21 36.0 = 6.4
Esterified cholesterol 26.8 £ 3.9 26.9 + 3.3 20.4 = 7.5°
Free cholesterol 11.0 = 1.8 10.7 = 1.8 15.6 = 2.7
Triglyceride 10.5 = 3.9 10.1 = 3.3 12.3 + 3.8°
Phospholipids 244 + 3.2 244 + 2.7 236 = 1.4
apoB 272 + 2.1 28.2 £ 2.2 28.1 = 8.0

Minor components*
NEFA 15.0 = 11.1 16.8 = 13.0 50.6 + 28.7°
apoA-1 0.205 * 0.279 0.103 = 0.075 0.570 = 0.265°
apoA-II 0.162 *+ 0.279 0.112 = 0.163 0.252 + 0.339
apoE 0.171 = 0.050 0.141 = 0.033 0.270 = 0.080°
apoC-II 0.207 * 0.059 0.146 = 0.035 0.152 *= 0.039
apoC-II 0.088 * 0.032 0.067 = 0.029 0.103 = 0.042

“Expressed as percent of the particle total mass. Data are mean * sp of 10 independent experiments.
"Statistically significant differences vs. total LDL and LDL/apo]—. “Expressed as mol/mol apoB. Data are

means * sp of 5 independent experiments.

a higher content of free cholesterol, triglycerides, NEFA,
and apoE than total LDL.

Because of the very low amount of LDL/J+, we
were unable to analyze its chromatographic profiles by
anion-exchange chromatography or GFC to corroborate
increased negative electric charge and increased aggrega-
tion. However, both analyses were performed in total LDL
and LDL/J— (Supplemental Fig. S2). The 2 LDLs essen-
tially presented the same chromatographic profiles re-
garding electric charge (anion-exchange chromatography)
and presence of aggregates (GFC).

Susceptibility to aggregation of apoJ-depleted LDL

The verylow amount of LDL/J+ did not allow analysis of its
susceptibility to aggregation. However, both total LDL and
LDL/J— essentially presented the same composition and
characteristics, including a similar proportion of LDL(—)
and aggregated LDL (Supplemental Fig. S2). Hence, we
assumed that the only difference between total LDL and
LDL/]J— was the lower content of apo] in the latter. This
prompted us to analyze the specific role of apoJ in LDL
particles by comparing the behavior against induced-
aggregation of LDL/]— and total LDL.

Spontaneous aggregation

In the first set of experiments, LDLs were induced to
spontaneous aggregation by incubation at 37°C in gentle
agitation in the presence of EDTA and BHT to prevent
oxidation. Supplemental Fig. S3 shows an experiment
measuring the increment of absorbance at 450 nm and the
precipitation of cholesterol throughout the period of in-
cubation. Turbidity remained stable up to days 11-12 and
then rapidly increased. This increase was faster in LDL/]—
than in total LDL (Supplemental Fig. S3A). Precipitation
of the cholesterol method showed a similar pattern, with
LDL/J— presenting increased propensity to cholesterol
precipitation (Supplemental Fig. S3B). However, although

APOLIPOPROTEIN J INHIBITS LDL AGGREGATION

LDL/]J— proved to be more susceptible to aggregation
than total LDL in all the performed experiments (n = 4),
the response of LDLs was heterogeneous among batches,
with the period to detect evident aggregation ranging from
5 days to 3 weeks.

Aggregation induced by SMase and o-CT

To solve the problems with the heterogeneous response of
spontaneous LDL aggregation, we added SMase or a-CT to
trigger this process. In these experimental conditions, ag-
gregation occurred fast enough to obtain relevant differ-
ences at 24 hours after the process started. Absorbance
results (Fig. 34, B) showed that both enzymatic treatments
promoted the aggregation of total LDL and LDL/]J—, but
aggregation was higher in LDL/apo]—. The cholesterol-
precipitation method yielded results that were similar to
the measurement of absorbance (Fig. 3C, D). In the spe-
cific conditions that we used, SMase treatment promoted
stronger aggregation than a-CT proteolysis.

Figure 4 shows a representative experiment of SMase- or
a-CT-induced aggregation after 24 hours, evaluated by
GFC. The results obtained by this method were similar to
those obtained by the absorbance or the cholesterol pre-
cipitation methods. These findings indicate that LDL/]—
is more susceptible to aggregation than total LDL whatever
the induction mechanism used. In addition, both treat-
ments generated a peak of smaller size, probably corre-
sponding to degradation fragments. These observations
were also patent in TEM micrographs (Fig. 4, right), which
showed that aggregates in LDL/]— were more abundant
and larger than in total LDL after SMase and a-CT
treatment.

CD spectra (Fig. 54, B) showed that SMase-induced ag-
gregation slightly decreased the elipticity signalin LDL/]—
but not in total LDL. This decrease is more evident at the
208 nm region, where the a-helix contributes; this suggests
a relative enrichment of S-structure of apoB in LDL/J—.
ATR-FTIR analyses show a noticeable shift to lower wave-
numbers, from 1637 to 1622 cm ™!, in both LDLs, although
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Figure 3. Aggregation of total LDL and LDL/J— after SMase or a-CT treatments. LDLs were at 0.5 mg/ml apoB (equivalent to
3 mM cholesterol). Aggregation of LDLs was induced by a-CT (A) or SMase treatment (B) and monitored at 2 and 24 hours by
measuring absorbance at 450 nm. Proportion of nonprecipitable cholesterol after LDL aggregation induced by a-CT (C)
or SMase treatment (D). Data are the mean * seM of 6 independent experiments in triplicate (absorbance) or duplicate

(cholesterol precipitation).

the shift was a bit more evident in the LDL/J— spectrum
(Fig. 5C, D). Although both regions of the spectra corre-
spond to B-structures, a shift to lower wavenumbers in the
spectra of proteins is indicative of increased hydrogen
bonding, of a more planar sheet, or of a larger number of
strands (34). However, such a change in the IR spectra of
lipoproteins has been attributed to the embedding of -
strands in the lipid monolayer rather than to an increase in
B-sheet packing (35), which makes sense after SMase
treatment. Whatever the case, both views are consistent
with increased SMase-induced aggregation of LDL/J—
particles compared with total LDL.

a-CT-induced aggregation promoted a stronger modi-
fication of CD spectra than SMase treatment in both LDLs
(Fig. 5F, G) possibly because of the extensive proteolysis of
apoB, as seen in Fig. 5] Here, both the relative enrichment
of the B-structure of apoB at 2 hours of proteolysis and the
aggregation of the particles at 24 hours are more evidentin
LDL/J— than in total LDL. These differences were not
observed in the overall ATR-FTIR spectra (Fig. 5H, I). It
must be noted that IR spectroscopy interpretation is not
astraightforward procedure because of the sensitivity of IR
to combined structural and environmental factors (36),
especially when talking about the ATR mode allowing the
study of crystallized samples to avoid water contribution to
the spectra. The detection of conformational differences
in the native B-sheet of apoB would require deconvolution
of the spectra, but this would not be reliable with the
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characteristic 4 cm ™' resolution of ATR-FTIR. Albeit this
technical limitation, it is apparent that LDL/]— is more
susceptible to SMase and a-CT treatments than total LDL.

SDS-PAGE showed that apoB in LDL/]J— was more
susceptible to proteolytic degradation than total LDL, both
when it was promoted by a-CT and when proteolysis was
spontaneous in SMase-treated LDLs (Fig. 5E, ). apo] would
therefore not only protect LDLs from aggregation but
could also prevent apoB degradation. Because proteolysis
of apoB promotes LDL aggregation, the inhibitory effect of
apo] on proteolysis could be a mechanism involved in
preventing the aggregation of LDL particles.

Effect of the addition of purified apo] on LDL
susceptibility to aggregation

Total LDL was submitted to SMase- or a-CT-induced
aggregation in presence of purified apo] at 2 molar ratios
in respect to apoB. The first was close to that observed
in agLDL(—) in plasma (mol apoJ/mol apoB 1/70, or
expressed as mass, mg apoJ/mg apoB 1/500). The second
was 10-fold higher (molar ratio 1/7, mass ratio 1/50). The
process of LDL aggregation induced by SMase or a-CT was
prevented at 4 hours of incubation by both doses of apo]
and was slowed in a dose-dependent manner for periods
up to 24 h (Fig. 6A, B). GGE confirmed that the higher
concentration of apo] partially prevented the formation of
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Native total LDL

Total LDL plus a-CT

LDL/J- plus o-CT

Total LDL plus SMase

LDL/J- plus SMase

aggregated particles at 24 hours of aggregation (Fig. 6C,
D). GFC also showed the inhibitory effect of the higher
concentration of apo] on the formation of aggregated LDL
particles after 24 hours of SMase- or a-CT—-induced ag-
gregation (Fig. 6F).

Because purified apo] contained a low amount of con-
taminating albumin and because albumin is known to in-
hibit LDL aggregation at high concentrations, we tested
the effect of an amount of albumin similar to those con-
taminating apo] preparations. At this concentration (mol
albumin/mol apoB 1/70), no effect on LDL aggregation
was observed (data not shown). We used transferrin, tryp-
sin inhibitor, and immunoglobulin (Mab anti-CD14) as
negative controls at the same concentration as that used
for apo]. None of these proteins had any effect on LDL
aggregation.

APOLIPOPROTEIN J INHIBITS LDL AGGREGATION

Figure 4. GFC and TEM of total
LDL and LDL/]J— after 24 hours of
SMase or a-CT treatments. LDLs
(0.5 ml at 0.4 mg/ml apoB) were
chromatographed at a flow rate
of 0.5 ml/min using a Superose
6 column in a AKTA-FPLC sys-
tem (GE Healthcare) as described
in Materials and Methods. White
bars in TEM micrographs indicate
200 nm.

DISCUSSION

The current study shows that the amount of apo] bound to
LDL is increased in the aggregated forms of this lipopro-
tein present in blood. This increased binding should be
attributable to the chaperone function of apo], which
binds to unfolded proteins with solvent-exposed hydro-
phobic domains (37). Aggregation of LDL is promoted by
the exposure of hydrophobic domains on the surface of
LDL particles, which can be induced by chemical (lipolysis
or proteolysis) or physical (vortexing) modifications (28,
38). However, from our observation of an increased con-
tent of apoJ in agLLDL(—), we cannot deduce whether the
binding of apo] to the aggregated forms of LDL occurs
merely due to the exposure of hydrophobic domains after
LDL aggregation or whether apo] plays a concrete role in
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Figure 5. CD and ATR-FTIR spectra. Total LDL and LDL/]J— were analyzed at 0 (black lines), 2 (dark gray lines), and 24 hours
(light gray lines) of SMase or a-CT treatments. LDLs (0 at 0.5 mg/ml apoB) were incubated for 24 hours with SMase or a-CT, as
described in Materials and Methods, and CD or ATR-FTIR spectra were obtained using 50 mg/L apoB on a JASCO J-715
spectropolarimeter in the far-UV region (190-250 nm) or on a Variant Resolutions Pro spectrometer in the amide I region
(1700-1600 cm ™), respectively. CD and FTIR graphs are representative of 3 independent experiments. A) CD spectra of total
LDL after SMase treatment. B) CD spectra of LDL/]J— after SMase treatment. C) ART-FTIR spectra of total LDL after SMase
treatment. D) ART-FTIR spectra of LDL/]J— after SMase treatment. /) CD spectra of total LDL after a-CT treatment. G) CD
spectra of LDL/]— after a-CT treatment. H) ART-FTIR spectra of total LDL after a-CT treatment. /) ART-FTIR spectra of LDL/]—
after a-CT treatment. £ and J) SDS-PAGE of total LDL and apo]-depleted LDL (LDL/J—) after 2 and 24 hours of SMase or a-CT
treatments. LDLs (5 ug/well) were electrophoresed in 10% acrylamide gels under nonreducing conditions for 2 hours at 100 V

Wavenumber (cm™)

and stained with 0.05% Coomassie. Left gel, LDLs treated with SMase; right gel, LDLs treated with a-CT.
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Figure 6. Effect of the addition of purified apo] to LDL aggregation induced by SMase or a-CT treatment. Total LDL
(at 0.5 mg/ml apoB) was subjected to aggregation by SMase or a-CT treatments up to 24 hours in the presence of 1 and 10 ug
of apo]. The final mass ratios of apo]/apoB were 1/500 and 1/50, and molar ratos were 1/70 and 1/7, respectively. Increment
of absorbance at 450 nm after a-CT treatment (A) or after SMase treatment (B). GGE of LDLs (5 ug apoB/well) after 24 hours of
a-CT treatment (C) or SMase treatment (D). E) GFC of total LDL after 24 hours of SMase or a-CT treatment in the presence of
10 ug of purified apoJ. LDLs (0.5 ml at 0.4 g/ml apoB) were chromatographied using a Superose 6 column in a AKTA-FPLC system.

the control of LDL aggregation. TEM micrographs and
GGE electrophoresis of LDL/J+ showed that, although
aggregated or fused particles in this subfraction were more
abundant than in LDL/]J—, monomeric particles were
more frequent than aggregated/fused particles. This ob-
servation suggests that the binding of apo] does notrequire
the effective aggregation of LDL particles. Instead, such
binding could occur in monomeric particles that expose
some hydrophobic domains but are still not aggregated. It
is on these particles where apo] could exert some effect
controlling aggregation.

Experiments performed with apoJ-depleted LDLs
demonstrate that apo] plays an active protective role
against LDL aggregation. This protective function was
observed whatever method induced aggregation, suggest-
ing that it would be a general mechanism to prevent LDL
aggregation. Interestingly, apo] not only retarded the
aggregation of LDL particles but it also diminished the
degradation of apoB, either when it was secondary to
degradation of phospholipids by SMase or when it was di-
rectly induced by a-CT treatment. This function of apo] in
LDL can be compared with that suggested in HDLs, where
apo] would play a role stabilizing the structure and func-
tion of apoA-I or paraoxonase 1 (39, 40). Apo] could thus

APOLIPOPROTEIN J INHIBITS LDL AGGREGATION

be involved in stabilizing the apoB structure and making it
less sensitive to proteolysis. These findings in apoJ-depleted
LDLs were confirmed in another set of experiments in
which purified apo] added to LDLs was able to partially
inhibit the aggregation induced by SMase or a-CT. It is
noteworthy that the concentration of apo] used in our
experiments is within the physiologic range. Several studies
report that the concentration of apo] in blood ranges from
50 to 150 wg/ml (41-45), and the usual concentration of
apoB in normolipemic subjects ranges from 0.8 to 1.0 mg/ml.
The ratio of apo]/apoB in blood is therefore around
1/10. The lowest apo]/apoB ratio (1/500, expressed in
protein mass) that we used was similar to that observed in
agLDL(—) presentin plasma, and the highest ratio (1/50)
we used is even lower than the ratio usually present in
plasma. Taken together, our data demonstrate that apo]
could play a determinant role in preventing the aggrega-
tion of LDL particles in blood circulation.

The molecular mechanism for apo] effects on LDL ag-
gregation is unclear. It is probably related to the ability of
apo] to bind to hydrophobic domains exposed by proteins
undergoing unfolding. Wilson and colleagues suggested
that during amorphous aggregation of proteins, apo]
interacts with slowly aggregating species of the offfolding
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pathway (2, 3). Phospholipolysis or proteolysis of LDL
promotes the formation of hydrophobic domains both in
the lipid and protein moieties of the lipoprotein, favoring
the aggregation of LDL. apo] could bind to these hydro-
phobic domains, preventing the interaction of LDL
particles mediated by hydrophobic surfaces and the sub-
sequent aggregation.

Our results concur with the postulated function of apo]
as a part of the quality control system for preventing the
accumulation of protein aggregates (4). apo] expression
increases during various physiologic and pathologic
stresses (44, 46-48), and its binding to client proteins in
blood, such as albumin, fibrinogen, or ceruloplasmin, is
promoted after inducing shear stress in plasma (6). In the
context of cardiovascular disease, a number of studies have
reported different protective effects of apo] (49). apo]
regulates complement and is released from activated pla-
telets to participate in wound repair (50). The concentra-
tion of apo] increases in areas of atherosclerotic lesions but
notin normal arteries (5, 51). Thisincrease could be due in
part to the entry of lipoproteins from plasma butalso to its
enhanced expression by the arterial wall cells. Kim et al.
reported a protective role of apo] against neointimal hy-
perplasia via an antiproliferative effect on vascular smooth
muscle cells and a cytoprotective effect on endothelial cells
(52). Another potential protective action of apo] is that it
induces cholesterol export from macrophage-foam cells
(53), in a similar manner to that promoted by apoA-I. The
role of apoJ in HDLs has been studied in detail by Navab
and coworkers. These authors reported that apo] preserves
the anti-inflammatory, antioxidant, and antiatherogenic
properties of HDLs (39, 40). Several studies have found
that the content of apo] in HDLs is decreased in subjects
with diabetes, obesity, or metabolic syndrome and in
patients with active coronary disease (11, 12, 43). In the
latter, the antiapoptotic activity of HDLs is compromised in
part by its reduced apo] content (12).

Although all proteomic analyses performed in LDL have
detected the presence apo] in this lipoprotein, few studies
have investigated the role of apo] on LDLs. Karlsson ¢t al.
reported thatapo] isincreased in LDLs from obese subjects
(54),and Pettersson et al. described increased apo] content
in small dense LDLs from patients with diabetes and met-
abolic syndrome (20). These findings suggest that the low
content of apoJ in HDLs in these patients could be caused
by an altered distribution of apo] among the lipoprotein
fractions. However, these studies do not address the spe-
cific role of apo] associated to LDLs. The only study to date
that has investigated a specific function of apoJ on LDLs
was conducted by Schwartz et al. (21). These authors
reported a protective role of apo] against cytotoxicity pro-
moted by E-LDLs. They modified LDLs with plasmin and
cholesterol esterase and obtained a highly inflammatory
form of LDL (named E-LDL) characterized by increased
content in NEFA and apoB degradation. Both character-
istics are shared with LDL(—). These authors reported that
apo] bound to E-LDL but not to native LDL, a finding that
is in agreement with our results of increased binding of
apo] to aggregated LDL.

It is pertinent to consider that phospholipases and pro-
teases play a relevantrole in the triggering of atherogenesis
in the arterial wall. SMase expression is increased in athe-
rosclerostic lesions. It degrades SM to ceramide and

1698  Vol.29 May 2015

The FASEB Journal + www.fasebj.org

phosphorylcholine, leading to the formation of hydro-
phobic ceramide-rich domains that promote LDL aggre-
gation. Regarding «-CT, although this enzyme is not
directly involved in atherosclerosis, it is used as a model for
proteolysis because several endoproteases are hyperex-
pressed in atherosclerotic lesions. a-CT induces apoB
proteolysis and triggers LDL particle fusion, later destabi-
lizing these lipoproteins. The present findings show a novel
mechanism by which apo] controls the aggregation of
LDLs. We propose that the increased expression of apo] in
atherosclerotic lesions could be a response of the arterial
walls to LDL aggregation, the initial key step of athero-
genesis. This proposal opens the possibility that apo]-based
therapeutic strategies conducted to inhibit LDL aggrega-
tion could be useful in the future for preventing cardio-
vascular disease. The use of mimetic peptides derived from
apo], for example, has been successfully used to retard
atherosclerosis in mice, although the effect on LDL aggre-
gation has not been evaluated. Further research addressing
these molecular mechanisms will hopefully contribute to
the development of new apoJ-based therapies.

The authors thank Carolyn Newey (Sant Pau Biomedical
Research Institute; IIB Sant Pau) for editorial assistance.
This work was supported by the Spanish Ministry of Health
(Instituto de Salud Carlos IlI/Fondo de Investigacion Sanitaria;
ISCIII/FIS) Grants PI10/00265, PI10/00975, PI13/00364, and
PI13/01330. M-.M.-B., AR., M.P.-C., J.O-L,, and J.L.S-Q. are
members of the Quality Research Group 2009-SGR-1205 from
Generalitat de Catalunya. L.M. and S.V. are members of the
Quality Research Group 2014-SGR-00885 from Generalitat de
Catalunya. M.M.-B., AR, M.P-C, JJO-L.,, and J.LS-Q. are
members of the Cardiovascular Research Network (Red de
Investigacion Cardiovascular; RD12/0042/0043) from ISCIIL
The authors declare no conflicts of interest.

REFERENCES

1. De Silva, H. V., Harmony, J. A., Stuart, W. D., Gil, C. M., and
Robbins, J. (1990) Apolipoprotein J: structure and tissue
distribution. Biochemistry 29, 5380-5389

2. Yerbury, ].J., Poon, S., Meehan, S., Thompson, B., Kumita, J. R.,
Dobson, C. M., and Wilson, M. R. (2007) The extracellular
chaperone clusterin influences amyloid formation and toxicity
by interacting with prefibrillar structures. FASEB ] 21,
2312-2322

3. Poon, S., Treweek, T. M., Wilson, M. R., Easterbrook-Smith, S. B.,
and Carver, J. A. (2002) Clusterin is an extracellular chaperone
that specifically interacts with slowly aggregating proteins on
their offfolding pathway. FEBS Lett. 513, 259-266

4. Yerbury, J. J., Stewart, E. M., Wyatt, A. R., and Wilson, M. R.
(2005) Quality control of protein folding in extracellular space.
EMBO Rep. 6, 1131-1136

5. Ishikawa, Y., Akasaka, Y., Ishii, T., Komiyama, K., Masuda,
S., Asuwa, N., Choi-Miura, N. H., and Tomita, M. (1998)
Distribution and synthesis of apolipoprotein ] in the
atherosclerotic aorta. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 18, 665-672

6. Wyatt, A. R., and Wilson, M. R. (2010) Identification of human
plasma proteins as major clients for the extracellular chaperone
clusterin. J. Biol. Chem. 285, 3532-3539

7. de Silva, H. V., Stuart, W. D., Duvic, C. R., Wetterau, J. R., Ray,
M. ]., Ferguson, D. G., Albers, H. W, Smith, W. R., and Harmony,
J. A. (1990) A 70-kDa apolipoprotein designated Apo] is a marker
for subclasses of human plasma high density lipoproteins. J. Biol.
Chem. 265, 13240-13247

8. Bergmeier, C., Siekmeier, R., and Gross, W. (2004) Distribution
spectrum of paraoxonase activity in HDL fractions. Clin. Chem.
50, 2309-2315

MARTINEZ-BUJIDOS ET AL.


http://www.fasebj.org

10.

11.

12.

13.

14.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Navab, M., Hama-Levy, S., Van Lenten, B. ]., Fonarow, G. C.,
Cardinez, C. J., Castellani, L. W., Brennan, M. L., Lusis, A. J.,
Fogelman, A. M., and La Du, B. N. (1997) Mildly oxidized LDL
induces an increased apolipoprotein J/paraoxonase ratio. J. Clin.
Invest. 99, 2005-2019

Van Lenten, B. J., Wagner, A. C.,, Nayak, D. P., Hama, S., Navab,
M., and Fogelman, A. M. (2001) High-density lipoprotein loses its
anti-inflammatory properties during acute influenza a infection.
Circulation 103, 2283-2288

Hoofnagle, A. N., Wu, M., Gosmanova, A. K., Becker, J. O.,
Wijsman, E. M., Brunzell, J. D., Kahn, S. E., Knopp, R. H., Lyons,
T. J., and Heinecke, J. W. (2010) Low clusterin levels in high-
density lipoprotein associate with insulin resistance, obesity, and
dyslipoproteinemia. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 30, 2528-2534
Riwanto, M., Rohrer, L., Roschitzki, B., Besler, C., Mocharla,
P., Mueller, M., Perisa, D., Heinrich, K., Altwegg, L.,
von Eckardstein, A., Liischer, T. F., and Landmesser, U. (2013)
Altered activation of endothelial anti- and proapoptotic pathways
by high-density lipoprotein from patients with coronary artery
disease: role of high-density lipoprotein-proteome remodeling.
Circulation 127, 891-904

Banfi, C., Brioschi, M., Barcella, S., Wait, R., Begum, S., Galli, S.,
Rizzi, A., and Tremoli, E. (2009) Proteomic analysis of human
low-density lipoprotein reveals the presence of prenylcysteine
lyase, a hydrogen peroxide-generating enzyme. Proteomics 9,
1344-1352

Karlsson, H., Leanderson, P., Tagesson, C., and Lindahl, M.
(2005) Lipoproteomics I: mapping of proteins in low-density li-
poprotein using two-dimensional gel electrophoresis and mass
spectrometry. Proteomics 5, 551-565

Karlsson, H., Lindqvist, H., Tagesson, C., and Lindahl, M. (2006)
Characterization of apolipoprotein M isoforms in low-density
lipoprotein. J. Proteome Res. 5, 2685-2690

Richardson, M. R., Lai, X., Dixon, J. L., Sturek, M., and
Witzmann, F. A. (2009) Diabetic dyslipidemia and exercise
alter the plasma low-density lipoproteome in Yucatan pigs. Pro-
teomics 9, 2468-2483

Stahlman, M., Davidsson, P., Kanmert, I., Rosengren, B., Borén,
J., Fagerberg, B., and Camejo, G. (2008) Proteomics and lipids of
lipoproteins isolated at low salt concentrations in D20/sucrose
or in KBr. J. Lipid Res. 49, 481-490

Sun, H. Y., Chen, S. F.,, Lai, M. D., Chang, T. T., Chen, T. L., Li,
P. Y, Shieh, D. B., and Young, K. C. (2009) Comparative
proteomic profiling of plasma very-low-density and low-density
lipoproteins. Clin. Chim. Acta

Tabas, 1., Williams, K. J., and Borén, J. (2007) Subendothelial
lipoprotein retention as the initiating process in atherosclerosis:
update and therapeutic implications. Circulation 116, 1832-1844
Pettersson, C., Karlsson, H., Stahlman, M., Larsson, T., Fagerberg,
B., Lindahl, M., Wiklund, O., Borén, J., and Fogelstrand, L. (2011)
LDIassociated apolipoprotein J and lysozyme are associated with
atherogenic properties of LDL found in type 2 diabetes and the
metabolic syndrome. J. Intern. Med. 269, 306-321

Schwarz, M., Spath, L., Lux, C. A,, Paprotka, K., Torzewski, M.,
Dersch, K., Koch-Brandt, C., Husmann, M., and Bhakdi, S.
(2008) Potential protective role of apoprotein J (clusterin) in
atherogenesis: binding to enzymatically modified low-density li-
poprotein reduces fatty acid-mediated cytotoxicity. Thromb. Hae-
most. 100, 110-118

Bancells, C., Canals, F., Benitez, S., Colomé, N., Julve, J.,
Ordoénez-Llanos, J., and Sanchez-Quesada, J. L. (2010)
Proteomic analysis of electronegative low-density lipoprotein.
J- Lipid Res. 51, 3508-3515

Sanchez-Quesada, J. L., Benitez, S., and Ordénez-Llanos, J.
(2004) Electronegative low-density lipoprotein. Curr. Opin. Lip-
idol. 15, 329-335

Parasassi, T., De Spirito, M., Mei, G., Brunelli, R., Greco, G.,
Lenzi, L., Maulucci, G., Nicolai, E., Papi, M., Arcovito, G.,
Tosatto, S. C., and Ursini, F. (2008) Low density lipoprotein
misfolding and amyloidogenesis. FASEB J. 22, 2350-2356
Bancells, C., Villegas, S., Blanco, F. ]J., Benitez, S., Gallego, I.,
Beloki, L., Pérez-Cuellar, M., Ordénez-Llanos, J., and Sanchez-
Quesada, J. L. (2010) Aggregated electronegative low density
lipoprotein in human plasma shows a high tendency toward
phospholipolysis and particle fusion. J. Biol. Chem. 285, 32425~
32435

APOLIPOPROTEIN ] INHIBITS LDL AGGREGATION

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

Bancells, C., Benitez, S., Ordénez-Llanos, J., Oérni, K., Kovanen,
P. T, Milne, R. W., and Sanchez-Quesada, J. L. (2011) Immuno-
chemical analysis of the electronegative LDL subfraction shows
that abnormal N-terminal apolipoprotein B conformation is in-
volved in increased binding to proteoglycans. J. Biol. Chem. 286,
1125-1133

Camejo, G., Hurt-Camejo, E., Wiklund, O., and Bondjers, G.
(1998) Association of apo B lipoproteins with arterial
proteoglycans: pathological significance and molecular
basis. Atherosclerosis 139, 205-222

Oorni, K., Pentikdinen, M. O., Ala-Korpela, M., and Kovanen,
P. T. (2000) Aggregation, fusion, and vesicle formation of
modified low density lipoprotein particles: molecular mechanisms
and effects on matrix interactions. J. Lipid Res. 41, 1703—
1714

Sanchez-Quesada, J. L., Camacho, M., Anton, R., Benitez, S., Vila,
L., and Ordoénez-Llanos, J. (2003) Electronegative LDL of FH
subjects: chemical characterization and induction of chemokine
release from human endothelial cells. Atherosclerosis 166, 261-270
Sanchez-Quesada, ]. L., Benitez, S., Otal, C., Franco, M.,
Blanco-Vaca, F., and Ordoénez-Llanos, J. (2002) Density
distribution of electronegative LDL in normolipemic and
hyperlipemic subjects. J. Lipid Res. 43, 699-705

Benitez, S., Villegas, V., Bancells, C., Jorba, O., Gonzalez-Sastre,
F., OrdonezLlanos, J., and Sanchez-Quesada, J. L. (2004)
Impaired binding affinity of electronegative low-density lipo-
protein (LDL) to the LDL receptor is related to nonesterified
fatty acids and lysophosphatidylcholine content. Biochemistry 43,
15863-15872

Vigano, C., Manciu, L., Buyse, F., Goormaghtigh, E., and
Ruysschaert, J. M. (2000) Attenuated total reflection IR
spectroscopy as a tool to investigate the structure, orientation
and tertiary structure changes in peptides and membrane
proteins. Biopolymers 55, 373-380

Hochgrebe, T., Pankhurst, G. J., Wilce, ]., and Easterbrook-Smith,
S. B. (2000) pH-dependent changes in the in vitro ligand-binding
properties and structure of human clusterin. Biochemistry 39,
1411-1419

Zandomeneghi, G., Krebs, M. R., McCammon, M. G., and
Fandrich, M. (2004) FTIR reveals structural differences between
native beta-sheet proteins and amyloid fibrils. Protein Sci. 13,
3314-3321

Banuelos, S., Arrondo, J. L., Goni, F. M., and Pifat, G. (1995)
Surface-core relationships in human low density lipoprotein as
studied by infrared spectroscopy. J. Biol. Chem. 270, 9192-9196
Arrondo, J. L., Echabe, L, Iloro, 1., Hernando, M. A,, de la Cruz,
F., and Goni, F. M. (2003) A bacterial TrwC relaxase domain
contains a thermally stable alpha-helical core. J. Bacteriol. 185,
4226-4232

Humphreys, D. T., Carver, J. A., Easterbrook-Smith, S. B., and
Wilson, M. R. (1999) Clusterin has chaperone-like activity similar
to that of small heat shock proteins. J. Biol. Chem. 274, 6875-6881
Hevonoja, T., Pentikdinen, M. O., Hyvonen, M. T., Kovanen,
P. T., and Ala-Korpela, M. (2000) Structure of low density
lipoprotein (LDL) particles: basis for understanding molecular
changes in modified LDL. Biochim. Biophys. Acta 1488, 189-210
Stuart, W. D., Krol, B., Jenkins, S. H., and Harmony, J. A. (1992)
Structure and stability of apolipoprotein J-containing high-
density lipoproteins. Biochemistry 31, 8552-8559

Navab, M., Anantharamaiah, G. M., Reddy, S. T., Van Lenten,
B. J., Wagner, A. C.,, Hama, S., Hough, G., Bachini, E., Garber,
D. W, Mishra, V. K., Palgunachari, M. N., and Fogelman, A. M.
(2005) An oral apo] peptide renders HDL antiinflammatory in
mice and monkeys and dramatically reduces atherosclerosis in
apolipoprotein E-null mice. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 25,
1932-1937

Kujiraoka, T., Hattori, H., Miwa, Y., Ishihara, M., Ueno, T., Ishii,

J., Tsuji, M., Iwasaki, T., Sasaguri, Y., Fujioka, T., Saito, S.,

Tsushima, M., Maruyama, T., Miller, I. P., Miller, N. E., and
Egashira, T. (2006) Serum apolipoprotein j in health, coronary
heart disease and type 2 diabetes mellitus. J. Atheroscler. Thromb.
13, 314-322

Poulakou, M. V., Paraskevas, K. I., Wilson, M. R., Iliopoulos,
D. C., Tsigris, C., Mikhailidis, D. P., and Perrea, D. (2008)
Apolipoprotein J and leptin levels in patients with coronary heart
disease. In Vivo 22, 537-542

1699



43.

44.

45.

46.

47.

48.

49.

1700

Rubinow, K. B., Tang, C., Hoofnagle, A. N., Snyder, C. N., Amory,
J. K., Heinecke, J. W., and Page, S. T. (2012) Acute sex steroid
withdrawal increases cholesterol efflux capacity and HDL-
associated clusterin in men. Steroids 77, 454—460

Trougakos, 1. P., Poulakou, M., Stathatos, M., Chalikia, A.,
Melidonis, A., and Gonos, E. S. (2002) Serum levels of the
senescence biomarker clusterin/apolipoprotein | increase sig-
nificantly in diabetes type II and during development of coro-
nary heart disease or at myocardial infarction. Exp. Gerontol. 37,
1175-1187

Vareka, I, Stejskal, D., Varekova, R., Burianova, K., and Hnatek, J.
(2009) Changes in clusterin serum concentration levels in oncologic
patients during the course of spa therapy—a pilot study. Biomed. Pap.
Med. Fac. Univ. Palacky Olomouc Czech Repub. 153, 117-120
Trougakos, I. P., and Gonos, E. S. (2002) Clusterin/apolipoprotein
J in human aging and cancer. Int. J. Biochem. Cell Biol. 34,
1430-1448

Swertfeger, D. K., Witte, D. P., Stuart, W. D., Rockman, H. A., and
Harmony, J. A. (1996) Apolipoprotein J/clusterin induction in
myocarditis: A localized response gene to myocardial injury. Am.
J- Pathol. 148, 1971-1983

Schlatzer, D., Maahs, D. M., Chance, M. R., Dazard, J. E., Li, X,,
Hazlett, F., Rewers, M., and Snell-Bergeon, J. K. (2012) Novel
urinary protein biomarkers predicting the development of
microalbuminuria and renal function decline in type 1
diabetes. Diabetes Care 35, 549-555

Park, S., Mathis, K. W, and Lee, I. K. (2014) The physiological
roles of apolipoprotein J/clusterin in metabolic and cardiovas-
cular diseases. Rev. Endocr. Metab. Disord. 15, 45-53

Vol. 29 May 2015

50.

52.

53.

54.

The FASEB Journal + www.fasebj.org

Witte, D. P., Aronow, B. J., Stauderman, M. L., Stuart, W. D., Clay,
M. A,, Gruppo, R. A, Jenkins, S. H., and Harmony, J. A. (1993)
Platelet activation releases megakaryocyte-synthesized apolipo-
protein J, a highly abundant protein in atheromatous lesions.
Am. J. Pathol. 143, 763-773

Ishikawa, Y., Ishii, T., Akasaka, Y., Masuda, T., Strong, J. P.,
Zieske, A. W., Takei, H., Malcom, G. T., Taniyama, M,
Choi-Miura, N. H., and Tomita, M. (2001) Immunolocalization
of apolipoproteins in aortic atherosclerosis in American youths
and young adults: findings from the PDAY study. Atherosclerosis
158, 215-225

Kim, H. J., Yoo, E. K., Kim, J. Y., Choi, Y. K,, Lee, H. J., Kim, J. K.,
Jeoung, N. H, Lee, K. U,, Park, I. S., Min, B. H., Park, K. G, Lee,
C. H,, Aronow, B. J., Sata, M., and Lee, I. K. (2009) Protective
role of clusterin/apolipoprotein ] against neointimal hyperplasia
via antiproliferative effect on vascular smooth muscle cells and
cytoprotective effect on endothelial cells. Arterioscler. Thromb.
Vasc. Biol. 29, 1558-1564

Gelissen, I. C., Hochgrebe, T., Wilson, M. R., Easterbrook-Smith,
S. B., Jessup, W., Dean, R. T., and Brown, A. J. (1998)
Apolipoprotein | (clusterin) induces cholesterol export from
macrophage-foam cells: a potential anti-atherogenic function?
Biochem. J. 331, 231-237

Karlsson, H., Mortstedt, H., Lindqvist, H., Tagesson, C., and
Lindahl, M. (2009) Protein profiling of low-density lipoprotein
from obese subjects. Proteomics Clin. Appl. 3, 663—671

Received for publication September 8, 2014.
Accepted for publication December 1, 2014.

MARTINEZ-BUJIDOS ET AL.


http://www.fasebj.org




Atherosclerosis 241 (2015) 463—470

Contents lists available at ScienceDirect

Atherosclerosis

journal homepage: www.elsevier.com/locate/atherosclerosis

Increased concentration of clusterin/apolipoprotein ] (apo]) in
hyperlipemic serum is paradoxically associated with decreased apo]
content in lipoproteins

@ CrossMark

Anna Rull *!, Maria Martinez-Bujidos b1 Montserrat Pérez-Cuellar ¢, Antonio Pérez ©,
Jordi Ordénez-Llanos * P, José Luis Sanchez-Quesada *~
2 Cardiovascular Biochemistry Group, Biomedical Research Institute, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, IIB Sant Pau, Barcelona, Spain

b Biochemistry and Molecular Biology Department, Universitat Autonoma de Barcelona, Spain
€ Endocrinology and Nutrition Department, Biomedical Research Institute, Hospital de la Santa Creu i Sant Pau, IIB Sant Pau, Barcelona, Spain

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 26 January 2015
Received in revised form

31 May 2015

Accepted 1 June 2015
Available online 6 June 2015

Objective: Clusterin/apolipoprotein J (apo]) circulates in blood in part associated to lipoproteins or in
unbound form. When bound to HDL, apo] is antiatherogenic by inhibiting endothelial cell apoptosis;
thus, any factor modifying apo] association to HDL would decrease its antiatherogenic function. However,
the exact distribution of apo] in each lipoprotein fraction, or in lipoprotein-non bound form has not been
specifically investigated either in normolipemia or in dyslipemia.
Methods: Basic lipid profile and apo] concentration were determined in sera from 70 subjects, including
a wide range of cholesterol and triglyceride concentrations. Lipoproteins were isolated by ultracentri-
fugation and their lipid and apolipoprotein composition was assessed.
Results: In the overall population, serum apo] positively associated with cholesterol, triglyceride and
VLDL-C concentrations, and HDL-C and triglyceride were independent predictors of increased apo]
concentration. Approximately, 20.5% of circulating apo] was associated with lipoproteins (18.5% HDL,
0.9% LDL and 1.1% VLDL) and 79.5% was not bound to lipoproteins. Serum apo] concentration was higher
in hypercholesterolemic (HC), hypertriglyceridemic (HTG) and combined hyperlipidemic (CHL) sera
compared to normolipemic (NL) sera (HC, 98.15 + 33.6 mg/L; HTG, 103.3 + 36.8 mg/L; CHL,
131.7 + 26.8 mg/L; NL, 66.7 + 33.8 mg/L; P < 0.001). ApoJ distribution was also altered in hyperlipidemia;
approximately 30% of circulating apo] was associated to lipoproteins in the NL group whereas this
proportion rounded 15% in hyperlipidemic subjects.
Conclusions: Our findings indicate that hyperlipidemia increases the concentration of apo] in serum but,
in turn, the content of lipoprotein-associated apo] decreases. The redistribution of apo] in hyperlipidemia
could compromise the antiatherogenic properties of HDL.

© 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

Keywords:

Apolipoprotein ]
Atherosclerosis
Cardiovascular risk factors
Hyperlipidemia
Lipoproteins

1. Introduction

Clusterin, also known as apolipoprotein | (apo]), is a highly
glycosylated protein involved in ageing, arteriosclerosis, diabetes,
cancer, nephropathy and neuron degeneration [1—3]. Although the
specific role that apo] plays in these processes is not well
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understood, its chaperone activity seems to be involved in a general
protective action. ApoJ was the first identified extracellular chap-
erone and it binds to a wide variety of partially unfolded proteins
that present hydrophobic regions, including amyloid-like struc-
tures. It is therefore part of the quality control system for pre-
venting extracellular unfolded protein accumulation [1,2].

Apo] is expressed by numerous cell types and is present in most
tissues and body compartments [3—6]. In relation to atheroscle-
rosis, it is hyperexpressed in human atherosclerotic lesions [7—9]
and in areas of vascular damage [10,11]. Apo] is also present in
blood, with values ranging from 50 to 200 mg/L, depending on the
measurement method [12—19]. Apo] circulates mainly in free form
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or forming oligomers, and binds to several client proteins such as
albumin, fibrinogen and ceruloplasmin under stress conditions.
However, a substantial part of apo] associates to lipoproteins,
mainly to HDL, where it could play a relevant role in maintaining
qualitative properties [14]. It has been reported that apo] contrib-
utes to the antioxidative function of HDL, preventing the oxidative
modification of LDL, but it is not clear if this atheroprotective
function is related to its coexistence in a subpopulation of HDL
particles that contain the antioxidant enzyme paraoxonase 1
(PON1)[20,21]. Although the content of apo] in other lipoproteins is
minor, proteomic approaches have shown that apo] also associates
with VLDL and LDL [14,22,23]. Apo] is specially abundant in a minor
subfraction of plasma LDL, named electronegative LDL (LDL(-)),
which displays inflammatory, apoptotic and proliferative proper-
ties and whose proportion increases in situations of high cardio-
vascular risk (CVR) [24]. The function of apo] in LDL is unclear, but it
has been suggested that could inhibit LDL-mediated cytotoxicity
[25]. More recently, we have reported that apo] could play a pro-
tective role preventing LDL from aggregation [26].

Several studies have reported increased apoJ concentrations in
serum from patients with CVR factors [12,14—17,27,28]. It has been
recently shown that the content of apo] in lipoproteins can also be
altered in these situations. Recent findings have shown a decreased
content of apo] in HDL from subjects with diabetes, obesity, dysli-
poproteinemia or coronary artery disease (CAD) [13,14]. HDL pro-
teome remodeling in CAD, in particular increased apoC-IIl and
decreased apo] content, impairs the activation of endothelial anti-
apoptotic pathways [13]. Other authors have reported that apo]
content in LDL is increased in diabetic patients [29]. These findings
suggest that the distribution of apo] is abnormal in subjects with
high CVR. Despite this evidence, to our knowledge the exact dis-
tribution of apo] in each lipoprotein fraction, or in lipoprotein-not
bound form, has not been thoroughly investigated either in
healthy subjects or in hyperlipidemic patients. Our aim was to
determine the distribution of apo] in lipoprotein fractions and in
the lipoprotein non-bound form and to assess the impact of the
lipoprotein profile on such distribution. Possible associations be-
tween lipid and protein composition of each lipoprotein fraction
and their apo] content were also assessed.

2. Methods
2.1. Patients

The study was approved by the Institutional Review Board.
Samples (n = 70) were taken from those routinely analyzed in the
Lipid Laboratory of our hospital. Patients with severe diseases
known to affect apo] concentrations, such as cancer, renal disease,
morbid obesity and acute coronary disease, were not included in
the study. Subjects taking lipid-lowering drugs were not included
in the study. Patients were classified as normolipidemic (NL group,
total cholesterol <240 mg/dL, triglycerides <175 mg/dL and HDL
cholesterol > 45 mg/dL, n = 22), hypercholesterolemic (HC group,
total cholesterol > 240 mg/dL, triglycerides < 175 mg/dL and HDL
cholesterol > 45 mg/dL, n = 20), hypertiglyceridemic (HTG group,
total cholesterol <240 mg/dL, triglycerides > 175 mg/dL and HDL
cholesterol <45 mg/dL, n = 23) or combined hyperlipidemic (CHL
group, total cholesterol >240 mg/dL, triglycerides> 175 mg/dL,
n = 5) subjects.

2.2. Basic lipid profile
All analyses were performed using serum samples obtained in

Vacutainer tubes (Becton Dickinson). Lipid measurements were
performed on an Architect 6000 automated analyzer (Abbot

Diagnostics) using commercial methods, according to the guide-
lines of the hospital. Total cholesterol (TC) and triglycerides (TG)
were measured by standard enzymatic methods and HDL-C by a
homogeneous direct method. LDL-C was calculated using the
Friedewald formula when TG concentrations were <300 mg/dL or
measured after separation of lipoproteins by ultracentrifugation at
100 000g for 18 h at 4 °C when TG was >300 mg/dL. All mea-
surements were controlled by national and international external
quality assurance programs and fulfilled the NCEP recommenda-
tions for inaccuracy and total imprecision.

2.3. Lipoprotein isolation and composition

2.3.1. KBr method

VLDL/IDL (density < 1.019 g/mL), LDL (density 1.019—1.063 g/
mL), HDL (density 1.063—1.210 g/mL) and LPDS (density > 1.210 g/
mL) were isolated from 2 ml of fresh serum by sequential density
gradient ultracentrifugation using KBr density solutions, according
Havel et al. [30]. The isolation of lipoproteins started within 24 h of
blood extraction. Additional serum aliquots were stored at —80 °C
for apo] measurement. Cholesterol, triglycerides, apoB, apoA-I
(Roche Diagnostics), phospholipids, free cholesterol (Wako Chem-
icals), apoA-II, apoC-IIl and apoE (Kamiya Biomedical Company)
concentrations in HDL, LDL and VLDL were determined in a Cobas
c501 autoanalyzer (Roche Diagnostics). The results were expressed
as the percentage of each component respect to the total lipopro-
tein mass, or as the molar ratio of apo] versus apoB or apoA-1.

2.3.2. Sucrose/D,0 method

To validate the distribution of circulating apoJ obtained using
the KBr ultracentrifugation method, lipoprotein particles from the
serum of 6 participants were also isolated by sucrose/D,0 ultra-
centrifugation. Mean lipid values of these subjects were cholesterol
234.74 + 47.96 mg/dL and triglyceride 157.36 + 84.64 mg/dL. The
method was essentially the same as that described by Stahlman
et al. [31], using the same density solutions but with different spin
speed and times. VLDL/IDL (density < 1.019 g/mL) and LDL (density
1.019—1.063 g/mL) were obtained after two consecutive 18 h ul-
tracentrifugations at 45,000 rpm. The fraction of HDL (density
1.063—1.210 g/mL) was obtained after centrifugation for 96 h at
45,000 rpm.

2.4. ApoJ ELISA

Serum and lipoprotein concentrations of apo] were measured by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for human apoJ (R&D
Systems Europe, DuoSet ELISA for human clusterin, catalogue
number DY5874), according to the manufacturer's instructions. We
used an ELISA specific for urine or cell culture assays to ensure the
detection of the presumably low content of apo] in VLDL and LDL.
Intra-assay variability coefficient was 7% (calculated from 8 repli-
cates of the same sample) and inter-assay variability was 14%
(calculated from 5 independent plates). The 96-well plates (Max-
iSorp, Nunc) were coated with 100 ul mouse anti-human apoJ at a
concentration 2 pg/mL overnight at room temperature. All further
incubations steps were also carried out at room temperature.
Samples were diluted in phosphate buffer saline (PBS) (1:1000 for
VLDL and LDL; 1:5000 for HDL; and 1:250000 for serum). GraphPad
Prism 5.0 software was used to create a four parameter logistic (4-
PL) curve fit. ApoJ content on HDL, LDL and VLDL were expressed as
the percentage of lipoprotein mass or as the molar ratio mmol apo]/
mol cholesterol, as indicated in the figures. The latter was used to
evaluate the percentage of apoJ bound to each lipoprotein in serum.
The proportion of circulating lipoprotein-not bound apo] (apo]-
LPDS) was calculated after the subtraction of lipoprotein-bound
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apo] from total serum apo].

2.5. Statistical methods

Results are given as mean + SD unless otherwise stated. Dis-
tribution normality of the variables was assessed by the Kolmo-
gorov—Smirnov (KS) test. Not normally distributed data were
logarithmically transformed. Inter-group differences were analyzed
using the nonparametric Kruskal-Wallis test followed by the
Mann—Whitney test to determine significant differences between
groups. In each group, lipoprotein differences were assessed by
using paired data analysis with the nonparametric Friedman test
for global interactions followed by Wilcoxon's test for detailed
comparisons. Correlations of normally and non-normally distrib-
uted data were evaluated by the Pearson and Spearman coefficient
tests, respectively. Statistical analyses were performed using SPSS
21.0, with significance set at P < 0.05.

3. Results

3.1. Concentration of apo] in serum and association with lipid
profile parameters

Table 1 shows the lipid profile of participants. The mean serum
apo] concentration of the overall study population was
92.4 + 38.7 mg/L (mean + SD, n = 70), and apo] values exhibited a
normal distribution (KS 0.683; P = 0.740). No significant difference
in serum apoJ was found between women (97.8 + 37.3 mg/L, n = 31)
and men (88.1 + 39.8 mg/L, n = 39), and no association was
observed between serum apo] concentration and age.

Univariate linear analysis showed that serum apo] was posi-
tively associated with total cholesterol (r = 0.264; P = 0.027), VLDL-
C(r=0.330; P=0.0054) and triglyceride concentrations (r = 0.347;
P = 0.003) (Supplemental Fig. 1).

The independent association between serum apo] and lipid
profile parameters was analyzed using stepwise multiple regres-
sion analysis with serum apo] as the dependent variable and age,
total cholesterol, HDL-C, LDL-C, VLDL-C and triglycerides as the
independent variables. Of these parameters, the predictor model
contained total HDL-cholesterol (B = 28.6 + 12.8, Beta = 0.314,
P=0.029) and triglycerides (B = 32.4 + 8.0, Beta = 0.566, P = 0.001)
as independent predictors of increased serum apoJ concentrations.
The model was statistically significant (P < 0.001) and accounted
for approximately 20% of the variance of serum apo] (R? = 0.204).
These observations suggest that the serum apo] concentration is
primarily predicted by an elevated serum triglyceride concentra-
tion and to a lesser extent by HDL-C values, which accounted for
approximately 20% and 6% of the variance of serum apo], respec-
tively (Supplemental Table 1).

3.2. Distribution of apo] in serum

Supplemental Table 2 shows lipid and protein composition of
HDL, LDL and VLDL, isolated from the overall population. Using the
molar ratio mmol apoJ/mol cholesterol to evaluate the percentage
of lipoprotein-bound apoJ, we calculated that 20.5% of circulating
apo] was associated with lipoproteins, and 79.5% was thus circu-
lating lipoprotein-free in serum (apoJ-LPDS) (Fig. 1A). As expected,
apo] bound to lipoproteins was mainly present in HDL (18.5% from
total serum apoJ) and only 2% was associated with apoB-containing
lipoproteins (0.9% in LDL and 1.1% in VLDL from total serum apo],
P = 0.010) (Fig. 1A).

The amount of apo] bound to HDL represents 0.095 + 0.054% of
the HDL total mass (Fig. 1B), and the apoJ/apoA-I molar ratio was
0.87 mmol apoJ/mol apoA-I in HDL (Fig. 1C). Regarding apoB-
containing lipoproteins, the relative apoJ mass was higher in LDL
than in VLDL (0.012 + 0.008% and 0.009 + 0.006%; respectively,
P = 0.010) (Fig. 1B). In turn, because the percentage of apoB in LDL
particles is higher than in VLDL particles (25.77 + 1.75% in LDL
versus 5.80 + 1.71% in VLDL, P = 0.010, Supplemental Table 2), the
apoJ/apoB molar ratio was 3.3-fold increased in VLDL compared to
LDL (11.35 + 9.18 mmol apoJ/mol apoB in VLDL versus
3.44 + 2.58 mmol apo]/mol apoB in LDL, respectively, P < 0.001)
(Fig. 1C). The content of apo] in HDL correlated positively with its
content in LDL (r = 0.271, P = 0.027), and showed a negative trend
to the content of apo] in VLDL (r = —0.228, P = 0.068) (Fig. 1D—E).
No significant correlation was observed between the apo] content
in LDL and VLDL (r = 0.141, P = 0.242). These results suggest that
there could be interplay between the levels of apo] in lipoproteins
and that apo] might shift from HDL to VLDL particles.

3.3. Association of the apoJ content in lipoproteins with parameters
of the lipoprotein profile

Apo]J-HDL content correlated positively with serum HDL-C and
correlated inversely with serum VLDL-C and triglyceride concen-
trations (Supplemental Fig. 2A—C). The same significant correla-
tions were observed between the apo] content in LDL and the lipid
profile (Supplemental Fig. 2D—F). Opposite correlations were
observed between apo] content in VLDL and lipid profile: apo]-
VLDL correlated inversely to serum HDL-C, but positively
correlated to serum VLDL-C and triglycerides (Supplemental
Fig. 2G—1I).

3.4. Association of the apo] content in lipoproteins with other lipid
and protein components of lipoproteins

We analyzed the correlations between the apo] content in each
lipoprotein and their main protein and lipid components in the

Table 1

Main characteristics and lipid profile of the study population (n = 70).
Variables Overall population NL Hyperlipidemia P-value*

HC HTG CHL

Participants, n (%) 70 22 (31.4) 20 (28.6) 23(32.9) 5(7.1) -
Age, in years 583 +13.8 579 + 16.5 60.8 + 13.2 584 +12.1 48.8 + 8.26 0.362
Gender, n (M/F) 39/31 12/10 713 17/6 32 -
Total cholesterol (mg/dL) 219.1 +51.2 177.9 + 40.6 269.3 + 26.3° 205.6 + 27.3%P 275.2 + 28.2*¢ >0.001
VLDL-C (mg/dL) 36.8 + 25.2 18.0 + 5.0 241 +£73% 59.0 + 24.13P 68.7 +21.8%P >0.001
LDL-C (mg/dL) 131.8 + 46.0 104.1 + 29.0 183.7 + 25.9° 106.4 + 33.3° 163.0 + 12.7%¢ >0.001
HDL-C (mg/dL) 49.8 + 16.7 52.8 +16.3 615+ 175 38.0 + 7.5*° 435 + 8.6 >0.001
Triglycerides (mg/dL) 202.6 + 157.3 89.6 + 25.1 119.8 + 36.4° 348.3 + 165.1%° 360.7 + 98.4%" >0.001

Data are reported as number and percentage or mean + SD. " Significance was assessed by the Kruskall—-Wallis test. For conversion of traditional units to SI units, multiply by

0.0259 for cholesterol (mmol/L), and 0.01129 for triglycerides (mmol/L).

2 P < 0.05 for comparison to control group, ® P < 0.05 for comparison to hypercholesterolemic patients (HC) and € P < 0.05 for comparison to hypertriglyceridemic patients
(HTG) by Mann—Whitney U test. HC: Hypercholesterolemia; HTG: Hypertriglyceridemia; CHL: combined hyperlipidemia, increased both cholesterol and triglycerides.
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Fig. 1. Relative distribution of apo] in serum and association of the apo] content between lipoproteins in the overall study population (n = 70). A) Relative proportion of apo] among
LPDS, HDL, LDL and VLDL; B) Percentage of mass corresponding to apo] in each lipoprotein fraction; C) Ratio apoJ/apoA-I in HDL, and apo]/apoB in LDL and VLDL, expressed as mmol/
mol; D) Correlation analysis between the content of apo] (% of the lipoprotein mass, In-transformed) in HDL and LDL; E) Correlation analysis between the content of apo] (% of the
lipoprotein mass, In-transformed) in HDL and VLDL. Pearson r values are indicated. Data are expressed as mean + SEM. *Significant differences between lipoprotein-free (apoJ-LPDS)

and lipoprotein-bound apoJ to HDL, LDL and VLDL (P < 0.001).

overall population. The content of apo] in HDL correlated positively
with apoA-I and cholesterol content, and negatively with apoA-II
and triglyceride content (Supplemental Fig. 3A—D). The LDL con-
tent of apo] correlated positively with cholesterol content and
negatively with apoB, apoE and apoC-Ill content (Supplemental
Fig. 3E—H). No correlation was found between the apo] content in
VLDL and the other VLDL components.

3.5. Total serum apo] is increased in subjects with hyperlipidemia

The associations observed between the apo] content in lipo-
proteins and the parameters of lipoprotein profile suggest that
hyperlipidemic subjects could present an abnormal plasma con-
centration and/or distribution of apo] among serum fractions. To
confirm this, subjects were classified according to the presence of
overt hyperlipidemia. Forty-eight subjects (27 males and 21 fe-
males, age 58.5 + 14.1 years) presented overt hyperlipidemia,
including either hypertriglyceridemia (n = 23, HTG group), hyper-
cholesterolemia (n = 20, HC group) and combined hyperlipidemia
(n = 5, CHL group). Twenty-two subjects presented normal lipid
levels (NL group, 12 males and 10 females, 57.9 + 16.5 years). The
lipid profile of these groups is shown in Table 1. As expected, total
cholesterol, LDL-C and VLDL-C and triglyceride concentrations
were significantly increased in hyperlipidemic participants.
Hypertriglyceridemic subjects also showed lower HDL-C values
than the control group. Serum apo] concentration was significantly
higher in hyperlipidemic participants than in he NL group
(104.1 + 35.3 mg/L vs. 66.7 + 33.8 mg/L, respectively; P < 0.001,
Fig. 2A). No difference was observed between HC, HTG and CHL
subjects (98.2 + 33. 7 mg/L, 103.3 + 36.8 mg/L and 131.7 + 26.8 mg/
L; P = 0.136, respectively) (Fig. 2A).
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Fig. 2. Serum concentration and distribution of apo] in normolipidemic and hyper-
lipidemic subjects. A) Concentration of apo] in serum; B) Relative proportion of apo]
among HDL, LDL and VLDL. Data are expressed as mean + SEM. *Significant differences
versus NL subjects (P < 0.05).
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3.6. Apo distribution is altered in subjects with hyperlipidemia

Next, we determined the distribution of circulating apo] bound
to lipoproteins or in lipoprotein-free form, and its association with
hyperlipidemia. Approximately 30% of circulating apo] was asso-
ciated to lipoproteins in the NL group whereas this proportion
rounded 15% in the 3 hyperlipidemic groups. The decrease in the
proportion of apo] bound to lipoproteins was due to significantly
lower amounts of circulating apo] associated with HDL and LDL in
hyperlipidemic patients (P = 0.040 and P = 0.046, respectively),
whereas the percentage of apo] bound to VLDL did not differ be-
tween the NL group and hyperlipidemic participants (Fig. 2B). No
differences were observed between HC, HTG and CHL participants.

3.7. Alterations of lipoprotein composition in subjects with
hyperlipidemia

The abnormal content of apo] in lipoproteins from hyper-
lipidemic subjects could be related to alterations in other lipid and
protein components from lipoproteins. Table 2 shows the relative
content of lipids and proteins in VLDL, LDL and HDL isolated from
subjects according to their lipid levels.

Regarding HDL, HTG patients showed marked compositional
changes in cholesterol-, triglycerides-, apoA-I-, apoA-lI—HDL
(Table 2) compared to the NL group, whereas HDL from HC patients
showed a composition similar to HDL from NL subjects. The only

differences with respect to the NL group, difference shared by the
HC and HTG groups, were the content of apoJ and apoC-IIl. Apo]
content in HDL was decreased, whereas apoC-IIl was increased in
both HC and HTG groups when compared to the NL group (Table 2).

LDL from the four studied groups showed marked composition
differences (Table 2). The HTG and CHL groups had a low content of
cholesterol and phospholipids in LDL and a high content of tri-
glycerides and apoB. LDL from HC subjects had fewer triglycerides
and more apoB than LDL from HTG patients. The content of apo] in
LDL was significantly decreased in the HTG group (0.009 + 0.004%
apo] mass in HTG) compared to the NL group (Table 2). In contrast,
hyperlipidemic groups showed a higher amount of apoC-IIl in LDL
than NL subjects (Table 2). No difference was observed between
groups in apoE content in LDL.

Regarding VLDL, HTG and CHL groups presented more tri-
glycerides and less cholesterol and apoB than VLDL from NL and HC
groups. VLDL from HC patients had less apoB than VLDL from NL
subjects (Table 2). No differences in the apo] content (% apo] mass)
on VLDL were observed between the NL group and hyperlipidemic
participants (Table 2). Finally, VLDL from HTG and CHL groups had
more apoC-III and less apoE than VLDL from the NL and HC groups
(Table 2).

In agreement with the lower content of apoJ in HDL and LDL
from hyperlipidemic subjects (Fig. 2), the molar ratios apo]/apoA-I
in HDL particles and apoJ/apoB in LDL were also decreased in
hyperlipidemic subjects (Table 2). In contrast, an increased apo]/

Table 2
Composition of lipoproteins from subjects classified according to lipid levels.
NL (n = 22) Hyperlipidemia * P-value
(HC; n = 20) (HTG, n = 23) (CHL; n = 5)
HDL composition
Free Cholesterol! 2.75 + 047 3.05 + 0.67 227 + 0.45*P 2,51 £ 0.25 <0.001
Esterified Cholesterol 13.99 + 1.27 14.39 + 1.26 11.46 + 1.67%P 11.97 + 1.32%° <0.001
Triglycerides 5.02 + 1.07 423 + 1172 7.90 + 1.53%P 7.05 + 1.15%P <0.001
Phospholipids 26.59 + 1.40 2717 +2.18 2633 + 1.65 26.75 + 0.97 0.575
Protein 51.64 + 1.72 51.15 + 2.74 52.01 + 1.98 51.71 + 2.77 0.453
apoA-I 38.67 + 1.56 38.99 +2.19 37.10 + 1.791* 36.88 + 2.03 <0.001
apoA-II 10.67 + 135 9.55 + 3.49 12.44 + 2.03P 12.49 + 0.83*P <0.001
apoC-II 1.48 + 0.47 1.75 + 0.33 1.83 + 0.40° 1.68 + 0.47 0.253
apoE 0.64 + 0.22 0.71 + 0.21 0.56 + 0.16° 0.59 + 0.18 0.131
apo) 0.13 + 0.06 0.09 + 0.05° 0.07 + 0.04% 0.07 + 0.03? 0.004
Ratio apo]/apoA-I? 1.17 + 0.59 0.81 + 0.397 0.70 + 0.39° 0.63 + 0.22° 0.006
LDL composition
Free Cholesterol 9.66 + 0.73 9.97 + 1.03 7.42 + 1.20°P 7.59 + 0.90*P <0.001
Esterified Cholesterol 29.07 + 3.44 29.18 + 2.19 25.60 + 3.34%° 25.34 + 1.68%° <0.001
Triglycerides 9.80 + 2.62 7.66 + 1.93? 14.67 + 4.573P 1233 £ 3.30° <0.001
Phospholipids 25.84 + 0.77 26.55 + 1.29 24.42 + 1.49*° 24.89 + 1.24° <0.001
Protein 25.60 + 1.56 27.75 + 1.23° 27.86 + 2.28%° 29.84 + 1.10%° <0.001
apoB 24.82 + 1.46 26.22 + 1.52° 26.19 + 1.91° 28.09 + 1.13%P <0.001
apoC-II 023 +0.15 036 + 0.25 1.12 + 0.58*° 1.28 + 0.58*° <0.001
apoE 0.47 +0.19 0.44 +0.15 0.52 + 0.21 0.45 + 0.25 0.557
apo]J 0.014 + 0.01 0.012 + 0.01 0.009 + 0.004° 0.008 + 0.009 0.036
Ratio apoj/apoB? 412 +2.62 410 +3.34 249 + 1.19° 2.09 + 2.42° 0.032
VLDL composition
Free Cholesterol 6.40 + 1.17 594 + 1.62 5.58 + 0.95° 5.32 + 0.49° 0.051
Esterified Cholesterol 16.63 + 3.05 16.60 + 4.98 11.17 + 3.09*P 11.24 + 1.57* <0.001
Triglycerides 47.01 + 497 49.47 + 6.64 56.62 + 5.88*" 56.53 + 1.56*" <0.001
Phospholipids 17.99 + 2.32 17.46 + 3.56 17.58 + 1.66 17.77 £ 0.24 0.629
Protein 11.86 + 1.43 10.44 + 1.36° 8.94 + 1.33P 9.06 + 0.58%P <0.001
apoB 723 +1.29 5.76 + 1.75° 4.70 + 1.05*P 4.47 + 0.38%P <0.001
apoC-III 2.06 + 0.47 2.07 +0.71 2.68 + 0.63%P 2.92 + 0413P <0.001
apoE 2.54 + 0.61 2.58 + 1.14 1.54 + 0.56*" 1.65 + 0.29%P <0.001
apo) 0.011 + 0.01 0.008 + 0.003 0.008 + 0.003 0.007 + 0.002 0.988
Ratio apo]/apoB? 7.27 + 4.46 10.50 + 7.73* 12.54 + 7.122 11.54 + 437 0.126

Data (mean + SD) are reported as relative proportion of lipoprotein mass !, or as the ratio mmol apoJ/mol apoB or A-I12. * Significance was assessed by the Kruskal—Wallis test. ®
P < 0.05 compared vs. control group, and ® P < 0.05 vs. hypercholesterolemic subjects, by the Mann—Whitney U test. The amount of each component is expressed as the
percentage of the mass of cholesterol, triglycerides and phospholipids, and the selected apolipoproteins measured in each lipoprotein fraction. HC: Hypercholesterolemia;

HTG: Hypertriglyceridemia, CHL: Combined hyperlipidemia.
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apoB molar ratio was observed in VLDL from hyperlipidemic sub-
jects (Table 2).

3.8. Comparison of lipoprotein isolation by KBr ultracentrifugation
(UC) with D20/sucrose UC or with size exclusion chromatography
(SEC)

In parallel to KBr UC, lipoproteins isolated from 6 subjects
selected in our Lipid Department were also isolated by sucrose/D,0
UC. The distribution of apoJ among lipoproteins and LPDS was
similar with both methods (Fig. 3). We also measured the content of
apoE, apoC-IIl, apoA-I and apoA-II in lipoproteins (Supplemental
Table 3). We found a lower content of apoC-III in LDL and VLDL
and of apoE in HDL isolated by KBr UC when compared with lipo-
proteins isolated using sucrose/D,0 UC. However, the content of
apo] in lipoproteins was similar whatever the method used. These
results demonstrate that the KBr method does not alter the dis-
tribution of apoJ in serum when compared with a low ionic
strength method such as sucrose/D,0 ultracentrifugation. These
results indicate that ultracentrifugation using KBr gradients is
suitable to evaluate the distribution of apo] among lipoproteins and
in lipoprotein non-bound form.

4. Discussion

Recent studies have highlighted the role of apo] associated to
lipoproteins. The content of apo] in lipoproteins is altered in pa-
tients with coronary heart disease or with CVR factors, including
obesity, insulin resistance and dyslipidemia [13,14,29,32]. It has
been shown that a low content of apo] in HDL may compromise the
anti-apoptotic function of this lipoprotein in patients with coronary
heart disease [13]. However, although it is known that apo] co-exist
either in lipoprotein-bound or lipoprotein-non bound forms in
blood, its relative proportion between the different lipoprotein
fractions and in lipoprotein-non bound form has not been previ-
ously reported. To our knowledge, only Hoofnagle et al. [14] have
reported data on the relative content of apoJ in HDL, but these
authors did not separate VLDL from LDL. Moreover, the study by
Hoofnagle et al. used a proteomic approach and expressed the apo]
content in lipoproteins as arbitrary units. Similar methodological
approaches have been used by other authors [13,29,33—35] and, in
all cases, arbitrary units, number of peptides detected or peak areas
were used to express the content of apo] in lipoproteins. This pre-
vents an accurate comparison between studies.

The present study has determined, for the first time, the dis-
tribution of apoJ among VLDL, LDL, HDL and LPDS. Our data show
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that the apo] concentration in serum is highly dependent on the
lipoprotein profile and is higher in hyperlipidemic subjects than in
NL subjects. Moreover, the increase of serum apo] concentration in
hyperlipidemia favors an abnormal distribution of apo] among
LPDS, HDL, LDL and VLDL, showing a lower content of apo] asso-
ciated to lipoproteins from hyperlipidemic subjects. Analysis of the
overall population shows that total serum apoJ concentrations are
closely associated to high total cholesterol, VLDL-C and triglyceride
concentration. This was confirmed when patients were classified
according to their lipid levels, with hyperlipidemic patients pre-
senting higher serum levels of apo] than subjects with normal lipid
levels.

We also observed an inverse association between the content of
apo] in HDL and that in VLDL. This result suggests that there could
be interplay between the levels of apo] in HDL and VLDL, and that
apo] might shift from HDL to triglyceride-rich lipoproteins. This
concurs with data by Hoofnagle et al., who proposed that insulin
resistance shifts apolipoproteins from HDL to apoB-containing li-
poproteins. Interestingly, although we found that serum apo] was
higher in hyperlipidemic subjects, its relative content associated to
lipoproteins was lower than in normolipidemic subjects. This
suggests that the binding of apo] to lipoproteins in plasma is not
concentration-dependent, but depends on other factors. One of
these factors could be alterations in the lipoprotein composition in
hyperlipidemic subjects. Our data reveal that hyperlipidemia,
particularly hypertriglyceridemia, may influence the amount of
apo] associated to HDL and LDL.

The correlation analysis conducted on the overall population
indicated that the content of apo] in lipoproteins is related to their
composition. In HDL, apo] binds preferentially to particles with a
relatively high content of apoA-I and cholesterol, whereas HDL
particles enriched in apoA-II and triglycerides have less apo]. In
addition, the content of apoA-II was increased in HDL from HTG
patients, whereas the apo] content was lower than in NL subjects.
This observation suggests an inverse relationship of apo] with
apoA-IlL. Although consensus is lacking regarding the composition
of HDL and cardiovascular risk, it is generally considered that HDL
with more apoA-I and/or cholesterol is more atheroprotective than
HDL with a higher content of apoA-II and/or triglycerides [36—38].
This indicates that apo] associates with HDL particles having a
higher antiatherogenic capacity, those with more cholesterol and
apoA-I. Regarding LDL, its apoJ content correlated positively with
cholesterol and negatively with apoB, indicating apo] preferably
binds to large LDL particles rather than to small particles. This could
be related to the decrease of apo] in LDL from hypertrigliceridemic
patients, known to have smaller size than LDL from
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Fig. 3. Distribution of apo] according to the lipoprotein isolation method. Relative proportion of apo] in LPDS, HDL, LDL and VLDL using the KBr UC method (A) or the D,O/sucrose
UC method (B). Data are the mean + SEM of 6 subjects. * Significant differences (Wilcoxon t test) between lipoprotein-free (apoJ-LPDS) and lipoprotein-bound apo] to HDL, LDL and

VLDL (P < 0.001).
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normolipidemic subjects [39,40].

A common characteristic observed in all lipoproteins from the
three groups is that the higher the content of apoJ, the lower the
content of apoC-III. This observation concurs with data by Riwanto
et al., who obtained similar findings analyzing HDL from patients
with coronary disease. These authors reported that reduced HDL-
associated apoJ and an increased HDL-associated apoC-III impair
the anti-apoptotic activity of HDL. According to this reasoning, it
could be speculated that HDL from hyperlipidemic subjects could
also have compromised its anti-apoptotic function. Studies
addressing this function are needed. Another inverse relationship
was observed between triglycerides and apo] content in all lipo-
proteins, suggesting that triglyceride-enriched lipoproteins, char-
acteristic of hypertriglyceridemia, prevent the binding of apo]. This
could explain, at least in hypertriglyceridemic subjects, the relative
decrease of apo] associated to lipoproteins even though its con-
centration in serum is higher than in normolipidemic subjects.

In summary, our study indicates that hyperlipidemia increases
the concentration of apo] in serum but, in turn, the content of apo]
associated to lipoproteins decreases, mainly in HDL and LDL. The
results suggest that apo] shifts from HDL to VLDL and LPDS in
hyperlipidemic subjects. The association of apo] to lipoproteins
might be modulated by its composition, and increased apoC-III and
triglyceride content in lipoproteins appear as possible factors for
preventing the binding of apo] to lipoproteins. The main limitation
of our study is the relatively low number of subjects analyzed and,
therefore, our findings must be confirmed studying a large number
of subjects and assessing the effect of lipid-lowering drugs.
Mechanistic studies addressing the role of apo] associated to lipo-
proteins are necessary to weigh up the relevance of the alterations
in the apo] content of lipoproteins observed in hyperlipidemic
subjects.
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A lo largo de las ultimas décadas han ido apareciendo evidencias que muestran la
existencia de una relacion entre la apoJ y el desarrollo de arteriosclerosis. Una
evidencia basica es que la expresién y la deposicion de apoJ estan aumentadas en
zonas de lesién arteriosclerética mientras que esta ausente en la pared arterial sana
[133]. La células de la pared arterial sintetizan y excretan apoJ, que puede jugar
diferentes papeles durante la evolucion de la lesion arteriosclerética, como se ha
comentado en la introduccion. Pero ademas de la apodJ expresada por las células de la
pared arterial, existe una porcién significativa de la apoJ que se halla asociada a las
lipoproteinas, tanto en la pared arterial como en la circulacién plasmatica [112]. La

presente tesis se ha centrado en este segundo aspecto.

Es relativamente conocido el papel estabilizador de la apod sobre la funcionalidad de
la HDL. Sin embargo, el papel de la apoJ sobre las propiedades aterogénicas de la
LDL es practicamente desconocido. De igual manera, aunque se sabe que la apoJ
esta presente en plasma en forma libre o unida a las lipoproteinas, ningun estudio ha
analizado de una manera cuantificable la distribucion relativa de la apoJ entre las
diferentes lipoproteinas y en forma libre. Estos dos aspectos son los analizados en las

dos publicaciones que conforman la presente Tesis.

1. ARTICULO 1: PAPEL DE LA APOJ EN LA AGREGACION DE

LA LDL.

Diversos estudios han mostrado un papel protector de la apoJ en la HDL. Los estudios
se centraron en la HDL ya que durante mucho tiempo se consideré que la apoJd
unicamente se asociaba a esta lipoproteina. Sin embargo, los recientes analisis
protedmicos que han analizado la composicion de VLDL y LDL humana han detectado
apod en estas particulas [60, 115, 120], aunque su contenido de apoJ es mucho mas

bajo que en la HDL.
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1.1 CONTENIDO DE APOJ EN LAS SUBFRACCIONES DE LA LDL (LDL(+),

nagLDL(-) Y agLDL(-)).

La primera observacion relevante del articulo 1 es el diferente contenido de apoJ en
las distintas subfracciones de LDL aisladas del plasma. Aunque el contenido de apoJ
es muy bajo en todas las fracciones de la LDL, éste es 6 veces superior en la LDL(-)
respecto a la LDL(+), y dentro de las fracciones de LDL(-), es 7 veces superior en la
fraccion de LDL(-) agregada (agLDL(-)) respecto a la LDL(-) no agregada (nagLDL(-)).
Es decir, que la apoJ es mucho mas abundante en las fracciones de LDL con mayor

potencial aterogénico.

Esta observacion se presta a una doble interpretacion. Por una parte, podria pensarse
que la apod contribuye de alguna manera a la aterogenicidad de estas particulas. En
contrapartida, también puede considerarse que su presencia es debida a que podria
representar una funcién protectora frente a la modificacién de la LDL. Considerando la
funcién chaperona de la apoJ, uniéndose a los dominios hidrofébicos de proteinas que
quedan expuestos en su superficie durante su desnaturalizacion [87], es factible
pensar que la apod se una preferentemente a la LDL(-) cuando estas particulas sufren
algun tipo de modificacion que estimule el proceso de agregacion. El hecho de que el
contenido en apod en la LDL(-) no agregada ya sea mas elevado que en la LDL(+)
indica que no es imprescindible que exista una agregacion real de la LDL para la unién
de la apod. Este hallazgo podria interpretarse como que la apoJ se uniria a zonas
hidrofébicas que se generan en la LDL(-) durante las fases mas tempranas del

proceso de agregacioén, previniendo que la agregacion de la LDL llegue a ser efectiva.

1.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DE LA LDL QUE CONTIENE

apoJ (LDL/J4+).

Con el fin de confirmar la observacién de un mayor contenido de apoJ en las
fracciones de LDL(-), se utilizd la estrategia contraria, es decir, se aislaron las
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particulas de LDL con apod y se determiné si sus caracteristicas se correspondian con
las de las fracciones de LDL(-). Mediante cromatografia de afinidad se obtuvieron dos
fracciones de LDL, la que no contiene apod (LDL/J-) (> 99.7%) y la que contiene apoJ
(LDL/J+) (< 0.3%). El contenido de apoJ de estas subfracciones y de la LDL total fue
comprobado por ELISA y Western blot. Las caracteristicas fisico-quimicas de estas
fracciones se estudiaron por varias técnicas, aunque debido a la pequena cantidad de

LDL/J+ no pudo realizarse un analisis mas exhaustivo.

La mayor parte de resultados indican un alto grado de similitud entre la agLDL(-) y la
LDL/J+. Respecto a la composicién lipidica, la LDL total y la LDL/J- presentan una
composicién similar, mientras que la LDL/J+ contiene menos colesterol esterificado y
mas colesterol libre, triglicéridos, NEFAS y apoE, caracteristicas que también
comparte con la agLDL(-). La electroforesis de SDS-PAGE mostré la degradacion de
la apoB en la LDL/J+ apoJ, al igual que muestra la agLDL(-). En la electroforesis en
gel de gradiente no desnaturalizante, tanto en la LDL como en la LDL/J- se muestra
una unica banda del monémero de LDL, mientras que en la LDL/J+ se aprecian dos
bandas, la monomérica y una banda superior que indica agregacion, es decir,
conviven particulas mpnoméricas con particulas agregadas. Mediante microscopia
electrénica se puede observar que la LDL/J- presenta una composiciéon de particulas
monomeéricas de un tamafo muy regular, mientras que la LDL/J+ presenta particulas
muy heterogéneas en tamarfo, estando algunas de ellas agregadas. No obstante, las
particulas monomeéricas siguen siendo las mas abundantes. Esta observacion esta de
acuerdo con la idea, planteada en el apartado anterior, de que la apoJ se une a
particulas agregadas, pero también a particulas de LDL no agregadas. El analisis de la
estructura de la apoB por dicroismo circular (CD) y ATR-FTIR muestra que la LDL/J+
presenta una pérdida de estructura secundaria (disminucion de sefal en el espectro de

CD, y desplazamiento del maximo en el ATR-FTIR), lo cual es compatible, tanto con
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una agregacion parcial, como con alteraciones en la apoB que todavia no han dado

lugar a agregacion.

1.3 PAPEL DE LA apoJ EN LA AGREGACION DE LA LDL. DEPLECION DE

LDL/J+.

De los resultados discutidos anteriormente solo puede afirmarse que la apoJ es mas
abundante en las particulas de LDL agregadas, y aunque su presencia en LDLs no
agregadas podria sugerir un papel preventivo en el proceso de agregacion, no se
puede saber cual es su funcion especifica. Por ello, fue necesario llevar a cabo
experimentos para definir el papel pro- o anti-agregante de la apoJ. Sin embargo, la
cantidad que se puede aislar de LDL/J+ es tan pequefa que evita un analisis detallado
que permita determinar la funciéon de la apoJ. En contrapartida, la coincidencia
practicamente total entre las caracteristicas de la LDL total y la LDL/J- si que permite
hacer un analisis comparativo para determinar el efecto de la ausencia de apoJ sobre

el proceso de agregaciéon de la LDL.

Para analizar el papel de la apoJ en la agregacion de la LDL se indujo la agregacién
de la LDL total y la LDL/J- por diferentes métodos, incluyendo agregacion espontanea,
lipdlisis con esfingomielinasa (SMasa) y protedlisis con a -quimotripsina (a-CT). Con
cualquiera de los métodos utilizados, y a pesar de que la cantidad de LDL/J+ en la
LDL total es muy pequena (siempre inferior al 0.3%), se vio que la LDL/J- es mas
susceptible a agregarse que la LDL total. Estos datos demuestran que, a pesar de su
escasez, la apod juega un papel protector muy importante en el proceso de agregacion
de la LDL. Los analisis mediante CD y ATR-FTIR confirman que aumenta la
agregacion inducida con SMasa (disminucion de sefal en el CD y desplazamiento de
maximo en ATR-FTIR) en la LDL/J- pero no en la LDL total. El hecho de que la
disminucion de la senal sea mas acusada en la regién de 208 nm, donde contribuye la

a-hélice, sugiere un enriquecimiento de estructura 3 de la apoB en la LDL/J-.
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Un aspecto no esperado de los resultados fue la observacion en los geles de SDS-
PAGE de que en la LDL/J- la apoB es mas susceptible a la degradacién proteolitica
que en la LDL total. Esto fue observado tanto cuando la protedlisis fue inducida por la
a-CT, como cuando ésta se produjo de forma espontanea durante el tratamiento con
SMasa. No conocemos el mecanismo por el cual la apodJ previene de la degradacién a
la apoB, pero,este hecho que podria estar involucrado en la prevencion de la
agregacion de la LDL, ya que es bien sabido que la protedlisis de la apoB induce el

proceso de agregacion.

1.4 PAPEL DE LA apoJ EN LA AGREGACION DE LA LDL. ADICION DE

apoJd.

Para confirmar los resultados obtenidos en los experimentos de deplecién de LDL con
apoJ se hicieron los experimentos inversos, esto es, adicionando apodJ purificada de
plasma en concentracion fisiolégica a LDL cuya agregaciéon era inducida mediante
tratamiento con a-CT y SMasa. Estos experimentos confirmaron el papel de la apoJ

inhibiendo la agregacion de la LDL.

1.5 FUNCION ANTIATEROGENICA DE LA apoJ ASOCIADA A LA LDL.

Los datos obtenidos en este primer articulo demuestran un papel protector de la apoJ
en un aspecto clave en el desarrollo de la arteriosclerosis, como es la inhibicién de la
agregacion de la LDL, considerado el evento inical que inicia el proceso
arteriosclerético. Esta funcion protectora la podria ejercer la apoJ en dos espacios bien

diferenciados, la circulacion plasmatica y el espacio subendotelial.

A nivel de de la circulacion plasmatica la apod podria evitar la formacién de particulas
agregadas de LDL, particulas que generalmente son lipoproteinas envejecidas que
han sido modificadas por mecanismos que las hacen potencialmente mas

aterogénicas. Pero no solo puede ser importante la inhibicion de la agregacién de la
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LDL, sino que la apod podria jugar otro papel protector, que estaria mediado por su
capacidad para facilitar el aclaramiento de los espacios extracelulares de proteinas
desplegadas o desnaturalizadas. La apoJ tiene un dominio de unién al LRP2 (también
conocido como megalina) un receptor de la familia del receptor de LDL, que facilita la
internalizacion de los complejos apoJ/proteina desnaturalizada [134]. Este es el caso
del péptido beta-amiloide en la enfermedad de Alzheimer. El LRP2 también participa
en la internalizacion de complejos apoJ/leptina, regulando las vias de sefializacion de
la leptina a nivel del hipotalamo [135]. Existen ciertas discrepancias respecto a si la
apoJ es reconocida por otros receptores de la familia del receptor de LDL, pero no
puede descartarse que otros receptores pudiesen estar implicados en el
reconocimiento de los complejos apoJ/LDL. En cualquier caso, son necesarios
estudios dirigidos a determinar si realmente la apod facilita el aclaramiento de
particulas agregadas de LDL, tanto en circulacion plasmatica como en otros espacios

fisioldgicos.

La funcion de la apoJ en el espacio subendotelial podria ser similar al descrito
anteriormente, aunque en este caso es remarcable que la expresion de apod esta
aumentada en la pared arterial lesionada [133], siendo, quizas, un mecanismo para
prevenir la agregacion de particulas de LDL. Otro aspecto a considerar es que el LRP2
no es expresado por las células de la pared arterial, por lo que los complejos apoJ/LDL
deberian ser internalizados por las células a través receptores alternativos. La

identificacidon de estos posibles receptores requiere el desarrollo de futuros estudios.

Aparte de nuestro estudio, unicamente otro grupo ha analizado previamente el efecto
de la apoJ sobre la LDL (Schwartz et al) [124]. En este estudio los autores demuestran
que la apod es capaz de inhibir el potencial citotoxico de LDL modificada
enzimaticamente (E-LDL) mediante una combinacion de proteasas (plasmina) y
colesterol éster hidrolasa. La E-LDL tiene propiedades similares a la LDL que se

encuentra en las lesiones arterioescleréticas con un contenido elevado de NEFAS y
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una gran degradacion de la apoB, caracteristicas que hemos visto en la LDL agregada
que contiene apod. La E-LDL activa el complemento y promueve la formacién de
células espumosas. Schwartz et al demuestran que la apoJ se une a la E-LDL pero no
a la LDL nativa, reduciendo la citotoxicidad de la E-LDL sobre células endoteliales.
Ademas encontraron que en lesiones arterioescleréticas la apoJ se colocaliza con la
E-LDL. Estas observaciones estan de acuerdo con nuestros resultados en los que
describimos que la apoJ se une a la LDL agregada con mucha mayor afinidad que a la

LDL total.

En conjunto estos datos indican que la expresién aumentada de apoJ en lesiones
arterioescleréticas podria 1) inhibir el potencial citotéxico de la LDL modificada, 2) ser
una respuesta inhibitoria a la agregacién de la LDL, que es el primer paso de la
aterogénesis, y 3) favorecer la captacion celular de LDL agregada evitando su
acumulacion extracelular. La figura muestra esquematicamente los posibles

mecanismos protectores de la apoJ relacionados con la aterogenicidad de la LDL.
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2. ARTICULO 2: DiSTRIBUCION DE apoJ EN SUERO Y

LIPOPROTEINAS.

2.1 CONCENTRACION DE apoJ EN SUERO DE PACIENTES

NORMOLIPEMICOS E HIPERLIPEMICOS.

El segundo articulo de la presente tesis analiza en detalle la distribucién de la apoJ
entre las lipoproteinas y en forma no unida a lipoproteinas. Nuestros datos muestran
que la concentracion de apoJ en suero es altamente dependiente del perfil
lipoproteico, y esta asociada positivamente con la concentracion de colesterol y
triglicéridos. Esto se pone de manifiesto cuando se clasifican los pacientes por su perfil
lipidico, ya que los pacientes hiperlipémicos presentan una concentracion mayor de
apod que los normolipémicos indicando que la hiperlipemia favorece la concentracion
aumentada de apoJ en suero. Esto concuerda con estudios de otros autores que
describen que la concentracion plasmatica de apoJ en pacientes con factores de
riesgo cardiovascular como obesidad, resistencia a la insulina y dislipemia se
encuentra alterada [102, 126, 128, 131]. Trougakos et al [93, 126], describieron que la
concentraciéon plasmatica de apoJ estd aumentada en pacientes con diabetes tipo 2 o
enfermedad coronaria y Kujiraoka et al [102], describieron que la apod esta aumentada

en pacientes obesos y se asocia positivamente con marcadores de inflamacion.

2.2 DISTRIBUCION DE LA apoJ EN CADA LIPOPROTEINA Y EN EL SUERO

LIBRE DE LIPOPROTEINAS (LPDS).

Nuestro estudio muestra que del total de la apoJ circulante aproximadamente un 20%
esta asociado a las lipoproteinas y el 80% en forma libre. Como se esperaba, de la
apod unida a lipoproteinas la mayor parte se encuentra en la HDL y solo un pequefio
porcentaje se encuentra asociado a las lipoproteinas con apoB. Estos porcentajes

coinciden aproximadamente con diferentes valores que pueden encontrarse en la
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bibliografia, que hablan de entre un 50% y un 80% de apoJ en forma no unida a
lipoproteinas [128, 132, 136], y de que la mayor parte de apoJ unida a lipoproteinas
estd asociada a la HDL. No obstante, hasta ahora no se habian publicado datos
precisos en unidades de masa (en lugar de parametros derivados de andlisis
protedmicos, expresados como unidades arbitrarias, n° de péptidos o area de picos)

sobre la distribucion plasmatica de la apodJ.

El contenido de apod en la HDL correlaciona positivamente con su contenido en la LDL
y negativamente con el contenido en la VLDL. Esto sugiere que podria haber un
intercambio de apoJ entre la HDL, LDL y VLDL y la apod podria desplazarse de la HDL
a la VLDL. Esta observacion coincide con datos de Hoofnagle y colaboradores [127]
que ya postulaban este desplazamiento de la apodJ entre lipoproteinas en funcion de la

presencia o no de dislipemia.

2.3 EFECTO DEL PERFIL LIPOPROTEICO EN LA DISTRIBUCION DE LA

apoJ EN LAS LIPOPROTEINAS.

Clasificando a los pacientes por el perfil lipidico se observdé que en los individuos
normolipémicos un 30% de la apoJ esta asociada a lipoproteinas, porcentaje que
desciende en pacientes hiperlipémicos hasta un 17% en hipercolesterolémicos y un
15% en hipertrigliceridémicos. Esto es debido a que disminuye la concentracion de
apoJ unida a la LDL y, sobre todo, a la HDL..La siguiente figura muestra
esquematicamente las diferencias en la distribucion de apodJ entre normolipemia e

hiperlipemia.

Esta observacién es relevante, ya que la apoJ contribuye a mantener la capacidad
antiaterogénica de la HDL y, como se ha descrito en el articulo 1 de la presente tesis,
también juega un papel importante en modular las propiedades aterogénicas de la

LDL. Por ello, se puede inferir que la disminucién de apoJ asociada a LDL y HDL
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podria redundar en una alteracion de las propiedades de estas lipoproteinas que las

haria potencialmente mas aterogénicas.

Los estudios que han analizado la concentracion de apoJ en las lipoproteinas son
escasos pero, en general, indican que la apoJ en la HDL de pacientes con alto riesgo
cardiovascular se encuentra disminuida. Hoofnagle et al [127], describieron un menor
contenido de apoJ en HDL de pacientes con insulinorresistencia, obesidad y
dislipemia. Estos datos fueron confirmados por el estudio de Riwanto et al [128], que
muestra que la HDL de pacientes con enfermedad coronaria contiene menos apoJ y
mas apoC-lll que la HDL de individuos sanos. El estudio de Riwanto et al es ademas
muy interesante porque relaciona la disminucion de apoJ en la HDL con un menor
potencial antiapoptético. En la misma linea, Burillo et al. [129] describieron que una
dieta rica en acidos grasos w-3 aumentaba el contenido de apoJ en la HDL de
individuos fumadores. Sin embargo, en estos estudios o no se analizaron las
lipoproteinas con apoB o0 no se separd la VLDL de la LDL. De manera especifica, el
contenido de apoJ en la LDL solo ha sido analizado en dos estudios. El primero es el
estudio de Karlsson et al [131], que describe que las LDL de pacientes obesos
presentan una concentracion aumentada de apoJ y apoClll y disminuida de apoA-I.
Pettersson et al [132], confirmaron estos resultados en pacientes con diabetes tipo Il y
sindrome metabdlico mostrando que la apoJ esta incrementada en las LDL con
concentracion aumentada de apoClll y disminuida de colesterol total, caracteristicas

tipicas de las LDL pequefias y densas.

Los resultados obtenidos en el articulo 2 pueden parecer paraddjicos, ya que aunque
los pacientes hiperlipémicos presentan concentraciones de apoJ y lipoproteinas mas
elevadas, la proporcién de apodJ unida a lipoproteinas es menor. Las causas que dan
lugar a esto son desconocidas, pero podrian estar relacionadas con alteraciones en la
composicion de las lipoproteinas que eviten la unidon de apod. Los resultados de

nuestro estudio indican que un mayor contenido de ftriglicérido y apoC-Ill en las
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lipoproteinas, caracteristicas que se observan en los pacientes hiperlipémicos, podria
estar relacionado con un menor contenido de apoJ. Sin embargo, es necesario
desarrollar estudios mas especificos dirigidos a conocer de qué manera alteraciones

en la composicion de las lipoproteinas modulan la unién de apoJ.

En la siguiente figura se muestra esquematicamente la concentracion de apoJ en las

lipoproteinas en normolipemia e hiperlipemia:
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3. PERSPECTIVAS FUTURAS

El contenido de proteinas minoritarias en las lipoproteinas podria tener un papel mas
importante en el desarrollo de la aterosclerosis de lo esperable por sus bajas
concentraciones. De acuerdo con su funcidon en otras enfermedades, tales como el
Alzheimer, la apoJ podria tener un efecto relevante sobre el control de la agregacién
de LDL, un paso temprano critico en la aterogénesis. La apoJ también podria prevenir
los efectos citotdxicos mediados por la LDL modificada en el espacio subendotelial.
Estas observaciones abren la posibilidad de desarrollar herramientas terapéuticas
basadas en la apoJ y disefiadas para disminuir la progresion de la aterosclerosis. En
este contexto, los péptidos miméticos derivados de apoJ han sido utilizados con éxito
para prevenir el desarrollo de la aterosclerosis en ratones knockout apoE y monos
Cynomolgus [122, 123]. Este efecto fue atribuido por los autores a la mejora en el
potencial antioxidante y anti-inflamatorio de la HDL al aumento de la capacidad eflujo
de colesterol. Sin embargo, este estudio no analizé los posibles efectos de péptidos
miméticos derivados de apoJ sobre las propiedades especificas de la LDL. Seria de
gran interés analizar si péptidos miméticos, derivados de apoJ o de otras
apolipoproteinas, pueden inhibir la agregacion de LDL y la citotoxicidad. EIl
conocimiento detallado de tales mecanismos podria promover el desarrollo de nuevos

péptidos con mayor especificidad y eficiencia.

Por otra parte, en relacién a la asociacion de la apodJ a las diferentes lipoproteinas, una
distribucion anormal podria indicar un cierto grado de disfuncionalidad en las
diferentes fracciones lipoproteicas y, por tanto, seria indicativo del riesgo
cardiovascular. Hay que desarrollar estudios que determinen el papel de la apoJ en los
diferentes aspectos funcionales de las lipoproteinas y, al mismo tiempo hay que
profundizar en las caracteristicas fisico-quimicas que facilitan o dificultan la unién de la
apod a las lipoproteinas. Otro aspecto relevante es conocer el efecto de diferentes

terapias hipolipemiantes sobre la distribucion de la apoJ, lo que podria ser util para
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conocer en mas detalle los cambios inducidos por estas terapias sobre la funcion de
las lipoproteinas. Sin embargo, hasta ahora no se ha desarrollado ningun estudio en
este sentido. Unicamente Burillo y colaboradores [129] han analizado el efecto de una
dieta rica en acidos grasos w-3 sobre la composicion proteica de la HDL en un
pequeno grupo de fumadores. Estos autores observaron que el contenido de apoJ en
la HDL aumentaba tras la dieta. Sin embargo en este estudio no se analizd la

distribucion de apoJ en el suero ni el contenido en otras lipoproteinas.
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La apod se une en la circulacidon plasmatica a las particulas modificadas de
LDL y preferencialmente a las particulas agregadas, posiblemente debido a su

funcién como chaperona uniéndose a dominios hidrofébicos.

La apoJ juega un papel protector muy importante en el proceso de agregacion
de la LDL. El proceso de agregaciéon de la LDL podria ser una diana
terapéutica sobre la que actuar con péptidos miméticos derivados de la apoJ

que podrian inhibir este proceso.

Del total de la apodJ circulante un aproximadamente un 20% esta asociado a las
lipoproteinas y el 80% se encuentra en forma libre. De la apod unida a

lipoproteinas la mayor parte se encuentra en la HDL, aproximadamente el 18%.

La concentracion de apoJ en suero es altamente dependiente del perfil
lipoproteico, y esta asociada positivamente con la concentracién de colesterol y
triglicéridos. Los pacientes hiperlipémicos presentan una concentracion

aumentada de apodJ.

La distribucion de apod en plasma es diferente en normolipemia e hiperlipemia.
En pacientes normolipémicos un 30% de la apoJ esta asociada a lipoproteinas,
porcentaje que desciende en pacientes hiperlipémicos hasta un 17% en

hipercolesterolémicos y un 15% en hipertrigliceridémicos.
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