OBJETIVOS



Los antecedentes del presente trabajo indicaban que la anexina A6 se
distribuia mayoritariamente en el compartimento endocitico tardio de varias
lineas celulares como WIF-B, NRK y CHO, asi como en hepatocitos
diferenciados. Se encontrd, ademas, que ejercia una funcion importante en la
via degradativa. Asi, el estudio de la internalizacion de un ligando como las
lipoproteinas LDL en células CHO revelé que las lipoproteinas internalizadas
eran capaces de reclutar a la anexina hacia el compartimento endocitico,
donde modulaba la degradacién del ligando. ElI hecho de que el colesterol
fuese uno de los principales componentes de estas lipoproteinas, y que fuera
suficiente para inducir la asociacion a membranas in-vitro de varias anexinas,
nos llevd a establecer la hipdtesis de que el lipido podia ser un factor

modulador in-vivo de la distribucion de la anexina AG.

En paralelo a estos resultados se observd, ademas, que la sobreexpresion de
anexina A6 era capaz de interferir en la sefalizacion a partir de la GTPasa Ras,
activada principalmente por estimulos mitogénicos. Asi, en células CHO que
sobreexpresaban anexina A6: 1) se inhibia parcialmente la activacion de Ras
en respuesta a EGF, suero o ésteres de forbol, 2) se inhibia por completo uno
de los principales efectores de Ras, c-Raf, si bien esto no modificaba la via a
niveles inferiores (MEK y ERK). Ademas, evidencias in-vitro (ensayo pulldown)
indicaban interaccién de la anexina A6 con moléculas de transduccién de sefial
relacionadas con esta via, como GAP o el propio Raf-1. Otros autores habian
descrito la formacion de un complejo entre anexina A6, p120GAP, Fyn y Pyk2,
asi como la asociacion en células neuronales entre la anexina A6 y PKC,. El
conjunto de estas interacciones calcio-dependientes y el papel observado en la
sefalizacion mitogénica por parte de la anexina A6 indicaban que la
localizacion de la anexina podria ser un factor regulador de la transduccion de

senal.

Recientemente, habia sido descrita la activacion de las MAPKs por las
lipoproteinas HDL las cuadles, al igual que las LDL, constituyen un sistema
eficaz de suministro de colesterol hacia el interior de la célula. El hecho que la
anexina A6 fuera capaz, por un lado, de modular a las MAPKs vy, por otro, la

degradacion de las LDL, planteé la posibilidad de estudiar ambos fendmenos a
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partir del analisis de la fisiologia de las HDL y el efecto sobre ésta de la anexina

A6, expresada en células CHO.

Los objetivos disefiados a partir de éstas hipotesis previas son:

1)

3)

4)

Determinar el efecto que el colesterol ejerce sobre la distribucion

intracelular in-vivo de la anexina AG.
Detrminar si existe una poblacion de anexina A6 unida a las membranas
en ausencia de calcio y, si es asi, investigar si el colesterol modifica

dicha asociacion.

Analizar la senalizacion de las MAPKs a partir de otros estimulos

celulares diferentes del EGF, el suero o los ésteres de forbol.

Analizar la via sefalizadora a partir de las HDL, el papel de la GTPasa

Ras y los receptores implicados.

Observar el efecto de la sobreexpresion de anexina A6 sobre la

sefalizacion mitogénica a partir de las HDL.
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MATERIAL Y METODOS



PURIFICACION DE PROTEINAS (expresadas en E.Coli)

Este protocolo es especifico para la proteina GST-RBD.

A) Preparacion de glicerinados:

1)

2)

3)

4)

Transformacion de bacterias BL217-PLys competentes con 0.5 ug del
vector pGEX-2T (Amersham Biosciences®) (conteniendo el inserto
codifica para la proteina clonado en pauta con el final de la GST)
(Ver protocolo de transformacién en Anexo II).

Plagueo en agar sélido LB (1% Triptona- 0.5% Extracto de Levadura-
1% NaCl) conteniendo Ampicilina (25-50 ug/ml).

Picado de las colonias resistentes y minicultivo (200 rpm) en medio
liquido LB conteniendo Ampicilina (50 ug/ml). Realizar un control
negativo con medio sin bacterias.

Preparacién y congelacion (a -80 °C), a partir de 1 ml del minicultivo,

de glicerinados (en 10-15% glicerol).

B) Cultivo de las bacterias e induccion de la sintesis de la proteina

recombinante:

5)

6)

7)

8)

9)

Minicultivo a partir de los glicerostocks obtenidos en 5 ml de medio
LB (Ampicilina 50 ug/ml) O/N a 37 °C en agitacion.

Maxicultivo (500 ml) a partir del minicultivo resultante (37 °C en
agitacion).

Al alcanzar el cultivo una O.D.gp0 nm= 0.8, recoger una muestra (a) y a
continuacioén realizar la induccién de la sintesis con IPTG (a una
concentracion final de 0.4 mM).

Incubacion a 37 °C durante 16 horas en agitacion. Al final de este
periodo se recoge una muestra (b).

Dejar 15 minutos en hielo.

57



C) Purificacion de la proteina:

10)

11)

12)
13)

14)
15)

16)
17)
18)

Centrifugacion del cultivo (tubos de 250 ml, rotor GSA, centrifuga
Sorvall® RC5B) durante 10 minutos a 4000 g (4500 rpm).
Resuspender en un volumen menor (= 35 ml) con el mismo medio y
centrifugar a 4000 g (6000 rpm, tubos de 40 ml, rotor SS-34, Sorvall ©
RC5B).

Descartar sobrenadante y congelar el precipitado a -80 °C.
Descongelar (en hielo) y resuspender el precipitado en 30 ml de
Tampon de Lisis (PBS - 0.5 mM DTT - 1 mM PMSF - 5 mM NaF - 20
uM Leupeptina -1 mM Aprotinina - 0.1 mM Na3zVO4) a 4 °C.

Sonicar (8 x 1 min) en hielo.

ARadir Triton X-100 (concentracion final 1%) e incubar 30 min a 4 °C
en agitacion.

Centrifugar a 12000 g durante 10 min a 4 °C.

AnRadir glicerol al sobrenadante (concentracion final 10%).

Alicuotar en hielo y rapidamente congelar a -80 °C.

Para la obtencién de otras proteinas recombinantes (como GST-AnxA6, GST-

ERK 'y GST-MEK), los pasos siguientes varian:

13)

14)
15)

16)

Descongelar (en hielo) y resuspender el precipitado en 30 ml de
Tampon NETN (Tris 20 mM pH 8 - 100 mM NaCl - 1 mM EDTA -
0.5% Nonidet - 5 mM NaF - 20 uM Leupeptina -1 mM Aprotinina - 0.1
mM Na3zVO,) a 4 °C.

Sonicar 3-5 x 10".

Centrifugar 20 minutos a 15000 rpm (rotor SS-34) y colectar el
sobrenadante.

El sobrenadante se purifica afiadiendo 2 ml de Sepharosa 4B-
Glutatione (Amersham Biosciences®) e incubando durante 30-45
minutos a 4 °C. Se centrifuga el precipitado (5 min a 3000 rpm) y se

realizan 3 lavados con 20 ml de NETN.
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17) Se eluye con 2.5 ml de Tampon de Elucion (50 mM Tris pH 9.6 - 120
mM NaCl - 20 mM Gilutation reducido). Se puede eluir de nuevo,
guardando a parte este segundo eluido.

18) Se dializa la proteina (x2) contra 10° volimenes del tampdn

deseado, normalmente PBS. Se cuantifica, alicuota y congela a -80
°C.

PULLDOWN GST-RBD

Este protocolo esta basado en el descrito por de Rooij J and Bos JL (1997).

Para la preparacion del tampon de lisis REB (optimizado para la solubilizacion
de Ras) se preparan previamente soluciones stock conservadas a temperatura

ambiente:

stock A Tris/HCL 200 mM pH 7.5 (12.11 gr Tris / 500 ml H,0 destilada)
stock B EDTA 20 mM (3.72 gr / 500 ml)

stock C  NaCl 1 M (29.22 gr/ 500 ml)

stock D MgCl, 50 mM (5.08 gr / 500 ml)

Para 500 ml de tampén REB:
50mMA+50mIB+50mlC+50mlD + 5 ml Tritdn X-100 + 50 ml Glicerol +
245 ml H»0 destilada.

Una vez preparado, el tampén REB debe conservarse a 4 °C. De forma
immediata a su utilizacion, se suplementa con 5 mM NaF, 20 uM Leupeptina,1
mM Aprotinina, 1 mM PMSF, 0.1 mM NazVO4, y 0.5% p-mercaptoetanol,

obteniéndose el Tampon de Lisis.

La proteina recombinante GST-RBD se obtiene a partir de la transformacién de
bacterias BL21 pLys (LB + Ampicilina) y siguiendo el protocolo descrito en

Purificacion de proteinas. No obstante, en este caso no_es recomendable

purificar el lisado final de las bacterias, sino que es preferible alicuotarlo y
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congelarlo a -80 °C immediatamente después de su obtencion. Se ha
observado que el ensayo no funciona adecuadamente con la proteina

purificada.

Los lisados (cuya proteina mayoritaria es GST-RBD) obtenidos en cada
purificacion deben someterse a una titracion, mediante la cual se determinara
la cantidad a utilizar en los sucesivos pulldown. A partir de células activadas
con un estimulo potente, como TPA, PDGF o FCS, se realizan varios pulldown
con cantidades crecientes de lisado bacteriano (p.ex. 20, 40, 80, 120, 200 ul) y
se deduce a partir del western blot la franja de saturacion y la menor cantidad

de lisado a partir de la cual no se precipita mas Ras activo.

A) Preparacion de los lisados celulares:

1) 3 x 10° células CHO se siembran en placas p100 (Costar®) en 9 ml
de medio de cultivo HAM's F-12 con un 10 % de FCS, y se dejan en
el incubador hasta obtener un 70-80 % de confluencia (aprox. 36 h).
Durante las 12 horas previas al ensayo, las células son deprivadas
en HAM's F-12 0 % FCS, con el fin de reducir al minimo los niveles
basales de Ras activo.

2) En el momento del ensayo, se induce la activacién de Ras (ver
apartado Tratamientos) e inmediatamente después las placas se

depositan en hielo, lavando (x2) brevemente la monocapa con PBS a

4°C.
3) Se aspira el PBS y se afiade, por cada placa, 1 ml de Tampédn de
Lisis a 4°C.

4) Con la ayuda de un scraper las células se recogen y las
suspensiones se depositan en eppendorfs en hielo durante 10
minutos.

5) Se centrifugan los eppendorfs en una microfuga, a 4 °C, durante 10
min a 13500 rpm. El pellet se descarta y el sobrenadante se vuelve a

centrifugar de igual forma (eliminando por completo cualquier
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6)

7)

fragmento de membrana, que puede incrementar al background del
ensayo).

Se cuantifica la concentracion de proteina del sobrenadante (método
Bradford 6 Lowry).

Se preparan muestras a partir de 10-20 ug de cada sobrenadante,

que serviran como control de la correcta solubilizacion de Ras.

B) Preparacion de las beads (simultaneamente a A):

1)

2)

3)

4)

Beads de Glutationa-Sepharosa ((Pierce®) se agrupan [(40 pl x n°
ensayos) +10%] en un mismo eppendorf, y se lavan en 500 ul de
tampén REB.

Se descarta el sobrenadante de la centrifugacion (spin) y se afiade al
eppendorf la cantidad de lisado bacteriano (mayormente GST-RBD)
determinada en la titracion. Normalmente se afiaden unos 35 ul de

GST-RBD por cada 40 ul de beads.

Se incuba el eppendorf con la mezcla a 4°C en agitacion durante 45
minutos. Durante este tiempo de conjugacion se recomienda realizar
los lisados celulares.

La mezcla de beads (conjugadas con GST-RBD), sin dejar depositar,
se alicuota en tantos eppendorfs como ensayos queramos realizar.
Después de centrifugar (spin) los eppendorfs, las beads se lavan 3
veces con 1 ml de tampdn REB a 4 °C, obteniéndose los precipitados

destinados al ensayo.

NOTA: Pipetear las beads con punta recortada.

C) Incubacion:

5)

A cada uno de los precipitados de beads conjugadas se afiaden 600
ug (600 ul en las condiciones mencionadas) del lisado celular
correspondiente. Con cada placa p100 se pueden realizar dos

ensayos.
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6) La mezcla se incuba durante 2 horas (+ 10 minutos) en agitacion
orbital a 4 °C. Modificaciones en este tiempo alteran la eficiencia del
ensayo.

7) Para realizar los lavados, se centrifugan los eppendors durante 1
minuto a 13500 rpm (=16000 rpm, en microfuga) y el sobrenadante
(fraccion no-unida) se aspira cuidadosamente sin arrastrar las beads.
Para asegurarnos de ello acoplamos al extremo del tubo (conectado
a la bomba) una punta de electroforesis (cuyo diametro interno es

menor que el tamafo de las beads). Se afiade 1 ml de Tampon REB

y se repite el proceso, hasta realizar 3-4 lavados.
8) El precipitado final se resuspende en 30 ul de tampdn de muestra 2x.

Se hierven las muestras durante 3 minutos en un bafo seco.

D) Electroforesis y western blot:

Las muestras (pulldown y controles positivos) se cargan el un gel de
acrilamida (SDS-PAGE) al 12% (Laemmli UK, 1970). Los pulldown,
que contienen beads, deben centrifugarse previamente, cargandose
tan sélo 30 ul del sobrenadante. Después de una transferencia de 2
horas a 60 V (y a 4 °C), preferiblemente a membranas de
nitrocelulosa (que empiricamente retienen mejor las proteinas que el
PVDF), las membranas se someten a western blot utilizando un
anticuerpo monoclonal contra panRas (Oncogene OP-40, ab3),
diluido 1/100.

LOWRY-SDS

Este método de cuantificacion de proteina minimiza la interferencia del
detergente SDS.

SOLUCION A:

2% NGQCOg
0.02% NaK Tartrato (NaKC4H4Og* 4H,0)
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0.1 M NaOH

SOLUCION B:
0.5% CuSOq4
5% SDS

SOLUCION C
Reactivo Folin:H20 (1:2)

1)  Preparar curva patron 2ug/ml = 0.0625ug/ml.

2) Mezclar, en cada cubeta, 20 ul de muestra y 80 ul de NaOH 0.1 M.

3) Afadir 1 ml de SOLUCION A:B (49:1).

4) Incubar 10 minutos a temperatura ambiente y tapado de la luz.

5)  Afadir a cada tubo 100 ul de SOLUCION C.

6) Mantener en oscuridad y agitacion durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

7) Medir absorvancia en espectofotémetro (760 nm, también 595 nm).

MEDIDAS DE CALCIO INTRACELULAR

El fluoréforo utilizado es el Fluo 4-AM (Molecular Probes®). Es un fluoréforo no
radiométrico, cuyo espectro de absorcion-emisién se asemeja al del FITC (lo
que permite trabajar con laseres convencionales); en nuestro sistema (células
CHO) se muestra mas adecuado que el el Calcium Orange (Molecular Probes®)
o el radiométrico FURA-PE3 AM (Texas Fluorescence Labs®), obteniéndose
facilmente una carga generalizada y con moderado grado de

compartimentalizacion.

La compartimentalizacion interfiere en el funcionamiento de la técnica, ya que
el fluoréforo incorporado es secuestrado (disminuyendo su concentracidon
citosélica) en los compartimentos intracelulares.

Para evitar en lo posible este fendbmeno, debe reducirse la temperatura,

realizandose la carga con el fluoréforo y los lavados posteriores a temperatura
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ambiente, e incrementandose (hasta 35 °C) en los 3-5 minutos previos a la
medida del calcio (para no afectar al metabolismo del cation). Una vez
incrementada la temperatura las medidas deben realizarse con la mayor

brevedad posible.

Hemos observado, ademas, que la concentracion de calcio en el medio
extracelular influye en la produccion de los incrementos intracelulares. Asi, las
células CHO generan mayores incrementos de calcio intracelular en presencia
de medio DMEM (0.26 g/l de CaCl,) que en presencia de HAM's F-12 (0,044

a/l).

Los sistemas utilizados, indistintamente, para observar in-vivo y con elevada
resolucion el cultivo son dos: por un lado, una camara Attofluor (Molecular
Probes®) acoplada a cubreobjetos de 22 mm & (Electron Microscopy
Sciences®) y a una membrana Foil Cover (Leica®), y por otro, placas de Petri

de 35 mm @ con cubreobjetos incrustado (Mat Tek®).

Para realizar el ensayo se deben preparar, alicuotar y congelar a -20 °C las

siguientes soluciones:

- Fluo 4-AM 1 mM en DMSO (o bien solucién ready-made: Molecular
Probes® F14217)

- Pluronic 20% en DMSO (solucién ready-made Molecular Probes® P
3000).

1) Las células se siembran en cubreobjetos de vidrio o placas p35 para
microscopia in-vivo, en medio de cultivo HAM's F-12 10% FCS,
manteniéndose en el incubador hasta alcanzar una confluencia del
60-70 %.

2) Se lava brevemente la monocapa con tampén HBSS (Hepes-buffered
Balanced Salt Solution).

3) Después de aspirar el tampon, se afiade a las células medio de
cultivo DMEM-Hepes (sin colorante indicador de pH, GibcoBRL®),
suplementado con un 0.1 % de BSA. Las células se deprivan en este

medio durante 1 hora en el incubador, y posteriormente se dejan
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4)

5)

6)

7)

8)

9)

equilibrar durante 10 minutos a temperatura ambiente (que sera la
temperatura de carga con el fluoréforo).

Carga de las células:

Para ello se anade, al medio DMEM-Hepes, el fluoréforo Fluo 4-AM
mezclado con el detergente Pluronic® (que incrementara la
solubilidad de éste). La concentracion final de Fluo 4-AM es de 2 uM
y la de Pluronic de 0.02%.

Se mezclan 3 ul de Fluo 4 -AM 1 mM y 1.5 ul de Pluronic al 20 %, y
se anaden a 1.5 ml de medio DMEM-Hepes

Se incuba durante 30-45 minutos a temperatura ambiente, en
agitacion suave y tapado de la luz.

Lavado rapido (3x1') de las células con tampén HBSS (Hepes
Balanced Salt Solution) a temperatura ambiente.

Anadir un volumen conocido de medio DMEM-Hepes-0% FCS-0.1%
BSA (atemperado a 35-37 °C), y dejar en el microscopio (equilibrado
a 35°C y 5% de COy) por espacio de 3-5 minutos. En el caso de
utilizar cubreobjetos para microscopia in-vivo, se extrae éste de la
placa, se prepara el sistema cubre-soporte y se afiade rapidamente
el medio.

Se enfoca el campo deseado y se realiza la medida del calcio en
condiciones basales.

Se realiza el tratamiento objeto de estudio (ver Tratamientos). El
compuesto afadido debe estar preferiblemente disuelto en medio en
un volumen similar al existente en la placa o cubre, favoreciendo una
respuesta homogénea y sincronica.

Al finalizar el experimento, debe inducirse un incremento final de
calcio con un ionéforo potente como la lonomicina 1uM, para
comprobar el porcentaje de células no-responsivas que se han

cargado adecuadamente.

65



PREPARACION (DIALISIS) DE LAS HDL

La subfraccion de lipoproteinas HDL3 (libre de ApoE) era obtenida por el Dr.
Franz Rinninger siguiendo el protocolo descrito (Rinninger F. et al., 1994) vy
enviada a nuestro laboratorio en Bromuro de Potasio (KBr) disuelto en PBS,
solucién que previene de la rapida oxidacion de la lipoproteina. Para evitar la
interferencia de dicha sal en los ensayos de activacion de las MAPKs, las
lipoproteinas son dializadas (pocas horas antes de su utilizacién) en tampon
PBS.

Las pruebas realizadas desaconsejan la dialisis tradicional con PBS, que
requiere varias horas en contacto con el aire, en comparacion con la dialisis
mediante cromatografia de exclusién molecular (realizada en pocos minutos).
Las lipoproteinas dializadas con el segundo sistema, menos oxidadas en el
proceso, mantenian por mas dias la capacidad de activar Ras (si bien, incluso

en este caso, al cabo de una semana desaparecia por completo).

La cromatografias se realizan, pocas horas antes de los ensayos, con el kit de

columnas PD-10 (Amersham®):

1) La solucion conservadora de la columna (conteniendo azida sddica)
se elimina mediante un equilibrado con 5 volumenes de PBS.

2) Una vez ha entrado el PBS en el lecho cromatografico, y sin dejar
secar, se afnaden las HDL en un volumen de 2,5 ml.

3) Dejar incorporar las HDL a la columna.

4)  Anadir 3,5 ml de PBS y coleccion immediata de las fracciones 5 x 1
ml.

5) Quantificacion de la proteina (=apolipoproteina) de cada fraccion
(Lowry). Las mas concentradas suelen ser la 22 y la 3% no
encontrandose proteina en la 12 y la 52. A partir de una concentracion
de la muestra inicial de 10 mg/ml se obtienen concentraciones finales

de 4 a 5 mg/ml.
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OBTENCION DE HDL FLUORESCENTES (CONJUGACION Apo-Cy3)

Las HDL pueden ser marcadas de varias formas, en funcién de si nos interesa

seguir los lipidos internalizados o bien la particula de HDL (que principalmente

permanece en la superficie). EI método utilizado en el presente trabajo consiste

en el marcaje de la particula a través de la conjugacion del fluorocromo Cy3

con las proteinas de la cubierta. En nuestro caso dicho marcaje nos sirvié para

determinar el grado de colocalizacién de las HDL con el receptor SR-BI.

El proceso es muy simple, y se requiere:

a) Cy3 (fluocromo) en polvo (Amersham® Cy3Dye Pack). Kit comercial con

viales preparados para la conjugacion de 1 mg de proteina.

b) 1 mg de HDL a una concentracién de 2 mg/ml en PBS.

1)
2)
3)
4)
o)

Se afaden 50ul de bicarbonato sédico 1 M a 500 pl de HDL (1 mg).
Anadir estos 550 ul a un vial de Cy3.

Conjugacion durante 1 h en agitacion y tapado de la luz.

Dialisis en columna PD-10 (ver Preparacion de las HDL).

Una vez los 550 ul del conjugado se han incorporado a la fase
estacionaria se anaden 2,35 ml de PBS. Conforme el PBS se
introduce en la columna desplaza a la banda roja mas rapida
(conjugado). Finalizado este proceso se colecta la banda (HDL3Cy3;

1ml a 1mg/ml) al afiadir 1 ml adicional de PBS.

Microscopia de fluorescencia HDL3-Cy3:

6)

7)

8)

Después de sembrar células en cubreobjetos y obtener una densidad
del cultivo del 60%, se deprivan O/N en medio HAM's F-12-0,5%
FCS.

A continuacion vy sin fijar las células, se enfria la placa en hielo por
espacio de 5 minutos.

Se realiza un lavado rapido de las células en HAM'’s F-12-0% FCS.
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9)

Se incuban la monocapa en presencia de HAM’'s F-12-0% FCS-1%
BSA-50 ug/ml HDL3Cy3 durante 1 h a 4 °C.

NOTA: La concentracién indicada de HDL3;Cy3 se refiere a células CHO

10)

11)

que sobreexpresan el receptor SR-BI (CHO-SRBI). En células CHO-
WT 6 CHO-Anx A6 ésta debe incrementarse hasta 200 pg/ml.

Se lavan las células (2 x1 min) en HAM's F-12-0% FCS a
temperatura ambiente, seguido de un lavado de 10” en PBS.

Se fijan las células con PFA 4% en PBS y se realiza la
immunofluorescencia contra el receptor SR-Bl (anticuerpo KKB.1;
dilucion 1/500).

NOTA: Al tratarse de un epitopo extracelular e intentar detectar la union a

superficie, la permeabilizacién de las células no es recomendable.

IMMUNOCITOQUIMICA

El protocolo de immunocitoquimica se deriva del utilizado en el grupo del Dr.

Grewal (University of New South Wales, Sydney). La observacion de las

muestras se realiza, depeniendo del experimento, en un microscopio confocal

espectral (Leica® TCS SL) o bien en un microscopio de epifluorescencia

invertido (Zeiss® Axiovert 200) acoplado a una camara digital de alta resolucién
(Photometrics Cool SNAP-HQ).

1)

2)

3)

Las células se siembran en cubreobjetos de 12 mm @ y se cultivan
hasta obtener un 65 % de confluencia. Por ejemplo, 0.8 x 10° células
en una placa de Petri de 100 mm @ (y 36 horas en cultivo).
La adhesion completa de las células CHO al vidrio requiere del
cultivo durante al menos 36 horas post-siembra. Un menor tiempo de
espera conlleva la pérdida de células en la fijacién o la aparicién de
artefactos morfolégicos.
Alternativamente se pueden recubrir los cubreobjetos de vidrio con
Silane®:

-Mezcla Silane:Acetona (1:50) (100 ml).
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4)
5)

6)

-Filtrado (esterilizado) rapido de la mezcla con filtro de 0.45 um
acoplado a jeringa de 50 ml.
-Se afade el filtrado, en condiciones estériles, sobre los
cubreobjetos autoclavados, depositados sobre una placa de
Petri (preferiblemente de cristal).
-Se incuba durante 5 minutos a temperatura ambiente agitando
ligeramente la placa cada minuto.
-Decantar el liquido y afiadir Acetona 100%, e incubar durante 5
minutos del mismo modo.
-Lavar (x2) con H,O miliQ estéril.
-Dejar secar la placa a 37°C.
Se lava la monocapa brevemente con PBS a temperatura ambiente.
Las células se fijan en PBS-4% PFA (preferiblemente a partir de
solucién comercial al 16 % -Electron Microscopy Sciences®-) durante
25 minutos a temperatura ambiente. Alternativamente se pueden fijar
con MetOH al 100 % durante 2 min a -20°C (permeabilizando a la
vez).
Incubacion en PBS-Glicina 0.5%-saponina 0.05%, durante 5 minutos
a temperatura ambiente. Alternativamente se pueden incubar las

células en presencia de NH4Cl 50 mM durante 5 minutos.

NOTA: En caso de no requerirse la permeabilizacion de las células se

realiza el proceso de immunocitoquimica en ausencia de saponina.

7)

8)

9)

10)
11)

Bloqueo (20 minutos a temperatura ambiente) en PBS- Glicina 0.5%-
saponina 0.05%-BSA 2%.

Incubacion (1 hora a 37 °C, en camara humeda) con el anticuerpo
primario disuelto en solucion de bloqueo. Por cada cubreobjetos se
preparan 50 ul de la dilucion final.

Lavado (x1) con PBS a temperatura ambiente.

Lavado (2 x 5min) con PBS-Glicina 0.5%-saponina 0.05%.
Incubacion (50 min a 37 °C, en camara humeda) con la solucion de
anticuerpo secundario (en solucién de bloqueo). Antes de afadir a
las células centrifugar la solucién final durante 5 minutos a 13500

rem (microfuga).
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12) Lavados (3 x 3 min) en PBS a temperatura ambiente.
13) Immersion (1 segundo) del cubre en H,O mili Q. Absorver con papel

de filtro el exceso de agua e immediatamente montar en Mowiol®.

FRACCIONAMIENTO CELULAR

El método utilizado (gradiente discontinuo de sacarosa) permite el aislamiento
de fracciones enriquecidas en los compartimentos endociticos temprano vy
tardio (Gorvel JP et al., 1991).

En primer lugar, se deben preparar las siguientes soluciones:

Tampon de homogenizacion (HB): Imidazol 3 mM pH 7.4
Sacarosa 250 mM (8%)

Tampon de Lisis:  HB + (20 uM Leupeptina,1 mM Aprotinina, 1 mM
PMSF)

Sacarosa Pesada: Solucién al 64% en H,0.

Sacarosa 25 %: Imidazol 3 mM pH 7.4
Sacarosa 25 %

Sacarosa 35 %. Imidazol 3 mM pH 7.4
Sacarosa 35%

Las densidades se comprueban con ayuda de un refractometro.
A) Preparacion de la muestra:

1) Cada gradiente se realiza a partir de 30 x 10° células (80-90% de
confluencia).

2) Se lava rapidamente la monocapa con PBS a 4°C.

3) Se resuspende cuidadosamente la monocapa con ayuda de un
scraper, en 5 ml PBS/flascén 150 cm?.
Las células deben mantenerse integras en este punto, por lo que

deben utilizarse puntas o pipetas gruesas. Se recogen las
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4)

o)

6)

suspensiones en falcons y las células se precipitan mediante 5
minutos de centrifugacion suave (500 g).

El precipitado se resuspende (punta gruesa) en tampon HB a 4 °C, y
se centrifuga algo mas rapido (1400 g), durante 10 minutos a 4 °C.
Se descarta el sobrenadante.

Resuspension de las células en Tampdn de Lisis a 4°C. En este
momento se deben lisar las células, homogenizando con ayuda de
una jeringa de 5 ml acoplada a una aguja de 22 G (sin crear
burbujas). Cada 5 emboladas debemos observar la suspension al
microscopio, deteniendo el proceso al observar la mayoria de
nucleos libres de material adherido.

Centrifugar a 1400 g (15 min a 4°C), obteniéndose la fraccibn PNS

(sobrenadante) libre de nucleos.

B) Obtencion y carga del gradiente:

7)
8)

9)

Se utilizan tubos de ultracentrifuga Beckman® y el rotor SW 50.1

Se prepara (a 4 °C) la muestra a una concentracion final del 40.6%
de sacarosa. Para ello se mezcla la fraccion PNS obtenida con un
volumen calculado de sacarosa al 64%, acabandose de ajustar con
ayuda del refractémetro.

El gradiente se obtiene al afadir, comenzando por la base del tubo,
1.2 ml de muestra al 40.6 %, 1.5 ml de solucion sacarosa 35 %, 1 ml
de solucién sacarosa al 25 %, y enrasando a 5 ml con tampoén HB.
Los diferentes tubos deben ser equilibrados en una balanza de

precision.

10) Se centrifugan los tubos durante 1 h a 36000 rpm (120000 g) a 4 °C.

Las g se calculan aplicando la férmula:
RCF (g) = 11.18 xr x (@/1000)?

Donde r se calcula en cmy @ son las rpom.
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C) Coleccion de las fracciones:

11) Se extraen las fracciones (desde arriba) correspondientes a las

interfases 25%-8% (Endosomas tardios o Late) y 35%-25%
(Endosomas Tempranos o Early). La interfase 40.2%-35% contiene

las fracciones de membrana mas pesadas.

12) Cuantificacion de la proteina de las fracciones (Bradford).

13) Se precipitan la proteina de las fracciones con TCA:

-Anadir a la muestra TCA hasta obtener una concentracion final
del 10%.

-Mezclar y dejar 10 minutos en hielo.

-Centrifugar 10 minutos a maxima velocidad (micrifuga).
-Resuspender el precipitado en acetona a -20°C.

-Mezclado con vortex.

-Centrifugacion de 10 minutos a maxima velocidad (microfuga).
-Secar el precipitado a 37 °C. Resuspender en un tampoén con
SDS.

IMMUNOPRECIPITACION

1)

2)

3)

4)

5)
6)

Las células (0.8 x 10°) se siembran en placas de 100 mm &
(Costar®) y se cultivan 36 horas hasta alcanzar un 70-80 % de
confluencia.

Se lavan (x2) las células con Tampon HB (50 mM Tris-150 mM NaCl-
5 mM EDTA, pH 8) a 4 °C.

La monocapa se resuspende en 1 ml de Tampon de Lisis (HB + [5
mM NaF, 20 uM Leupeptina,1 mM Aprotinina, 0.1 mM Na3zVOy4, 0.1%
Triton X-100]) a 4 °C, con ayuda de un scraper.

Homogeneizar la suspension con una aguja de 25 G acoplada a una
jeringa de 5 ml (10 emboladas). Incubar en hielo durante 10 minutos.
Centrifugar a 4 °C durante 5 minutos a 13500 rpm (microfuga).

Recoger sobrenadante en otro tubo y centrifugar de igual modo.
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7) Incubar, a 4 °C en agitacion orbital, 450 ug (=450ul) del sobrenadante
con 1 ug del anticuerpo, durante 2 horas-O/N.

8) Afadir 40 ul de proteina A/G-Sepharosa (Pierce ©) e incubar en las
mismas condiciones durante 1 hora.

9) Centrifugar 30 segundos a 14000 rpm (microfuga) para precipitar las
bolas de agarosa. La fraccion no unida (sobrenadante) se recoge
como control del ensayo.

10) Lavar (x3) el precipitado, durante 5 minutos en agitacion orbital, con
1 ml de Tampon HB a 4 °C.

11) Anadir al precipitado 40 ul de tampdn de muestra 2x.

12) La presencia de SDS en el tampdn de muestras y el hervido de las
mismas desnaturalizara las immunoglobulinas, hecho que debe ser
considerado para el analisis por western blot (técnica en la que es
recomendable, ademas, la utilizacion de un segundo anticuerpo

contra la proteina generado en una especie distinta).

ENSAYO DE ACTIVIDAD RAF

Este protocolo deriva del descrito anteriormente (Marais R et al., 1995).

Tampon de Lisis:
20 mM Tris-HCI, pH 7.5
2 mM EDTA
100 mM NaCl
5 mM MgCl;
1 % (v/v) Triton X-100
10 % (v/v) Glicerol
0.5 % B-Mercaptoetanol

Tampones de Lavado (TL):
TL1: TL3 + 1 M KCI
TL2: TL3 + 0.1 M KCI
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TL3: 30 mM Tris
0.1 mM EDTA
0.3 % PB-Mercaptoetanol
10 % Gilicerol
0.1 % Triton X-100
5 mM NaF
0.2 mM NazVOq

Tampon MEK:
30 mM Tris pH 7.5
0.1 mM EDTA
0.3 % B-Mercaptoetanol (v/v)
0.1 % Triton X-100 (v/v)
10 mM MgCl,
5 mM NaF
0.2 mM NazVOq
0.8 mM ATP
6.5 ug/ml GST-MEK
100 pg/ml GST-ERK
Tampon Kill:
30 mM Tris-HCI pH 7.5
6 mM EDTA
0.3 % B-Mercaptoetanol (v/v)
0.1 % Triton X-100 (v/v)
5 mM NaF
0.2 mM Na3zVOq4
Tampon MBP:
50 mM Tris-HCIl pH 7.5
0.1 mM EDTA
0.3 % B-Mercaptoetanol (v/v)
0.1 % Triton X-100 (v/v)
10 mM MgCl,
5 mM NaF
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0.2 mM NazVO4

500 ug/ml Myelin Basic Protein
0.1 mM ATP

2 mg/ml BSA

50 uCi/ml [y-**P]-ATP

A) Obtencion de los lisados celulares:

1)

Las células (0.8 x 10°) se siembran en placas de 100 mm & y se
cultivan a 37 °C y 5 % de CO; durante 24-36 horas. Anteriormente
a cada ensayo las células se deprivan durante 12 horas en medio
sin FCS.

Después de activar la sefalizacién con el estimulo deseado (ver
Tratamientos), la monocapa se lava (x2) rapido con PBS, se aspira
y se afiaden 500 ul/placa de Tampon de Lisis a 4 °C.

Se resuspenden las células con ayuda de un scraper y la
suspension se centrifuga a 13500 rpm (microfuga) durante 5
minutos a 4 °C.

Se cuantifica la proteina del sobrenadante (Bradford).

Cada ensayo requiere de 400 a 900 ug de proteina.

B) Immunoprecipitacion de Raf-1:

6)

Conjugacién, por cada muestra, de 25 ul de proteina G-Sepharosa
(Sigma®) y 2.5 ug de anti-Raf-1 (Transduction Labs R19120), en un
volumen de 150 ul (enrasado con PBS), durante 12 horas a 4 °C y
en agitacion orbital.

Se lava el conjugado (x2) con PBS, y se afiade al precipitado la
cantidad indicada del lisado celular.

Se incuba durante 2 horas a 4 °C en agitacion orbital.

Se realizan tres lavados del precipitado (pulso 10 segundos) con

los tampones de lavado TL1 > TL2 > TL3 (fuerza idnica
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decreciente). La ultima centrifugaciéon (90” a 13500 rpm) permite

aspirar completamente el sobrenadante.

C) Ensayo kinasa:

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

Anadir 20 pl de tampdén MEK a cada muestra e incubar 30 min a 30
°C. El control de background se realiza con 20 pyl de Tampdn de
Lisis mas el tampon MEK.

Después de la incubacion, parar la reaccion anadiendo 20 ul de
Tampodn Kill y dejar en hielo.

Centrifugar 4 min a 13500 rpm a 4 °C.

Recoger 24 pl del sobrenadante. A partir de éste, pipetear
triplicados de 6 pl cada uno (como control del paso final). Dejar en
hielo.

Se afiaden 24 pl de tampdén MBP a cada punto e incubar durante
15 min a 30 °C.

Afadir 24 pl de la mezcla incubada a filtros P-81 Millipore® (3x3
cm) e inmediatamente lavar (3 x 20 min) en 75 mM de acido
ortofosforico (en un recipiente con un agitador magnético).

Anadir cada filtro a un vial con 4 ml de liquido de centelleo y contar

la radiactividad (contador de centelleo).

ENSAYOS DE BINDING DE '*|-HDL

El protocolo descrito deriva del publicado anteriormente (Biesbroeck R et al.,
1983; Oram JF et al., 1983).

Este ensayo requiere que la monocapa de células sea homogénea y la

confluencia total, ya que se pretende exponer una superficie de membrana

equivalente y reducir al maximo la union inespecifica de la particula radiactiva

al plastico de cultivo.

En los ensayos descritos en el presente trabajo se utilizé '*°I-HDL3 (134000

cpm/pl; 1.0 pg/ul) y HDL3 (5.69 pg/ul) como ligando no-radiactivo.
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1)

2)

3)

4)
5)

6)
7)

8)
9)

10)
11)
12)

Células CHO-WT o CHO-AnxA6 se siembran por cuadruplicado
(placas 12-pozos) y mantienen 24 horas (37 °C, 5% CO;) en
presencia de medio HAM’s F-12-10 % FCS.
Deprivar el cultivo durante 8-12 horas en medio HAM’s F-12-0.5 %
FCS.
Pretratamiento -/+ 2 % Ciclodextrina en 0.5 % FCS Ham’s F-12,
durante 45 minutos a 37 °C.
Enfriar las células en hielo durante 15 minutos.
Preparar las soluciones requeridas para el ensayo (a 4°C):
o  Solucién 1 ("®°I-HDL3 10 pg/ml)
9900 pl 2 mg/ml BSA en Ham’s F-12-0% FCS
100 pl *°I-HDL;
o  Solucién 2 ("°-HDL3 + 50 veces HDLs)

9021 pl 2 mg/ml BSA en Ham’s F-12-0% FCS

879 pl HDL;

100 pl *°I-HDL;
Lavar cuidadosamente la monocapa con PBS a 4 °C (2 ml/pozo).
Incubar las células con 500 ul de Soluciéon 1 6 2, durante 2 h en
hielo.
Recoger cuidadosamente el sobrenadante.
Realizar 2 lavados rapidos de la monocapa con PBS-2mg/ml BSA
a4 °C.
Lavar dos veces (10 minutos/lavado) con PBS-2mg/ml BSA a 4 °C.
Lavado rapido (x2) con PBS frio.
Lisar las células con 1 ml de 0.1 N NaOH en ligera agitacion

durante 30 min a temperatura ambiente.

NOTA: Se asume que a 4 °C la internalizacion es negligible,

13)

14)

equiparando la radiactividad total del lisado a la proveniente de la
unién a superficie.

Pipetear 1 ml de lisado en viales conteniendo 3 ml de liquido de
centelleo.

Guardar una 50 pl de lisado para la cuantificacion de proteina
(método Bradford, diluir patrén en 0.1 N NaOH).
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15) La unidn especifica se obtiene al restar, de la unién en presencia

de Solucion 1 (union total), la unidn en presencia de Solucion 2

(union no-saturable = inespecifica).

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION

Se requiere 1 flascdn de 150 cm? para cada bloque de resina.

1)

La monocapa de células (80-90 % de confluencia) se fija en
Tampén de Fijacion (3 % glutaraldehido-0.1 M cacodilato
sodico/HCl pH 7.3-sucrosa 0.05 M) durante 2 h 30 min a
temperatura ambiente.
Se lava (3 x 20 min) con cacodilato sédico 0.1 M, en ligera
agitacién a temperatura ambiente.
Se anade nuevo Tampodn de Fijacion (4 ml) y se resuspende la
monocapa con ayuda de un scraper.
Se centrifuga a 500 g durante 5 min para precipitar las células, se
descarta el sobrenadante.
Osmificacion: el precipitado se incuba, a 4 °C, en presencia de 1.5
% tetroxido de osmio-0.7 % ferrocianato potasico-0.1 M cacodilato
sédico, durante 1.5-2 h. Este paso y los siguientes deben realizarse
en una campana de flujo laminar y en oscuridad.
Lavar (3 x 20 min) con cacodilato sddico 0.1 M a temperatura
ambiente.
Deshidratacion: se realizan lavados, en oscuridad y agitacion orbital
suave, con concentraciones crecientes de acetona (o EtOH)
disuelta en cacodilato sédico 0.1 M, a temperatura ambiente.

1 %15 min 50 % acetona

2x 15 min 70 % acetona

3 x 15 min 80 % acetona

3 x 15 min 90 % acetona

3 x 15 min 96 % acetona

3 x 15 min 100 % acetona
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Inclusion: Se utiliza resina epoxy de baja viscosidad SPURR. Se
prepara una mezcla con los siguientes componentes; por cada
eppendorf:

25gERL

1.5g DER

6.5 g NSA

0.1 g DMAE

0.2 g DBP
Se resuspende el precipitado de forma sucesiva en las siguientes
combinaciones de disolvente (EtOH o Acetona) y resina SPURR:

Resina : Disolvente

1 3 1 h temperatura ambiente
2 2 1 h temperatura ambiente
1 3 1 h temperatura ambiente
0 4 1 h temperatura ambiente
0 : 4 1 h temperatura ambiente

10) Se recoge el precipitado (lo mas concentrado posible) con una

11)
12)

13)

14)

15)
16)

17)

pipeta con punta cortada y se deposita en el fondo del molde,
rellenando el resto (sin remover) con resina pura.

Se deja polimerizar O/N a 60 °C.

Se corta el bloque con el ultramicrétomo, y después de recoger
cuidadosamente los cortes, éstos se depositan en rejillas de cobre.
Contraste de los cortes con 2 % acetato de uranilo (filtrado),
durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Jet wash (lavado rapido con un flujo paralelo a la rejilla), con H,O
durante 10 segundos.

Dejar secar sobre papel de filtro.

Incubar las rejillas durante 3-5 min a temperatura ambiente con
citrato de plomo (reactivo de Reynolds). Para prevenir la formacién
de precipitados de carbonato de plomo, la incubacion se realiza en
una placa de petri tapada conteniendo pastillas de NaOH.

Jet wash con H;O. Dejar secar y observar.
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TRATAMIENTOS Y MARCADORES

Tratamientos:

-U18666A: Inhibe el trafico de colesterol entre el compartimento endocitico
tardio y los lisosomas (Kobayashi T et al., 1999; Liscum L and Faust JR, 1989).
Se anade al medio de cultivo, en presencia de 5 % FCS, a una concentracién
final de 2-10 ug/ml, y se incuba un minimo de 10 horas a 37 °C y 5 % de CO..
-Digitonina: Detergente que secuestra el colesterol de las membranas. In-vivo,
se afiade al medio de cultivo a una concentracion de 5 ug/ml y se incuba
durante 10 horas (37 °C, 5 % COy). En el tratamiento de fracciones in-vitro, se
incuba a 4 °C durante 30 minutos.

-TPA: Ester de forbol, también denominado PMA, que activa al enzima PKC, en
concreto a los isoenzimas PKC "tipicas" y "novel". El tratamiento prolongado
induce, por el contrario, la down-regulacion de los enzimas activados (Webb BL
et al., 2000). Para activar al enzima se utiliza a una concentracion de 100 nM
durante 2 minutos a 37 °C. Para inducir down-regulaciéon, se emplea una
concentracion de 500 nM durante al menos 10 horas (37 °C, 5 % CO,).

-PDGF: Factor de crecimiento que activa de forma potente a Ras y a la
cascada de MAPKSs, a través del receptores tirosina kinasa. Se incuban con 10
ng/ml células deprivadas de suero O/N, durante 3 min a 37 °Cy 5 % COa..
-HDL ;. Para la activacion de Ras y las MAPKs se incuban las células
(deprivadas de suero O/N) durante 3 minutos con 40 ug/ml (37 °C, 5% CO,).
-Toxina Pertussis: Utilizada para inhibir a la subunidad G; de las proteinas G
heterotriméricas. Se afiade al medio de cultivo a una concentracion de 0.1
ug/mly se incuba durante 10 h, a 37 °Cy 5 % CO..

-Deprivacion de suero: Se extraen los factores de crecimiento para disminuir
al minimo los niveles basales de activacion proliferativa. Para ello se requiere
incubar las células durante 10 horas (37 °C, 5% CO2) en medio carente de
FCS. Esta deprivacion se puede combinar con el tratamiento prolongado con
TPA 'y Toxina pertussis.

-f-metil-Ciclodextrina: Extrae el colesterol de las caveolas. Se utiliza para

inhibir especificamente la sefializacién de la isoforma H-Ras (Roy S et al.,
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1999). De forma previa a la activacion se incuban las células durante 45-60
minutos con un 2 % de ciclodextrina en el medio de cultivo (37 °C, 5% CO.).
-Wortmannina: Inhibe la sefalizacién de la PI3K. De forma previa a la
activacion se incuban las células 30 minutos con 5 uM wortmannina disuelta en
el medio de cultivo (37 °C, 5% CGy).

-Anti SR-BI (KKB.1): El tratamiento in-vivo con este antisuero bloquea la unién
de las HDL al receptor SR-B1 (Gu X et al., 2000). Las placas se enfrian en
hielo y se afade el antisuero al medio de cultivo a una concentracion de 50
ug/ml, incubando las células durante 45 minutos a 4 °C. Las células se lavan a
continuacion con medio a 37 °C de forma previa a la activacion con HDL;.
-W13: Inhibidor especifico de la calmodulina. Su analogo no activo, el W12, se
utiliza como control. Esta familia de inhibidores inducen, ademas, incrementos
transitorios de calcio intracelular, posiblemente al liberar el cation de los
compartimentos intracelulares (Watanabe H. et al., 1999). En el presente
trabajo, se utiliza a 10 pug/ml en medio de cultivo DMEM-Hepes-0.1%BSA,
incrementando el calcio en apenas 30 segundos.

-lonomicina: lonéforo potente que genera un incremento de calcio sostenido al
inducir la aparicién de poros en la membrana plasmatica, con la subsiguiente
entrada del ion extracelular. A”hadido a una concentracion de 1 uM en el medio

de cultivo (37 °C, 5% CO,), ejerce dicho efecto en pocos segundos.

Marcadores in-vivo:

-Toxina colérica (subunidad B): La CTB, conjugada a un fluoréforo, se utiliza
como marcador de lipid rafts, al unirse especificamente a la porcion glucidica
del gangliésido GM¢ (Parton RG, 1994). Las células se incuban durante 2
minutos con 10 pg/ml de CTB-Alexa 594 en medio DMEM-Hepes-0 %FCS-
0.1%BSA, de forma previa a su activacion (e.g. con W13).

-HDL 5-Cy3: Fraccién de lipoproteinas cuya proteina se ha conjugado con Cy3
(conjugacién descrita en otro apartado). Las células deprivadas se incuban con
HDL3-Cy3 50 pg/ml diluidas en medio de cultivo (con un 0% de FCS y 0.1 %

BSA), durante 1 hora a 4 °C, de forma previa a la fijacion.
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-EGF-TRITC: Ligando del EGFR internalizado en vesiculas recubiertas de
clatrina, utilizado como marcador del receptor (union durante 45 min a 4 °C en
DMEM-Hepes-0 % FCS-0.1% BSA) o de endosomas (15 minutos a 37 °C) a
una concentracion de 200 ng/ml.

-Transferrina-TRITC: Marcador de compartimento de reciclaje. Para ello, la
internalizacidon mediada por receptor se realiza a una concentracion de 50
ug/ml en medio DMEM-Hepes-0 % FCS-0.1% BSA, encontrandose en
compartimento de reciclaje a los 15-30 minutos.

-Dextrano-FITC: Marcador de endocitosis de fase fluida al ser internalizado por
pinocitosis. De 5 a 10 mg/ml, disuelto, justo antes de su utilizacion, en medio de
cultivo. Se incuba con las células por espacio de 10 minutos.

-Fluo4-AM: Fluordforo no-radiométrico que permite monitorizar las oscilaciones
de calcio intracelular. Se cargan las células con una solucion 2 uM junto con
detergente Pluronic al 0.02% en medio DMEM-Hepes, durante 30-45 minutos a
temperatura ambiente. Se lavan (x3) las células y se realiza el ensayo a 35-
37°C en DMEM-Hepes-0% FCS-0.1% BSA.

Marcadores post-fijacion:

-Faloidina-TRITC: Marcador de F-actina. Disuelta en DMSO, se incuba junto
con la solucion de anticuerpo secundario (45 min a 37 °C) a una concentracion
de 10-30 pg/ml.

-Filipina: Altera la estructura de las caveolas, al unirse al colesterol. Gracias a
su elevada autofluorescencia en el canal UV, se utiliza como marcador del
colesterol libre celular. Se prepara un stock a 5 mg/ml en DMSO y se mantiene
congelado a -80 °C y preservado de la luz hasta su utilizacién. Se incuba junto
con la solucién de anticuerpo secundario a dilucion 1/20.

-loduro de Propidio: Agente interalante utilizado en los estudios de ciclo
celular. La autofluorescencia detectada en el canal rojo es proporcional a la
cantidad de DNA (permitiendo discriminar entre estadios n, 2n 6 4n). Se utiliza,
en células fijadas con MetOH 70%, a 50 ug/ml junto con 200 ug/ml de RNAsa

(libre de DNAsa) en PBS, durante 10 min a temperatura ambiente.
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TABLA DE ANTICUERPOS

Caracteristicas de los anticuerpos utilizados:

(de izquierda a derecha)

-antigeno/molécula reconocida
-huésped immunizado

-tipo

-origen

-especies probadas que reconoce
-nomenclatura

-dilucién immunofluorescencia
-dilucién immunoprecipitacion
-dilucion western blot

-dilucién bloqueo
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purificado por columna

anexina . . UKE rata . . 1/50-
A6 oveja de aflpldgd con (T. Grewal) hamster sheep anti-anexina A6 1/100 1/100 1/500
péptido
anexina rata anti GST-anexina A6 1/100 1/100 1/500
A6 hamster
a“i’g”a ? anti-anexina A6 (#708)
ani)élna ? anti-anexina A6 (#709)
anexina conejo antisuero Univ.Barcelona (C. Enrich) | hamster
A6 raton anti-anexina A6 (#712) 1/1000
rata
anexina hamster
A6 raton anti-anexina A6 (#713) 1/1000
rata
anexina Inmunoglobulinas Transduction Labs humano anti-anexina A6 1/3000
A6 purificadas monoclonal (A30120)
anexina . sobrenadante de Univ. Munster . .
A2 ratén hibridoma (V. Gerke) hamster anti anexina A2 (HH7) 110 1/100 1/1000
. . hamster
LBPA sobrgngdante de Univ. Ginebra rata anti-LBPA 110
hibridoma (J. Gruenberg)
mono
hamster
SR-BI/I antisuero Abcam raton anti SR-BI (ab3) 1/1000 1/1000
rata
_ conejo o — K.Kozarski-M.Krieger anti SR-BI (KKB.1)
SR-BI/I puriicada proteina A 6 raton 1/500 | 1/100 1/500
P Abcam anti-SR-BI (ab3811)
pan Ras raton Oncogene h;rgﬁ’fr OP 40 anti-panRas (ab3) 1/100 1/100
H-Ras conejo hamster anti H-Ras (sc 520) 1/50 1/100 1/100
N-Ras immunoglobulinas hamster anti N-Ras (sc 31) 1100 | 1/100
purificadas
ratén Santa Cruz
K-Ras hamster anti K-Ras (sc 30) 1/100 1/100




Clathrin Heavy . sobrenadante F.M.Brodsky JCB 101: 2047-
Chain raton hibridoma 2054 (1985) hamster X-22 17150
GAP120 raton immunogobulinas Upstate Biotechnology | 1, mster anti-GAP 1/150
purificadas #05-178
EEA-1 raton 'mmp”u'}gﬁ:'gg;‘g”as mono anti-EEA-1 1/100
: : Transduction Labs
GM130 ratén immunoglobulinas hamster GM130 1/30 1/250
purificadas humano
actina raton |nmungg|obullnas ICN Pharmaceuticals hamster anti-actina 1/500
purificadas
inmunoglobulinas hamster 1/400-
caveolina-1 conejo g Transduction Labs rata rbTL (C13630) 1/800 1/100 1/1000
purificadas humano
caveolina-1 raton |nmungg|obullnas Zymed Labs hamster moZy (03-6000) 1/25
purificadas
P- AUPKB conejo inmunoglobulinas New England Biolabs | hamster P-Akt 1/1000
ser purificadas
P-Mek 1/2 raton inmunoglobulinas Cell Signaling hamster anti-P-MEK 1/500
purificadas mono
P-Erk 1/2 conejo inmunoglobulinas Cell Signaling # 9101 hamster anti-P-MAPK 1/500
purificadas mono
P-Marcks conejo inmunoglobulinas Cell Signaling # 2741 mono anti-P-Marcks 1/500
ser'®1%6 g purificadas gnaling hamster
. inmunoglobulinas . hamster .
PKC,, raton purificadas Transduction Labs anti-PKC,, 1/50 1/500
. inmunoglobulinas . hamster .
PKC, raton purificadas Transduction Labs anti-PKC, 1/500
. inmunoglobulinas . hamster .
PKCs raton purificadas Transduction Labs humano anti-PKC; (P36520) 1/500
c-Raf ratén |mmun99|obullnas Transduction Labs hamster anti-raf-1 (R19120) 1/50 1/1000
purificadas mono






