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RESUMEN

En este Proyecto estudiamos la proteina PSAP (presenilin 1l-associated protein)
también conocida como Mtchl (mitocondrial carrier homolog 1) por su funcién
proapoptdtica y su posible relacién con la enfermedad del Alzhéimer.

Con la intencion de determinar si la sobreexpresion o la reduccion de los niveles de
PSAP producian cambios en la proliferacion, muerte o morfologia celular, se cultivaron
células HEK293T y HelLa modificadas genéticamente que sobreexpresan o expresan
muy bajos niveles de PSAP. Se ha constatado que las células conservaban las
caracteristicas propias de su modificacion genética, por medio de la realizacion de
controles con antibioticos y por la técnica del western blot, que demostro que los niveles
de sobreexpresion de PSAP eran los esperados tras la modificacion de las células
HEK?293 e induccion de la expresion.

Las células se tifieron con distintos fluorocromos y se estudiaron utilizando un
microscopio Optico multidimensional, que también puede realizar experimentos en
celula viva, lo que permitio llevar a cabo estudios de viabilidad y morfologia celular.

En el experimento de viabilidad, se puso de manifiesto la actividad proapoptotica de
PSAP tras afiadir camptotecina pues la poblacion que sobreexpresaba PSAP tenia la
mayor tasa de mortalidad. Sin embargo, sin camptotecina, el crecimiento de esta
poblacion era similar al del resto de poblaciones con niveles de PSAP normales.

Por otro lado, se vieron diferencias en cuanto a la morfologia entre las células HEK293
con niveles de PSAP reducidos al 20% (HEK293-11C) y el resto de poblaciones.

Estos resultados indican la importancia de las investigaciones de PSAP para estudiar
las consecuencias de su inhibicién y para entender en profundidad la via apoptotica que
implica a esta proteina.

ABSTRACT

We have studied the PSAP protein (presenilin 1-associated protein) also known as
Mtchl (mitochondrial carrier homolog 1), because of their proapoptotic function and the
eventual relation with Alzheimer’s disease.

In order to determine if overexpression or reduction of PSAP levels lead to changes in
proliferation, death or cell morphology, we have cultivated modified HEK293T and
HeLa cells which overexpress or express very low levels of PSAP. We have found that
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cells conserve their specific characteristics by carrying out controls with antibiotics and
by using the Western Blot technique, which have shown that overexpression levels of
PSAP were the ones expected after the modification of the HEK293 cells.

Cells were stained with different fluorochromes and examined using an optic
microscope which can also be used for live cell experiments, allowing us to study cell
viability and morphology.

In the viability experiment, we have seen the proapoptotic activity of PSAP after adding
camptothecin, an apoptosis inducer, because the population overexpressing PSAP had
the highest mortality rate. Nevertheless, without camptothecin, the growth of this
population was similar to the samples with normal levels of PSAP.

On the other hand, we have seen differences in the morphology of HEK293 cells with
PSAP levels reduced down to 20% (HEK293-11C) with regard to the other samples.

These results show the relevance of research with PSAP in order to study the
consequences of their inhibition and to understand the apoptotic pathway involving
PSAP.
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ANTECEDENTES

El proceso apoptético es ejecutado por un grupo de cistein-proteasas denominadas
caspasas. Las caspasas son activadas por dos vias principales distintas[1]:

— Extrinseca: desencadenada por la union de ligandos a los receptores de muerte,
que da lugar a la formacion del complejo DISC y con esto a la activacion de la
caspasa-8.

— Intrinseca: comienza con la formacién de canales en la membrana mitocondrial
por el complejo Bak/Bax y la liberacion del citocromo ¢ de la mitocondria.
Después, esta molécula se une a Apaf-1 con la consecuente formacion del
apoptosoma, que conduce a la activacién de la caspasa-9.
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Imagen 1. Diagrama del receptor de muerte (DR) y las vias mitocondriales para la induccion de la apoptosis [1]

/

Ademas, estas vias estan interconectadas por la caspasa-8. Esta caspasa activada puede
producir la protedlisis de Bid, generando t-Bid, que activara a la via de Bak/Bax.

En este proyecto, se estudiard la accién de la proteina PSAP/Mtch-1, implicada en
apoptosis.

La proteina asociada a la presenilina 1 (PSAP), también conocida como homologo de
transportadores mitocondriales 1 (Mtchl), se identificé por primera vez como una
proteina que interactia con el extremo C-terminal de la presenilina 1, proteina
implicada en la enfermedad del Alzheimer. Mas tarde se descubrio que PSAP es una
proteina mitocondrial proapoptoética implicada en la via intrinseca de la apoptosis. Esta
hipdtesis se formuld debido a que la células entran en apoptosis cuando la proteina
PSAP se sobreexpresa en células cultivadas [2], pues al sobreexpresarse se libera
citocromo c de la mitocondria.
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La proteina PSAP es una proteina integral de C ) N IMS
la membrana externa mitocondrial (imagen
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un dominio transmembrana, que, en la T . ca—

posicion y orientacion correcta, es necesario Imagen 2. Estructura predicha de PSAP [2].
para la insercion en la membrana.

Ademas, se descubrio la existencia de dos isoformas de PSAP que comparten dos
dominios pro-apoptéticos y mdltiples sefiales internas para la importacion a la
membrana mitocondrial externa [3]. Se vio entonces que estas dos regiones del extremo
amino terminal de la proteina, supuestamente independientes, son las responsables de su
actividad proapoptética [3]. A continuacién, se descubrié que la localizacién en la
membrana mitocondrial efectuada por el dominio N- terminal de PSAP, junto con su
dominio PDZ , son imprescindibles para que la proteina induzca la via apoptotica [2].
Después, se descubrié que la via de apoptosis inducida por la sobreexpresion de PSAP
ocurria de una manera independiente de Bax/Bak [4], y se sugiri6 ademéas que podria
depender de la formacién del poro de transicion de permeabilidad. Esto explicaria la
despolarizacion de la mitocondria que se pone de manifiesto en esta via y que ocurre
antes de la activacion de las caspasas.

Finalmente, el Gltimo trabajo, realizado en 2013 [1] postula que la via apoptotica
inducida por PSAP es una nueva via de apoptosis: la proteina PSAP desencadena la
liberacion de citocromo ¢ y de Smac por una via independiente de Bcl-2. Este
mecanismo es dependiente de las proteinas Apaf-1 y Smac, y por lo tanto de la
formacion del apoptosoma desencadenado por la salida del citocromo ¢, que activara a
la caspasa 9. Por altimo, se corrobor6 ademas que esta ruta es independiente, incluso en
cuanto a su regulacion, de las proteinas de la familia Bcl-2.

Parte del interés de esta proteina reside en su posible relacién con el Alzheimer,
enfermedad causada por la muerte neuronal y, posiblemente, por la disfuncién
mitocondrial de las neuronas. Se produce por la acumulacion extracelular de agregados
proteicos principalmente de amiloide f (AP). Se ha visto ademés que los oligdmeros
solubles de AP son toxicos para las neuronas y que estos péptidos se sintetizan mediante
el procesamiento de precursores de proteina AB llevado a cabo por una B-secretasa y
una y-secretasa. La relacion con PSAP radica en que la y-secretasa se compone de
presenilina que parece responsable de la actividad catalitica. Ademas, la implicacion de
la presenilina y del péptido AB en la muerte celular por apoptosis se ha demostrado en
numerosos articulos. Por ejemplo, se demostrd que el péptido Ap induce la liberacion
del citocromo ¢ de mitocondrias aisladas y la apoptosis neuronal. Ademas, por otro lado
demuestran como la presenilina 1 interacciona con Bcl-2 y como las presenilina 1y 2
interaccionan con Bcl-XL promoviendo asi la apoptosis al reducir la concentracion de
Bcl-2 mitocondrial [3].
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OBJETIVOS Y PLANTEAMIENTO

El objetivo de este proyecto es entender la influencia e implicacion de la proteina PSAP
(presenilin 1-associated protein) en células humanas, particularmente, en la apoptosis.
En concreto, se pretendio ver posibles cambios celulares, detectables por microscopia,
producidos por la sobreexpresion o reduccion de los niveles de PSAP.

Como ya se ha explicado anteriormente, se ha descubierto que esta proteina es una
proteina integral de membrana externa mitocondrial y que al sobreexpresarse induce
apoptosis, via independiente de Bax y Bak.

Para alcanzar el objetivo, en este trabajo se estudiaron las lineas celulares HEK293
(células embrionarias humanas de rifion) y HelLa (células derivadas de cancer cérvico -
uterino), de las que se crearon anteriormente clones que expresan la proteina PSAP a
diferentes niveles:

— Clones que expresan RNA de interferencia complementario a PSAP que reducen su
expresion hasta dejarla en un 20%: se han designado como 11C.

— Clones que sobreexpresan PSAP, tras ser inducidos: se han denominado clon 8.

— Clones que tienen niveles de PSAP inalterados: han sido las células control.

Estas células se mantuvieron en cultivo en el microscopio entre uno y tres dias para
poder observarlas a lo largo del tiempo mediante microscopia Optica multidimensional,
previa tincion con fluorocromos. Tras esto, se procedio a analizar las imagenes y en
algunos casos, al recuento celular, determinando cambios morfol6gicos o de viabilidad.

Por otro lado, a lo largo del tiempo se hicieron distintos test para verificar que las lineas
celulares no se hubieran modificado o contaminado, dando asi validez a los resultados:
test de antibidticos, western blot anti-Myc, test de deteccion de micoplasmas.

Con esto se pretendid determinar si tanto la viabilidad como la morfologia celular
variaban de una linea a otra, pudiendo concluir asi la implicacion de la proteina PSAP
en esos Procesos.

METODOLOGIA: TECNICAS Y MATERIAL

MATERIAL UTILIZADO

Lineas Celulares estudiadas

En este proyecto se pusieron en cultivo diversas lineas celulares, que se encontraban
criogenizadas pues se habian creado con anterioridad. Estos cultivos fueron de dos tipos
celulares: células HEK-293 T vy células Hela.
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Dentro de las células HEK293, se trabajo con las siguientes lineas:

Control: son células HEK- 293T wild type.

HEK 293-293 o clon 8: son células que sobreexpresan PSAP, tras induccion con
ecdisona o analogos. Se crearon introduciendo la secuencia que codifica para la
proteina PSAP fusionada al epitopo Myc, por delante de un promotor que responde
a ecdisona, en el vector pIND, que confiere ademas resistencia a ampicilina y
neomicina (geneticina en células eucariotas). Este vector se llamé pJAC293. Las
celulas se cotransfectaron ademas con el vector pVgRXR, que expresa el receptor de
ecdisona bajo un promotor de CMV vy confiere resistencia a zeocina. Por Gltimo, se
seleccionaron con los antibioticos adecuados las células que habian integrado
adecuadamente ambos vectores, obteniendo asi una linea celular estable y con el
DNA foraneo integrado.

HEK 293- 11C: son células que expresan siRNA complementario a la secuencia de
RNA de PSAP, disminuyendo asi los niveles de esta proteina a un 20%. En estas
células, el siRNA se forma a partir de una secuencia de DNA que presenta un
extremo complementario al otro y una secuencia central independiente; asi al
transcribirse el RNA se pliega formando una horquilla que posteriormente
reconocera la maquinaria celular DICER/RISC. Esta horquilla serd procesada por
DISC que creard el siRNA para que luego RISC lo una dando lugar a la
interferencia.

Esta linea se construy6 transfectando con vectores, que se componian de un
promotor H1 para la DNA polimerasa Ill, y de un fragmento de la secuencia
completa de RNA a interferir (cada uno de los fragmentos se denomind con un
namero distinto).

Se seleccionaron cuatro regiones correspondientes al mMRNA de PSAP, puesto que a
priori no se sabia cual de ellas produciria una mejor interferencia. De diez posibles
regiones identificadas tras un primer analisis, se seleccionaron las regiones 1, 3, 8 y
10. La construccion se generd mediante una serie de PCRs consecutivas, utilizando
el Silencer Express Kit de Ambion. Al haber secuencias complementarias en las
PCRs, es frecuente que haya deleciones o inserciones, por ello tuvieron que
seleccionarse varios pools de clones de cada region, hasta dar con el correcto (esto
afiadié un namero adicional a la denominacion de cada clon o pool de clones). Tras
transfectar celulas, se seleccionaron varios clones para cada region, y se analizaron
sus niveles de PSAP mediante western blot. Esto se hizo varias veces, hasta obtener
resultados satisfactorios, lo cual afiadio una letra a la denominacion de cada clon o
pool de clones. Finalmente, se selecciond el pool de clones 11C (region 1,
construccién de DNA 1 -integrado en un pool de clones- y experimento C), como el
gue mayores niveles de interferencia mostraba. Se seleccionaron también otros con
menores niveles de interferencia, o sin interferencia para usar como control (regién
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3, DNA 2, experimento C; region 8, DNA 3, experimento C; region 10, clon 1,
experimento C). Lamentablemente todos los clones, excepto los 11C, se perdieron
en un laboratorio anterior, por lo que se repitid el proceso en células HelL a.

Dentro de las células HelLa, se trabajo con las siguientes lineas:

— HeLa 11C: creadas de la misma manera que las HEK 293- 11C.

— HeLa 83C: clones que disminuyen los niveles de PSAP pero no tanto como las 11C.

— HeLa 32: incorporan una secuencia de ARN interferente pero no reducen los niveles
de PSAP. Se utilizaron como control del proceso de manipulacion, pues todos los
diferentes clones siguieron el mismo proceso.

— HelLa 101C: clones que disminuyen ligeramente los niveles de PSAP pero no tanto
como las 11C ni como las 83C.

Microscopio de fluorescencia

Es un sistema de microscopia multidimensional modelo Leica DMI 6000B con luz
estructurada y software de analisis MMAF (Metamorph). El sistema esta compuesto por
un microscopio invertido de fluorescencia completamente automatizado, un sistema de
luz estructurada OptiGrid, que permite obtener imagenes semiconfocales, y un sistema
de incubacidon con control de temperatura y CO, para célula viva. Dispone también del
sistema Dual View de Photometrix, que permite utilizar técnicas como FRET. Todo el
sistema esta controlado por el software Metamorph, que permite tanto el manejo de
todos los componentes del equipo como el procesamiento de imagenes.

Este equipo tiene varios objetivos de diferentes aumentos y que ademas permiten
utilizar microscopia de contraste de fases, de campo claro etc.

También dispone de varios filtros para distintos fluorocromos que permiten seleccionar
distintas longitudes de onda de excitacion y de emision.

Gracias a todo este equipamiento, el microscopio permite realizar técnicas de
microscopia de fluorescencia invertida, microscopia multidimensional (que utiliza
dimensiones espaciales (X, y, z), canales de fluorescencia, tiempo, distintas posiciones
de platina), adquisicion de Z stacks y reconstruccion 3D, colocalizacion, FRET,
seguimiento de particulas, analisis morfométricos etc.

TECNICAS

El trabajo experimental se basara en los siguientes procesos:
— Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo.
— Experimentos en celula viva utilizando microscopia 6ptica multidimensional.
— Analisis de imagen.



PROYECTO FIN DE GRADO

Junio de 2014

— Control con antibidticos.
— Western Blot.
— Test de micoplamas.

Mantenimiento de las lineas celulares en cultivo

Lo primero que se hizo en el proyecto es descongelar todas estas lineas celulares, que se
encontraban criogenizadas, y ponerlas en cultivo. El cultivo se realizé en frascos de 25
cm? que contenfan medio DMEM completo (composicién: medio DMEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino, glutamina 100X y penicilina y estreptomicina 100X (a
concentraciones tras la dilucion de 100 U/ml penicillina, y de 0,1 mg/ml
estreptomicina).

Posteriormente, durante las semanas que durd el estudio de PSAP, dia a dia, se
visualizaron las células cultivadas para mantenerlas bajo las condiciones adecuadas.
Para ello, cuando se requeria se cambiaba el medio (si habia muchas células muertas o
el medio estaba agotado y viraba a naranja) o se hacia una dilucion de las células
utilizando una solucion de tripsina-EDTA (cuando las células alcanzaban la
confluencia).

Experimentos en células viva con microscopia optica multidimensional.

A lo largo de los dias se hicieron distintos experimentos con las células en cultivo. Estos
experimentos consistian bésicamente en seguir el desarrollo de las distintas lineas
celulares en el microscopio 6ptico multidimensional, que permite visualizar las células
mientras proliferan. Esto se logra gracias a que las placas de cultivo se pueden colocar
en la platina del microscopio, acoplada a una cabina de cultivo que mantiene las
condiciones adecuadas: temperatura de 37°C; 5 % CO,; humedad. Estos experimentos
se realizaron en placas de 24 pocillos, en donde cada pocillo tenia una superficie de 2
cm?.

Para visualizar las células en cultivo, estas se tifieron con distintos fluorocromos que
permiten visualizar el ndcleo o las mitocondrias o distinguir las células vivas de las
muertas. Para tefiir el nacleo celular y las mitocondrias de células vivas, se utilizo,
respectivamente: Hoechst 33342 y Mitotracker Red, a una concentracion final de 1 uM
y de 25 nm, respectivamente.

— Hoechst 33342: colorante que se une al surco menor del ADN con una preferencia
por secuencias ricas en adenina y timina. Puede atravesar la membrana de células
vivas, tifiendo asi células viables y fijadas. Este colorante ha de dejarse durante 30
minutos para que se ligue al DNA, pero luego ha de eliminarse pues es toxico para
las células. Asi, a lo largo del tiempo, esta tincion perdera intensidad pues conforme
se vayan dividiendo las células se repartiran el colorante que tenian las primeras,
que fueron las Unicas que se tifieron antes de eliminarlo.

10
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— Mitotracker Red: es un colorante-rojo fluorescente que tifie las mitocondrias en
células vivas y su acumulacion depende del potencial de membrana. Ocurre lo
mismo que con el Hoechst 3342, este colorante ha de eliminarse tras 30 minutos de
tincion para disminuir su toxicidad.

Por otra parte, para identificar células muertas, se utiliz6 ioduro de propidio a una
concentracion final de 1 pg/ml.

— loduro de propidio: es un agente intercalante que se une a los acidos nucleicos de
manera inespecifica de secuencia. Es una molécula hidrofilica que no puede
atravesar la membrana celular intacta, de modo que sélo tifie células muertas que
tienen la membrana permeabilizada. A diferencia de los dos colorantes anteriores,
este ha de mantenerse durante todo el experimento en el medio de cultivo pues si no
las células muertas que van a apareciendo no se tefiirian.

A) Experimentos de tincion de ndcleo y mitocondrias

En los experimentos de tincion de ndcleo y mitocondrias se intentdé ver cambios
significativos en morfologia y en la viabilidad celular. Para ello, se sembraron en cada
pocillo el mismo numero de células, para lo que previamente se procedié al contaje de
cada una de las lineas celulares con la camara de Neubauer. Ademas, se sembraron un
determinado numero de células que permitia que tras 24 o 48 horas, segun el
experimento, las células que se tomaban como referencia alcanzaran la confluencia (es
decir, se sembraban al 50% o al 25 % de confluencia, respectivamente). Asi, se podian
observar diferencias de morfologia y de viabilidad celular.

Para explicar como se sabia cuéntas células se necesitaba sembrar en cada pocillo de 2
cm? de la placa de 24, se expone el ejemplo de sembrar al 50% de confluencia. Para
ello se tomé como referencia el frasco de 25 cm? que contenfa células que estaban
totalmente confluentes en un volumen de 5ml. Con esto, para tener las células en el
pocillo de 2 cm? al 50 % de confluencia habfa que echar 200 pl de células en él y
rellenar con 300 ul de medio.

Como habia que poner el mismo nimero de células en cada pocillo, se necesitaba saber
cuantas células habia en los 200 pl sembrados. Para esto, se procedi6 al contaje de las
que se tomaron como referencia y del resto de lineas y se concluy6é echar 300.000
células/pocillo. También se sembrd cada pocillo por duplicado para descartar mas
facilmente errores y contrastar los resultados.

B) Experimentos de viabilidad celular

Por otro lado, tras la tincion de células vivas (con Hoechst) y de células muertas (con
ioduro de propidio), se pudo proceder a su contaje mediante el andlisis de imagen con el
software Metamorph. Con esto se calcularon porcentajes de viabilidad celular para
determinar diferencias en la tasa de mortalidad.

11
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Ademas, en estos experimentos, se afiadié a las muestras de HEK clon 8 una
concentracion de 1uM ponasterona, molécula analoga a la ecdisona. La ponasterona
activa al promotor inducible por ecdisona de PSAP insertado, y de esta manera se
sobreexpresa la proteina PSAP, pudiendo asi analizar su efecto sobre la viabilidad, o
incluso sobre la morfologia celular.

Para acabar, decir que en todos estos experimentos, las células crecian bajo el
microscopio, el cual tomaba fotos de las células a distintos tiempos. Estas fotos luego se
visualizaron y analizaron con el software Metamorph.

A continuacion se exponen los experimentos mas relevantes de los efectuados. Todos
ellos se han realizado con el objetivo de 10X (100 aumentos) y en campo claro, aunque
en los que se incorporan fluorocromos se utilizan también los filtros de fluorescencia
adecuados para ellos (Texas Red y DAPI, apto para detectar la fluorescencia del DAPI y
del Hoechst).

A.1) Experimento con ponasterona en células HEK control, HEK clon 8 y HEK 293-
11C

Se realizd sin fluorocromos para evitar la toxicidad que estos ejercen. Se utilizo el
objetivo de 10X (100 aumentos) en campo claro (contraste de fases) y se tomaron fotos
cada 30 minutos durante 24 horas.

Las células HEK control y HEK clon 8 que se sembraron en los pocillos no se contaron
porque los frascos de 25 cm? de cultivo estaban ambos confluentes por igual. Se
pusieron 200 pl/ pocillo para tener en el pocillo confluencia aproximada del 50%, con
300.000 células.

De las células HEK 293- 11C se afiadieron también 300.000 células/pocillo, pero estas
si se contaron, pues no habian alcanzado la confluencia.

A.2) Experimento con ponasterona y fluorocromos en las células HEK control y HEK
clon 8

Se sembraron en la placa para estar al 50% Yy al 25% de confluencia. Después, estas
células se tifieron con los fluorocromos Mitotracker Red y DAPI (fluorocromo que se
une al ADN). Ademas, las clon 8 se incubaron sin ponasterona y con ponasterona a una
concentracion final de 1 UM y se tomaron fotos cada 30 minutos durante 24 horas. Este
experimento se realiz6 cuando aun no se disponia de Hoechst.

A.3) Experimento con ponasterona y fluorocromos en las células HEK clon 8 y HEK
293-11C

Las lineas HEK clon 8 y HEK 293- 11C se sembraron en la placa para estar al 50% de
confluencia y para ello antes se procedio a su contaje utilizando la camara de Neubauer.
Tras adherirse, se tifieron con los fluorocromos Mitotracker Red y Hoechst y se tomaron
fotos cada 30 minutos durante 24 horas.
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A.4) Experimento con fluorocromos en las células Hel a

Se realiz6 el contaje de las células para echar 150.000 células por pocillo, que son las
células necesarias que tiene que haber en cada pocillo para estar al 25% de confluencia.
Una vez sembradas, se incubaron 24 horas antes de empezar el experimento, tras las
cuales estaban a aproximadamente al 50 %. Entonces, las distintas lineas celulares HeLa
se tifieron con los fluorocromos Mitotracker Red y Hoechst.

En este experimento se decidié incubar las células en la placa de 24 pocillos durante 24
horas antes de proceder a la tincion con fluorocromos. Se tomé esta decision porque en
los anteriores estudios las células solo se habian incubado durante 2 horas antes de
cambiar el medio para afiadir y eliminar luego el Hoechst y en solo este tiempo no todas
las células se habian conseguido adherir, de modo que algunas se arrastraban al retirar el
medio, impidiendo asi que hubiera el mismo nimero de ellas en cada pocillo.

B.1) Experimento de viabilidad celular con camptotecina en células HEK293 y HelLa

Por ultimo, se hizo un experimento con el inductor de apoptosis camptotecina, que se
afiadié a una concentracion final de 5 uM. Este estudio se hizo con todos los tipos de
HEK293 y HelLa que se habian cultivado.

Para ello se sembraron los pocillos a una confluencia de entre el 5 y el 10%, de manera
que las células estuvieran muy espaciadas y no hubiera muchas, facilitando asi su
contaje posterior. A continuacion se afiadio la ponasterona durante 4 horas y después se
tind con Hoechst y con ioduro de propidio, afiadiendo ademas camptotecina en los

pocillos necesarios (imagen 3).
HEK clon8
+G+2

Hela 83(C+
p

HEK
control
+P

Hela
control + P

Hela
control

Hela
GB-GFP +

Hela
GB-GFP

OOO®
OO

OO

Imagen 3. Distribucion celular y de compuesto en la placa de 24 pocillos. ¥ CMT es campotecina y P es puromicina
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Finalmente  se realiz6 un experimento de célula viva en el microscopio
multidimensional durante 48 horas, tomando fotos cada hora.

En este experimento no se eliminaron los fluorocromos pues sino los nucleos no se
marcaban lo suficiente como para proceder al contaje celular, que se hizo con el médulo
Live/Dead cells del software Metamorph.

Este experimento aportd los datos necesarios para calcular la mortalidad cuando el
inductor de apoptosis esta presente.

Analisis de imagen

Para visualizar y analizar las imagenes se utilizd el médulo Metamorph y para el
recuento de células y el célculo de la mortalidad el médulo Live Dead. Este mddulo de
la aplicacion permite usar dos longitudes de onda y dos fluorocromos diferentes; un
colorante (Hoechst) marca todas las células y el otro (ioduro de propidio) marca las
muertas. Luego este modulo procede al recuento de las “manchas” producidas por cada
fluorocromo y se obtiene el porcentaje de mortalidad.

Control con Antibidticos

Consistio en afiadir antibioticos a las células para ver si estas conservaban el gen
insertado, pues con él van también genes de resistencia a antibiéticos.

Se us6 puromicina, para ver si las células interferidas (HEK293-11C, HeLa 11C, HelLa
83C, 101C y 32) mantenian el inserto, pues este incluia el gen de resistencia a este
antibidtico. Para ver si las HEK clon 8 conservaban el inserto, se utilizaron zeocina y
geneticina, (las clon 8 tienen resistencia a dos antibidticos pues se han insertado 2
vectores, uno que contiene el receptor de ecdisona necesario para que la ecdisona se
internalice y otro con el promotor inducible con ecdisona).

Para ello, se sembro6 una placa de 24 pocillos con los distintos tipos celulares afiadiendo
50.000 células por pocillo en un volumen final de 500 pl de DMEM completo.

La concentracion y volimenes necesarios de antibiotico afiadido se muestran en la tabla
a continuacion:

Puromicina Zeocina Geneticina
[Stock] 10mg/ml->se diluye a 0’Img/ml  100mg/ml 50mg/ml
[Final] 1uM 400 pg/ml 400 pg/ml
Volumen aechar 2,72 ul/pocillo 2 ul/pocillo 4 ul/pocillo

Tabla 1. Concentracion y volimenes de antibiéticos utilizados.
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Western blot Anti Myc

El objetivo fue detectar el epitopo Myc, que esta fusionado al gen de PSAP, mediante la
incubacion con el anticuerpo antiMyc: con ello, se podrd ver qué lineas celulares
codifican la proteina PSAP correspondiente al inserto, pues esta se detectara
indirectamente mediante la deteccion de Myc.

La técnica se basa en distintas etapas:

— Preparacion del buffer de carga con SDS que dota a la proteina de una carga
negativa uniforme y que rompe las membranas, lisando las células.

— Preparacion y conservacion del gel de poliacrilamida: Running gel 10% y Staking
gel 4%.

— Carga de muestras, centrifugadas y hervidas, en el gel de poliacrilamida.

— Electroforesis: voltaje=cte=130V; mA~50; tiempo=1 hora.

— Transferencia a membrana de PVDF: mA= cte= 200; tiempo= 1 hora.

— Bloqueo de la membrana mediante la adicion de PBS Tween y de leche en polvo.

— Adicién del anticuerpo de raton antiMyc.

— Adicién del anticuerpo secundario HRP antimouse.

— Revelado: se utiliza el kit chemiluminiscent HRP substrate: inmobilan western
compuesto por: “HRP substrate Luminol Reagent” y “HRP substrate peroxide
solution”. Después, la solucion de revelacion y luego la de fijacion.

Deteccion de Micoplasmas

El objetivo fue detectar micoplasmas en los cultivos pues estos no se observan en el
microscopio (excepto cuando se tifien con Hoechst o DAPI y hay muchos) .Sin embargo
muchas veces se encuentran en experimentos en los laboratorios, pudiendo alterar el
comportamiento y morfologia celular falseando los resultados obtenidos en los
experimentos de microscopia.

Se decide comprobar si las HEK293 y las HeLa control tienen micoplasmas, pues llevan
mas tiempo en cultivo que el resto; asi que si estas lineas no estdn contaminadas, las
demas seguramente tampoco. Para ello se utiliza el sobrenadante de los cultivos de
HEK clon 8, HEK293- 11C, HeLa control, HEK293-T, agua estéril (es el control
negativo) y el control positivo, que no era fiable pues se encontraba mal etiquetado y
no se sabia quién lo habia preparado.

A continuacion, se prepararon las muestras (tabla 2) para realizar una PCR de tapa
caliente: cada muestra contenial8 pl como se especifica en la tabla posterior mas 2 pl
de muestra de un cultivo en particular, dando un total de 20 pl por muestra.
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N A

Reactivo
muestra muestras
H20 m|I|Q 14,1 ul 102, 9 ul

204 140 pl

04l 28

04 281

04l 28l

01 074

18,04 126,04

Tabla2. Preparacion de las muestras a amplificar por PCR.

Tras las PCR, se cargaron las muestras en un gel de agarosa al 1% con 0,5 ul de SYBR
Safe.

A cada muestra se le afiadieron 4 pl de tampdn de carga 6x y se cargaron 15 pl de cada
una en su pocillo correspondiente; luego se puso en marcha la electroforesis durante 50
minutos a voltaje=cte.=80 V y mA=400 mA.
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RESULTADOS

CULTIVO CELULAR

Cabe destacar que en general las células HEK293 han crecido formando mas
conglomerados que las células HeLa.

Hay ciertas diferencias en el crecimiento de las 3 lineas celulares de tipo HEK293, pues
las clon 8 y las HEK control se dividen mas répidamente que las HEK293- 11C.
Ademas, se observa la aparicion de “células gigantes”, redondeadas, grandes y con
filopodios en los cultivos de las células HEK293- 11C, células que no aparecen en el
resto de cultivos. Estas células podrian ser senescentes, pues el aspecto es similar a
ellas; lo que permitiria suponer que niveles bajos de PSAP inhiben la division celular y
acaban matando a las células. Las “células gigantes” también podrian ser otro tipo
celular proveniente de la diferenciacion o transformacion, producto de la continua
manipulacion de esta poblacion. A lo largo de los experimentos, se ha intentado
comprender su origen.

Sin embargo, no se puede concluir que estas diferencias en crecimiento y morfologia se
deban a los diferentes niveles de PSAP que las células expresan, pues podrian deberse
también a otras causas que se discutiran después.

EXPERIMENTOS DE CELULA VIVA

Se han hecho numerosos experimentos de célula viva, con diferentes fluorocromos y
concentraciones de celulas. Cabia esperar que las HEK clon 8 inducidas con
ponasterona tuvieran una tasa de mortalidad mayor que el resto, pues la proteina
proapoptdtica estaba sobreexpresada, sin embargo, como se ha observado en los
experimentos, esto no es evidente. A continuacion se mostraran los experimentos con
resultados mas significativos.

Experimento con ponasterona en células HEK control, HEK clon8 vy
HEK?293-11C

Como se muestra en el anexo, en las fotos 1-12, tanto las HEK control como las clon 8
con y sin ponasterona alcanzan la confluencia tras 24 h de la siembra en la placa. Se
observa también como al sembrar las células, estas tienen una forma redondeada, pero
al irse adhiriendo a la placa, van alargandose. Los 3 tipos celulares tienen una
morfologia y tiempo de duplicacion similares. De esto se deduce que la sobreexpresion
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de la proteina PSAP al afiadir ponasterona no alcanza niveles suficientes para inducir la
apoptosis celular, como ya se sabia anteriormente, ni influye en la morfologia a nivel
celular (no se puede saber a nivel de organulos pues no estan tefiidos).

Las células HEK293-11C (anexo, fotos 13- 16) también crecen a lo largo de las 24 h,
pero el tiempo de duplicacion es algo inferior al de las HEK control y clon 8 anteriores.
Cabe destacar que la morfologia celular es distinta a la de los casos anteriores, con la
existencia de alguna “célula gigante” (no mostrado) cuyo origen se discutira
posteriormente.

Experimento con ponasterona v fluorocromos en células HEK control,
HEK clon 8

Se ha intentado ver diferencias en los organulos y en la viabilidad producidas por la
sobreexpresion de PSAP, para lo que se tifieron las células con los fluorocromos MT.
Red y Hoechst.

Sin embargo, como se muestra en el anexo, fotos 17 -22, el fluorocromo DAPI no se ha
fijado a los nucleos (por imposibilidad de atravesar la membrana integra) y tan solo se
tifien unos pocos, que corresponden a células muertas. Se repetira el experimento con
otro fluorocromo (Hoechst), del que no se dispuso hasta mas tarde, que tifie mejor las
células vivas pues de este no se pueden extraer conclusiones.

Hay que remarcar que de nuevo las HEK control y las clon 8 con y sin ponasterona
crecen a ritmos similares.

Experimento con ponasterona vy fluorocromos en células HEK clon 8 y
HEK?293-11C

Las imagenes del experimento (ver anexo fotos 23-34) muestran los nucleos tefiidos en
azul y las mitocondrias en rojo. No se distinguen diferencias en la morfologia de estos
organulos entre los 3 tipos celulares aqui analizados, dentro de lo que se ha alcanzado a
observar con el objetivo de 10X.

Al poner la placa sembrada en el microscopio (ver anexo fotos 23-34), destaco las
células tenian un aspecto extrafio. Como se ve en las fotos, las células se agrupan en
conglomerados redondeados y no definidos. Sin embargo, durante las 24 horas que dur6
el experimento, las células se siguieron dividiendo. Estas agrupaciones pueden deberse
en parte a una resuspension insuficiente de las células antes de sembrarlas, a una mala
adaptacion al pléastico de la placa pero también a la toxicidad que ejercieron sobre ellas
la combinacién de los fluorocromos afiadidos Hoechst y Mitotracker Red. Esta
toxicidad se ha puesto en evidencia en un experimento en el que el Hoechst no se
elimind de la placa de 24 pocillos durante un experimento de 48 h (no mostrado) y la
viabilidad celular se redujo a mas del 50 %. Se ve de nuevo que no hay diferencias a
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nivel de crecimiento entre las HEK clon 8 con la proteina PSAP sobreexpresada (anexo,
fotos 27 y 28) y sin sobreexpresar (anexo, fotos 29 y 30).

También se ve como la morfologia de las HEK293- 11C (anexo, fotos 23-26) es algo
distinta de los dos tipos de clon 8 (las que sobreexpresan la PSAP y las que la expresan
a niveles normales), lo que podria deberse al tratamiento que estas recibieron, al lugar
en el que se integro el inserto, o a los bajos niveles de proteina PSAP. Ademas, también
aparecen “células gigantes”, en las que se distinguen varios nucleos (anexo fotos 35y
36), descartando asi que sean senescentes.

Experimento con fluorocromos en las células Hel_a

La morfologia de los distintos tipos de células HeLa analizados en este experimento,
Hela control (anexo, fotos 37-40), 83C (anexo, fotos 41- 44), 101C (anexo, fotos 45-
48) y 32 (anexo, fotos 48 -52) es muy similar. En la poblacién de células HeLa ni las
modificaciones que han sufrido ni los distintos niveles de expresion de PSAP alteran la
morfologia celular. Ademas, los tiempos de duplicacién son muy parecidos.

En todas estas imagenes (anexo, fotos 37-52) se ve como las células alcanzan la
confluencia, y por falta de espacio para crecer, comienzan a despegarse y redondearse,
lo que indica que estan muriendo.

Experimento de viabilidad celular con camptotecina en las células
HEK?293 v Hel a

A lo largo de este experimento se dejaron los fluorocromos, Hoechst e loduro de
propidio, para que todas las células se tifieran mejor. Esto causo, en todas las lineas
celulares, una disminucién considerable en su viabilidad. Sin embargo, como las
condiciones de todos los tipos celulares son las mismas, se van a poder comparar unas
con otras remarcando o no diferencias en la viabilidad.

Células HEK293

Los datos de este estudio se reflejan en la grafica 1 y en la tabla 1 del Anexo. Hay que
destacar que para todos los tipos de HEK?293, la viabilidad es mayor en ausencia que en
presencia de camptotecina, que es lo que se esperaba al ser este compuesto un inductor
de apoptosis. Ademas, la accidn de este compuesto se hizo notar a partir de las 24 h de
su adicion.

Se distingue como la maxima viabilidad alcanzada tanto en ausencia como en presencia
de camptotecina es para las HEK control. No esta claro por que ocurre esto, pero podria
deberse a que, al ser las Unicas células sin modificar, sean mas estables; el resto podria
tener alguna secuencia genética modificada consecuencia de la integracion del inserto.
En el cultivo celular normal, también se observd que las HEK control eran las més
resistentes. A estas les siguen las HEK293-11C, lo que resulta l6gico pues tienen sélo
un 20% de PSAP por lo que han entrado menos en apoptosis.
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Tras las 11C se encuentran las clon 8 sin ponasterona, que expresan niveles de PSAP
equivalentes a los de las HEK control. Y finalmente, las que tienen el mayor porcentaje
de células muertas son las clon 8 con ponasterona, pues tienen los mas altos niveles de
PSAP. Hay que destacar que estas Ultimas células se mueren todas al cabo de 48 h en
presencia de camptotecina, 1o que no ocurre con las demas poblaciones. Esta situacion
pone de manifiesto la actividad proapoptotica de la proteina.

Células HelLa

Los datos de este estudio se reflejan en la grafica 2 y en la tabla 2 del Anexo. Al igual
que en el caso anterior, para todos los tipos de HeLa, la viabilidad es mayor en ausencia
que en presencia de camptotecina, dato esperable como ya se ha explicado antes.
Ademas, la toxicidad de la camptotecina queda de manifiesto al observar las imagenes
(Anexo, fotos 69 — 84), en las que se ve como tras 48 h con campotecina, las células se
redondean. Esto es tipico de cuando las células comienzan a morir, por lo que
seguramente, al cabo de alguna hora mas, el ioduro de propidio ya habra penetrado en la
gran mayoria de las células, efecto que no se ha podido ver pues el experimento se paro.

Siguiendo el ejemplo de las HEK control, en este caso también son las HeLa control las
que alcanzan una mayor viabilidad tanto en ausencia como en presencia de
camptotecina. Como con las HEK293, no esté claro por qué se da esta situacion, aunque
podria deberse a que el resto de lineas pudieron volverse mas inestables como resultado
de su modificacion genética.

En cuanto al menor porcentaje de mortalidad, a las control le siguen las HeLa 11C, lo
que resulta logico pues estas tienen s6lo un 20% de PSAP, y entrardn menos en
apoptosis.

El tercer puesto esté refiido entre las células HelLa 83C y 32, las primeras alcanzan la
mayor tasa de muerte en ausencia de camptotecina, lo que se debe a su inestabilidad que
ya quedaba reflejada durante el mantenimiento de los cultivos. Estas células luego
alcanzan la misma tasa de mortalidad que las 32. Se ve como el aumento de mortalidad
que hay entre la ausencia y la presencia de camptotecina es mayor en las 32 que en las
83C. Este hecho podria explicarse porque a pesar de la inestabilidad de las 83C (pueden
tener algun gen importante interrumpido por el inserto), estas expresan niveles mas
bajos de proteina PSAP.
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CONTROL CON ANTIBIOTICOS

Cuando se visualiza al microscopio Optico la placa con antibioticos, se observan las
siguientes caracteristicas (tabla 3):

Dia 29/05/2014 Dia 30/05/2014 Dia 1/06/2014

HEK Buen aspecto, las  Bastantes vivas y con  Confluentes comenzando a despegarse
Control hay dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.
HEK L
Estén vivas pero
Control . .
. con un mal Comienzan a morir. Hay muchas muertas.
o aspecto.
Puromicina P
HEK p
Se estan .
Control+ . Todas las células muertas, en
: comenzando Casi todas muertas. L
Zeocina+ . suspension formando una nebulosa.
o todas a morir.
Geneticina
Buen aspecto, Bastantes vivas y con  Confluentes comenzando a despegarse
HEK clon8 S .
dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.
HEK clon8 + Buen aspecto, Bastantes vivas y con ~ Confluentes comenzando a despegarse
Puromicina dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.
Hela Buen aspecto, Bastantes vivas y con ~ Confluentes comenzando a despegarse
control dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.
HelLa Se estan ,
. Todas las células muertas, en
control+ comenzando Casi todas muertas.

todas a morir.
Buen aspecto,

Puromicina

Hel.a 83C

Bastantes vivas y con

suspension formando una nebulosa.

Confluentes comenzando a despegarse

dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.

HelLa 83C+ Buen aspecto, Bastantes vivas y con  Confluentes comenzando a despegarse
dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.

Buen aspecto, ~ Bastantes vivasy con  Confluentes comenzando a despegarse
dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.

HelLa 32+ Buen aspecto, Bastantes vivas y con  Confluentes comenzando a despegarse
dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.
- Buen aspecto,  Bastantes vivasy con  Confluentes comenzando a despegarse

HelLa 101C S .

dividiéndose. buen aspecto. por falta de superficie.

Hel a
101C+
Puromicina

Buen aspecto,
dividiéndose.

Bastantes vivas y con
buen aspecto.

Confluentes comenzando a despegarse
por falta de superficie.

Tabla3. Aspecto y condiciones de los distintos tipos celulares tras la adicion de antibiéticos

Ademas, con la observacion de la placa destaca que en las HEK293-11C siguieron
estando las “células gigantes”, redondeadas y con varios filopodios (anexo, fotos 35 y
36).

También se observd, lo que concuerda con lo que se esperaba, que las control morian
con los antibioticos pues no tenian el inserto que les dotaba de resistencia y se confirmé
que los antibi6ticos tenian que actuar mas de un dia para matar a las células sensibles.
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Las clon 8 con y sin antibidtico tenian similar viabilidad lo que concuerda con que
seguian teniendo el gen de resistencia insertado, al igual que lo que ocurrié con las HEK
293- 11C y todas las HelLa interferidas.

WESTERN BLOT ANTI-MYC

A continuacion se indican las muestras cargadas en el gel:
M: 3 ul marcador + 12 ul SLBT

HEK control procedente de placa de 24 pocillos, son células muertas.
HEK control de frasco 25 cm?, son células vivas.

HEK293-11C.

HEK clon 8 sin ponasterona.

Muestra 1 de clon 8 con ponasterona, procedente de placa de 24 pocillos.
Muestra 2 de clon 8 con ponasterona, procedente de placa de 24 pocillos.

ok~ wbdpE

SLBT: sample loading buffer (contiene 2X SDS LDL) + TRIS. Es el buffer
desnaturalizante. Se cargé ademas a ambos extremos del gel pues alli las muestras
migran distinto y asi se evita que las muestras de interés sufran ese efecto.

Tras el revelado, se obtuvo la siguiente imagen de la radiografia (imagen 5):

Hay problemas con el fondo
que podrian deberse al mal
estado de la leche en polvo
(blogueante) o al agitador
usado, pues se cambid sin
permiso.

En los carriles correspondientes
a las HEK clon 8 con
ponasterona (indicados con una
flecha) se ven claramente dos
bandas con el maximo grosor
de las bandas presentes, que
comparando con el marcador,
se supo que correspondian a la
masa de la proteina PSAP
recombinante; esto era de esperar pues en estos clones PSAP estd sobreexpresada
gracias a la activacion del promotor del inserto. En el resto de carriles, incluido el de
clon 8 sin ponasterona, estas bandas son practicamente inapreciables, demostrando que
los niveles de PSAP gue expresan son mucho mas bajos.

Imagen 5. Radiografia resultante del western blot anti-Myc
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DETECCION DE MICOPLASMAS

Tras cargar las muestras de la PCR y correr la electroforesis, se tifid el gel con Syber —
Safe y se visualiz6 con el transiluminador (Imagen 6):

Marcador (anexo, figura 1).
Hela.

HEK clon 8.

HEK?293- 11C.

HEK control.

6. Contiene tedricamente el control
positivo, aunque al no aparecer la banda
del DNA de micoplasmas, se ve qué no
era tal control.

7. Control negativo.

ok e

Imagen 6. Gel de agarosa para la deteccion de micoplasmas

Al comparar con el marcador (anexo, imagen 7) se observa que no aparece banda en la
posicion 467 pb (indica con una flecha). Sin embargo, el control positivo, del que no se
puede confiar pues no se sabe quién lo prepard, tampoco tiene banda, lo que podria
deberse a que los primers no estaban a la concentracion correcta (no estaban
etiquetados), a que el control positivo estaba en mal estado o a que no se habia
amplificado bien.

Se concluye que es muy probable que no hubiera micoplasmas: no se detectaron
alteraciones de la morfologia celular y ademés el test se repiti6 (no mostrado) y
tampoco se obtuvo banda en la posicidn correspondiente a DNA de micoplasmas ni en
la banda con el control positivo, lo que hizo pensar que el control positivo estaba en mal
estado, o no era realmente el control positivo.
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DISCUSION

Las células modificadas genéticamente para alterar sus niveles de PSAP que se han
estudiado a lo largo de este trabajo fueron creadas en el BIFI afios atrds. Se habia
estudiado su viabilidad con tests colorimétricos y no se habian encontrado diferencias
significativas, pero no obstante las lineas celulares no se habian estudiado mediante
microscopia de célula viva, al no disponer del microscopio adecuado en aquel momento.
La microscopia de célula viva da mucha mas informacion acerca de alteraciones
celulares que los tests de viabilidad basados en cambios de color del medio de cultivo,
en los cuales no se observan las células directamente.

En este proyecto, se ha continuado el estudio de PSAP utilizando microscopia, en
concreto mediante el estudio en celula viva.

Los resultados aqui obtenidos muestran lo que ocurre al sobreexpresar e inhibir PSAP,
pues se hicieron controles que confirmaron que las células continuaban con el inserto
(control de antibidticos) y que los niveles de PSAP en las clon 8 inducidas seguian altos
(Western- Blot).

Al igual que lo ocurrido anteriormente, no se han encontrado diferencias significativas
entre las células que expresan bajos niveles de PSAP y las que la sobreexpresan.

Sin embargo, cabe destacar que se distinguen ciertas diferencias entre algunas
poblaciones celulares. Las células HEK293-11C, en las que el inserto se ha integrado no
por recombinacion homologa, presentan una morfologia distinta a aquella que
manifiestan las HEK control y las clon 8 sobreexpresadas y sin sobreexpresar. Ademas
entre las HEK293-11C se desarrollan unas “células gigantes” con filopodios. En un
principio se creia que estas células eran senescentes, pues compartian rasgos con ellas,
como el gran tamafio y los filopodios. Sin embargo, posteriormente esta hipotesis ha
quedado descartada pues se puede ver como las “células gigantes” se componen de
varios nucleos (anexo, fotos 35y 36)

Estas diferencias morfoldgicas pueden ser resultado de varios factores:

— Los bajos niveles de PSAP influyen en la morfologia de alguna manera todavia
no descubierta.

— Las manipulaciones que estas células han sufrido, ya sea la adquisicion de la
resistencia a antibioticos o el lugar en el que se ha integrado el vector, han
alterado algin gen responsable de estos cambios.

— En algin momento durante el cultivo de esta linea, las células, inestables, se han
transformado, debido por ejemplo, al estres.

— Otra opcion es que el RNA interferente de las HEK293-11C afectara a otras
funciones celulares ya que cabe la posibilidad de que pueda hibridarse con otras
secuencias celulares a parte de la de PSAP.
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La explicacion que tiene en cuenta el primer factor aqui citado es apoyada al tener en
cuenta el origen de las HEK293-11C. Este tipo celular estd formado por distintos clones
que inhiben un 20% la expresion de PSAP. Al tratarse de una poblacion de clones, es
mas probable que los rasgos que manifiesta se deban a las caracteristicas que tienen en
comun todas las células y no a las caracteristicas de cada clon (como el lugar en el que
se ha integrado el inserto en cada uno de ellos), que no se dejarian notar en el total de
los clones. Es decir, el efecto del lugar de integracién se elimina al estudiar un conjunto
de clones en donde el lugar de insercidn es distinto en cada uno.

Sin embargo, esta posibilidad no es muy probable ya que las células en las que se
observa esta morfologia, las HEK293-11C, fueron sometidas afios atras a un cuello de
botella por estropearse el contenedor donde estaban congeladas. Esto pudo conducir a la
seleccion de algun clon en particular o incluso a la transformacion celular.

Ademaés, también se observa tanto en los cultivos como en los experimentos de célula
viva que las HEK293-11C crecen mas lento y tardan mas en alcanzar la confluencia que
el resto de HEK293. Esto podria explicarse con cualquiera de las hip6tesis anteriores.

Para aclarar el motivo de estos rasgos morfolégicos particulares de las HEK293-11C, se
podrian llevar a cabo diferentes estudios.

Un estudio podria incluir la creacion de otras poblaciones celulares HEK que inhibieran
un 20% los niveles de PSAP. Si estas poblaciones presentaran los mismos rasgos de
morfologia que las HEK293-11C y aparecieran las “células gigantes” con varios
nacleos, seria mucho mas probable que los bajos niveles de PSAP fueran los
responsables de estos rasgos, ya que tendriamos una mezcla de clones, y veriamos el
efecto global, en donde el punto de insercién ya no importaria.

También seria interesante realizar un control que consistiera en recuperar los niveles
normales de PSAP sobreexpresando un clon con los codones cambiados que codificaran
también para PSAP. Asi, este mRNA no se degradaria, pues no seria complementario al
RNA de interferencia y se podria ver si se recuperaba el fenotipo normal. El problema
de este tipo de estudios es alcanzar los niveles justos de PSAP, porque si se superan o
no se alcanzan, entonces el efecto podria deberse a estas variaciones.

Por otro lado, en el estudio de la poblacion HEK clon 8, hay también ciertos puntos a
destacar.

La induccién con ponasterona no refleja ningiin cambio aparente respecto a las clon 8
sin inducir, como ya se sabia. Tanto el crecimiento, muerte celular y morfologia son
similares en ambos casos. Esto indica que los niveles de sobreexpresion alcanzados en
esta poblacion tras la induccion no son suficientes para poner de manifiesto la actividad
proapoptdtica de la PSAP, lo que ya se dedujo en los estudios realizados cuando se
crearon estas células.
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Sin embargo, en presencia de camptotecina, si se ven los efectos de la sobreexpresion de
la proteina PSAP. EI inductor de apoptosis activa de manera mas eficaz la muerte
celular programada cuando la proteina proapoptotica estd sobreexpresada, explicando
asi que la mortalidad en este caso sea superior al del resto de tipos de células HEK293.

De todas maneras, esto no da informacion de la via apoptética inducida por PSAP. Para
saberlo, habria que crear poblaciones que sobreexpresaran la proteina hasta niveles que
llegaran a causar, por si solos, cierta apoptosis celular. Esto ya se ha hecho en el
departamento en el que se realizo este proyecto, mediante experimentos de transfeccion
transitorios; sin embargo estas investigaciones solo permiten estudiar el tipo de muerte
celular: apoptosis por liberacion de citocromo ¢ independiente de Bax y Bak.

En cuanto a los distintos tipos de células HeLa, no se han visto entre ellos cambios en
la morfologia ni en el ciclo celular. Esto no invalida lo que ocurre con la morfologia en
las células HEK293, pues en cada tipo celular la proteina puede afectar de distinta
manera.

Podria remarcarse que en el experimento con camptotecina, si se ve que las HeLa 11C
tienen una tasa de mortalidad menor a la del resto de HeLa modificadas, que expresan la
PSAP a mayores niveles. Esto se explica por el hecho de que tienen menores niveles de
una de las proteinas proapoptoticas, la proteina PSAP.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se ha estudiado la implicacion de la proteina proapoptética PSAP a nivel
celular. Tras los experimentos realizados se concluye que la sobreexpresion de la
proteina PSAP en las células HEK clon 8 no conduce a la apoptosis debido a que los
valores de expresion proteicos que se alcanzan no son suficientes. Sin embargo, su
actividad proapoptotica se pone en evidencia en el estudio con camptotecina. No se
observan otros cambios celulares significativos, que era el principal objetivo de este
trabajo.

El tipo celular HEK293-11C, en el que los niveles de PSAP se reducen al 20%, presenta
una morfologia distinta al resto de HEK293, pero no se ha podido demostrar que se
deba a los bajos niveles de PSAP. Ademas, en las HEK293-11C, aparecen “células
gigantes”. Debido a su morfologia, primero se crey6 que eran células senescentes, pero,
finalmente, esta hipdtesis se descartd pues se vio como cada una de ellas poseia varios
nucleos. Esto se debe probablemente a que estas extrafias células se modificaron o
fueron seleccionadas por el cuello de botella que sufrieron al estropearse el contenedor
que las conservaba.

En definitiva, todavia quedan muchos aspectos sin resolver en lo referente a la proteina
PSAP. Para intentar esclarecerlos, seria interesante estudiar el knockout de PSAP en
ratones, ya que con niveles del 20% respecto a los normales, en células en cultivo no
ocurre nada significativo.

Ademas, seria interesante realizar experimentos con ratones knockout de PSAP para
determinar qué le ocurre al ratén y también para contrastar la informacion obtenida con
lo que ocurre en las moscas, en las que la apoptosis tiene otro mecanismo de accion,
como se indica a continuacion.

En Drosophila, se ha descubierto que cuando no hay expresion de PSAP, la mosca
muere en el estadio de pupa por exceso de apoptosis. Otros estudios de interferencia en
la mosca también indican un exceso de apoptosis, lo cual se contradice en principio con
lo visto en células humanas, en las que una interferencia que reduce los niveles de
PSAP al 20% no produce cambios significativos.

CONCLUSIONS

In this work we have studied the implication of the proapoptotic protein PSAP at a
cellular level. As a conclusion, the overexpression of this protein, in the HEK clon 8
cells, does not induce apoptosis because the protein expression levels are not high
enough. However, the proapoptotic activity is evident in the study with camptothecin.
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We have not observed other significant cellular changes, what was our main objective in
this work.

The HEK293 cell line 11C, in which PSAP levels are reduced to 20%, have a different
morphology from the rest of HEK293, but it has not been demonstrated to be due to low
levels of PSAP. Furthermore, in HEK293-11C, "giant cells" appear. Due to this
morphology we first assumed that these were senescent cells, but finally this hypothesis
was rejected because we saw that they had multiple nuclei. These cells went through a
bottleneck due to accidental thawing when kept at -80°C, nevertheless they survived,
but specific cell clones could had been selected during this process.

In conclusion, there are still many unresolved issues regarding the PSAP protein. To try
to clarify them it would be important to study a PSAP mouse knockout, since reduction
of protein levels down to a 20% with respect to normal levels in cultured cells does not
lead to any evident phenotypic change.

Furthermore, experiments with knockout PSAP mice would be interesting to determine
what happens to the mouse and also to compare the information obtained with what
happens in flies, in which apoptosis has another mechanism of action, as indicated
bellow.

In Drosophila, it was found that when PSAP is not present, the fly dies in the pupal
stage due to excessive apoptosis. RNA interference studies in Drosophila cultured cells
also indicate excessive apoptosis, which is in principle contradictory with what it's seen
in human cells, where an interference reducing PSAP levels down to 20%, does not
produce significant changes. It must be indicated that there are differences in apoptosis
pathways between mammals and flies.
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