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Resumen

La obesidad es una enfermedad de etiologfa multifactorial en la que intervienen
factores genéticos y ambientales. En la actualidad constituye un serio problema de salud a
nivel mundial debido al aumento del numero de personas obesas y con sobrepeso tanto en
los pafses desarrollados como en los pafses en vias de desarrollo. La obesidad se define
como una acumulacién excesiva de tejido adiposo debido a una alteracion del balance entre
la ingesta de alimento y el gasto energético y es una importante causa de morbilidad y
mortalidad, porque supone un factor de riesgo en el desarrollo de patologias como la
insulino-resistencia, la diabetes tipo 2 y la enfermedad cardiovascular, entre otras. El tejido
adiposo se ha considerado durante décadas un tejido pasivo con la tnica funcién de
almacenar grasas; sin embargo, hoy dia, se reconoce como un importante 6rgano endocrino
secretor de multiples moléculas, entre ellas factores inflamatorios, que actian localmente o
en otros 6rganos como el cerebro, el pancreas o el higado. Los seres humanos presentan
dos depésitos grasos mayoritarios, el visceral y el subcutaneo. Con el fin de ahondar en el
conocimiento de la biologia del tejido adiposo en obesidad, en este trabajo de Tesis
Doctoral se describe la identificacion de proteinas diferencialmente expresadas en los dos
depositos grasos, asi como proteinas reguladas en pacientes afectados por esta patologia.
Estos estudios se han realizado utilizando herramientas de Proteémica basadas en
electroforesis bidimensional diferencial y espectrometria de masas. La investigacion
protedémica en los dos depositos grasos ha subrayado una mayor actividad metabélica y un
perfil inflamatorio mas acentuado en el tejido adiposo omental con respecto al subcutaneo.
Asimismo, el estudio comparativo de los proteomas entre individuos obesos y no-obesos
ha destacado un perfil metabolico ralentizado en el tejido adiposo omental en obesidad, asi
como una sobre-expresion de proteinas relacionadas con cambios estructurales de las
células en los individuos obesos. Varias de las proteinas identificadas se han estudiado mas
detalladamente utilizando otras estrategias con el fin de investigar su implicaciéon en la
patologia. En particular, dos proteinas que no habfan sido con anterioridad relacionadas
con obesidad, la aminoacilasa 1 (ACY-1) y la transketolasa (TKT), podrian desempefiar una
funcién relevante en el tejido adiposo omental en obesidad. Por dltimo, re-analizando los
datos de estos estudios proteémicos se han identificado proteinas de referencia en los
depositos omental y subcutaneo que podran ser empleadas en futuros analisis de expresion

proteica en obesidad.



Summary

Odbesity is recognized as one of the most important public health problems facing the world today.
Prevalence is growing exponentially worldwide, both in developed and developing countries. An increased
intake of energy-dense foods, especially when combined with reduced physical activity, surely contributes to
this bigh prevalence. Obesity is defined medically as a state of increased adipose tissue of such magnitude to
produce adverse health consequences. Obese subjects have an increased risk of suffering insulin resistance,
type 2 diabetes and cardiovascular disease, among others. Previously considered an inert depot, fat is now
regarded as a key, highly active and versatile organ with many important physiological and pathological
roles. Most of the adipose tissue functions are carried ont via molecules secreted by fat cells, capable of acting
locally and in many non-adipose tissues, such as muscle, liver and stomach tissues, as well as nervous,
immune and vascular systems. In humans, the adipose tissue is mainly shown in two compartments, the
subcutaneons and the visceral fat depots. Numerous methods have been developed to study the adipose tissue,
among them, Proteomics. Proteomics is the large-scale study of proteins in disease-related processes, at the
whole cell or tissue level, and even in subcellular structures and in biological fluids. This approach has been
used in this Thesis and several comparative proteomic studies have been performed (based on 2D-DIGE
and MS), currently considered pioneers in the field of obesity. In a first study the subcutaneous and omental
adipose tissue proteomes were compared highlighting the elevated metabolic activity and the higher
inflammatory profile of the omental versus the subcutaneous fat; in a second study the omental adipose tissue
from obese and non-obese subjects was compared underlining a clear distinctive proteomic pattern between the
two group of individuals which underscore a reduced metabolic activity, together with morphological and
structural cell changes in the obese fat. A few proteins have been deeply studied using different strategies to
uncover their implication in obesity. Two proteins, transketolase (IKT) and aminoacylase-1 (ACY-1)
represent newly described molecules with a possible role in the pathophysiology of obesity. Lastly, to uncover
adipose tissue proteins equally expressed either in omental and subcutaneous fat depots or in omental fat
[from non-obese and obese individuals, the data from the proteomic studies were re-analyzed. In this way we
have identified, for the first time to our knowledge, proper reference proteins to be used in expression studies

in obesity.
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Estudio Proteémico del Tejido Adiposo Humano

Una gran parte de la sociedad actual considera que la obesidad es un simple defecto
estético; sin embargo, mas alla de afectar negativamente a los actuales canones de belleza, la
obesidad aumenta el riesgo de sufrir toda una serie de patologias, desde sindrome de apnea
de suefio hasta determinados tipos de cancer (Calle and Kaaks, 2004, Renehan et al., 2008).
Es una condicién propia de naciones desarrolladas o en vias de desarrollo, en definitiva de
ambientes en los que se combinan las comidas hipercaléricas y la baja actividad fisica. La
obesidad esta alcanzando proporciones epidémicas en muchas partes del globo por lo que
se esta convirtiendo en uno de los principales problemas de salud mundiales. En las zonas
donde se observan las mayores frecuencias de obesidad, Norte América y Europa (Haslam
and James, 2005), este fendmeno esta afectando cada vez en mayor medida a nifios
(Daniels et al., 2009); por tanto, el actual problema de la obesidad a nivel mundial no ha
hecho mas que empezar y si no somos capaces de detener los actuales habitos, la obesidad
afectard a un nimero mayor de personas.

La obesidad se define como una acumulaciéon desmesurada de tejido adiposo
derivada de una alteracion del balance entre ingesta y gasto de energfa, ademas se considera
una enfermedad multifactorial en la que muchos genes interaccionan entre si, con la edad y
con el ambiente. La obesidad se mide en términos de indice de masa corporal (IMC) el cual
se expresa como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la altura en metros, se
considera que una persona tiene obesidad cuando su IMC esta por encima de 30 (Tabla 1).
Este indice no es una medida completamente fiable a la hora de cuantificar el sobrepeso de
una persona, por este motivo también se emplean el perimetro de cintura y la relacién
cintura/cadera para determinar como es la acumulacion de grasa desde el punto de vista
anatomico. Estas relaciones permiten determinar la mayor o menor probabilidad que tiene
una persona de sufrir enfermedades asociadas a obesidad (Qiao and Nyamdorj, 2010). Los
umbrales por encima de los cuales se incrementa el riesgo de sufrir complicaciones
metabolicas para las mujeres son: un perimetro de cintura superior a 80 cm y una relacién
cintura/cadera por encima de 0,8, y para los hombres un petimetro de cintura por encima

de 94 cm y una relacion cintura/cadera por encima de 1,0 (Welborn and Dhaliwal, 2007).

Tabla 1: Relacién entre el IMC y el grado de obesidad.

IMC (kg/m?) Grado de obesidad
Menor de 18 Malnutricion
Entre 18 y 25 Normo peso
Entre 25y 30 Sobrepeso

14



Introducciéon

IMC (kg/m?) Grado de obesidad
Entre 30y 35 Obesidad de tipo 1
Entre 35y 40 Obesidad de tipo 2
Mayor de 40 Obesidad de tipo 3 o mérbida

Tradicionalmente no se ha prestado mucha atencién al estudio del tejido adiposo
debido a que éste era considerado un 6rgano encargado de almacenar el exceso de energia
en forma de grasas. Sin embargo, los descubrimientos en 1987 de que el tejido adiposo
desempefiaba un papel clave en el metabolismo de las hormonas sexuales esteroideas
(Siiteri, 1987), y de la menor produccién de adipsina en ratones obesos (Flier et al., 1987),
prepararon el terreno para cambiar la mentalidad cientifica. En 1994 el descubrimiento de
la leptina estableci6 que el tejido adiposo actuaba como un o6rgano endocrino que
intervenfa en la homeostasis energética (Zhang et al., 1994). A partir de ahi se han
descubierto una serie de factores hormonales derivados del tejido graso que median en la
sefializaciéon de numerosos procesos entre ellos la homeostasis energética, la regulacion de

la presion sanguinea, la funcién inmune, la funcién reproductora, la masa 6sea, etc.

1.1. Distribucion y organizacion del tejido adiposo

Hay dos tipos de tejido adiposo, el tejido adiposo marrén (o grasa parda) y el tejido
adiposo blanco. La principal funcién descrita hasta el momento para la grasa parda es la de
generar calor, revisado en (Ravussin and Galgani, 2010), gracias a la proteina de la
membrana interna mitocondrial wncoupling protein-1 (UCP-1) que disipa el gradiente
electroquimico en forma de calor. El tejido adiposo marrén aparece dnicamente en
mamiferos y es especialmente abundante en los recién nacidos ya que les permite mantener
el calor corporal al pasar del vientre de la madre, donde la temperatura es 6ptima, al
exterior, donde la temperatura puede llegar a ser bastante baja. Los adipocitos marrones
presentan multiples gotas lipidicas y numerosas mitocondrias circulares de gran tamafio que
confieren una cierta tonalidad oscura, que es lo que da el nombre a este tejido. Con el
desarrollo, el tejido adiposo marrén va desapareciendo e incluso se llegd a pensar que
desaparecia por completo. Se ha descubierto, sin embargo, que en los adultos se encuentran
algunos acumulos de tejido adiposo marrén muy escasos y dispersos (Virtanen et al., 2009).

En general, cuando se cita el tejido adiposo se hace referencia al tejido adiposo
blanco, que es el que esta implicado en la obesidad, y por tanto a él nos referimos cuando

hablamos de tejido adiposo en este texto. A diferencia de la grasa parda los adipocitos del
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tejido adiposo blanco presentan una unica gota lipidica que ocupa la mayor parte del
citoplasma. El tejido adiposo es un 6rgano extraordinariamente heterogéneo en cuanto a su
composicion y a su distribucion corporal. Ademas de los adipocitos, el tejido adiposo esta
compuesto de una matriz de tejido conectivo, tejido nervioso, células del sistema inmune y
vasos (Frayn et al., 2003). Se diferencian dos depositos principales de tejido adiposo: el
deposito subcutaneo correspondiente al tejido adiposo que se localiza bajo la piel, y el
depdsito intraperitoneal, que se localiza dentro de la cavidad peritoneal donde se encuentra
el tejido adiposo visceral. Hay dos tipos de tejido adiposo visceral: el mesentérico y el
omental (Marin et al., 1992). El primero se encuentra envolviendo al intestino, el segundo
consiste en una especie de delantal que se extiende desde la parte inferior del estomago
recubriendo el abdomen y es el que normalmente se emplea en el estudio de la grasa
visceral. Hace tiempo que se sabe que el tejido adiposo visceral y el subcutaneo presentan
numerosas diferencias anatomicas, celulares y moleculares (Montague and O'Rahilly, 2000,
Wajchenberg, 2000); por ejemplo, la irrigacion de ambos tejidos es diferente (Bjorntorp,
1990), y los niveles de RNA mensajero (mRNA) de leptina en el tejido adiposo subcutaneo
estan incrementados respecto del visceral (Montague et al., 1997). Estos tejidos también
son diferentes en cuanto a la capacidad de movilizacioén de 4cidos grasos, la grasa omental
es mas sensible a los efectos lipoliticos de las catecolaminas y menos sensible a los efectos
antilipoliticos de la insulina; por tanto, este tejido tiene una mayor capacidad de
movilizacién de acidos grasos que el depdsito subcutaneo (Bjorntorp, 1991, Hellmer et al.,
1992). Adicionalmente hay descritas numerosas diferencias entre el tejido adiposo omental
y subcutaneo referentes a la secrecion de adipoquinas (Fain et al., 2004).

Se diferencian una obesidad periférica que se caracteriza por una acumulacién de
tejido adiposo subcutianeo y es mas frecuente en mujeres. Este tipo de obesidad no se ha
asociado a un mayor riesgo de sufrir patologias asociadas (Snijder et al., 2003). Por otro
lado, la obesidad central o abdominal es mas frecuente en hombres y consiste en una
acumulacién de tejido adiposo visceral. Este tipo de obesidad se ha asociado, mediante
estudios epidemiolégicos, con un mayor riesgo de sufrir enfermedades tales como
resistencia a la insulina, diabetes de tipo II, hipertension, etc. (Fox et al., 2007); sin embargo
no se conoce el mecanismo molecular subyacente. No obstante, se han propuesto algunas
teorfas para explicar tales observaciones.

La teorfa portal propone que la irrigaciéon portal que recibe el higado procedente del
tejido adiposo visceral serfa la responsable de las alteraciones metabdlicas, de manera que

en un estado de obesidad abdominal habria una elevada secreciéon de acidos grasos y
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factores inflamatorios que a través de la vena porta accederfan al higado donde tienen
efectos nocivos sobre su funcion biologica (Rytka et al., 2011). Otra teorfa sugiere que los
adipocitos del tejido adiposo subcutaneo y visceral tienen diferentes propiedades de manera
intrinseca. Se ha descrito que el patrén de expresion génica es muy diferente cuando se
considera tanto el tejido total como los adipocitos y los preadipocitos de los depdsitos
subcutaneo y visceral de ratones y de humanos (Gesta et al., 2000), lo cual apoya la teoria
que propone que ambos tejidos podrian proceder de diferentes linajes durante el desarrollo.
Esta teorfa se ha visto reforzada por experimentos de trasplante de tejido adiposo en
ratones. Mientras que la insercién de tejido subcutaneo desde un donante a una localizacion
visceral de un receptor tiene efectos beneficiosos sobre este ultimo, la insercion de tejido
adiposo visceral desde un donante a una localizacién subcutanea del receptor tiene un

ligero efecto perjudicial (Tran et al., 2008).

1.2. Metabolismo de las grasas en el tejido adiposo

Como tradicionalmente se ha descrito, el tejido adiposo es el principal punto de
almacenaje de energfa en forma de triglicéridos o grasa. Los adipocitos contienen la
maquinaria necesaria para el metabolismo de los lipidos. Llevan a cabo la lipogénesis, la
sintesis de triglicéridos, los cuales una vez sintetizados son almacenados en la gota lipidica;
también realizan la lipdlisis, proceso mediante el cual los triglicéridos son convertidos en
glicerol y en acidos grasos que pasan al torrente sanguineo donde son dirigidos hacia los

tejidos que demandan un aporte de energfa.

1.2.1. Lipogénesis

Las dietas ricas en azucares y grasas propician un aumento de peso debido a que se
favorece la sintesis y deposicion de triglicéridos en el tejido adiposo. Sin embargo, hay una
creencia generalizada en que las dietas ricas en proteinas facilitan una pérdida de peso
porque los aminoacidos no se transforman en grasas; sin embargo, el exceso de proteinas
propicia que los esqueletos carbonados de los aminoacidos se transformen en glucosa, la
cual puede convertirse en grasa.

La lipogénesis es el proceso por el cual se sintetizan triglicéridos o grasas. Ocurre
principalmente en los adipocitos y en el higado. En los adipocitos comienza con la
captaciéon de glucosa mediada por el transportador de glucosa 4 (GLUT4), el cual es
colocado en la membrana plasmatica gracias a la acciéon de la insulina. Ademas, la insulina

también lleva a cabo una induccién de las enzimas implicadas en la lipogénesis (Moustaid et
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al,, 1996). En condiciones de alto aporte energético cuando la actividad del ciclo de Krebs
es maxima se generan altas concentraciones de acido citrico que favorecen:

--La activacion de la enzima acetil-CoA carboxilasa, enzima que regula el flujo de la
sintesis de acidos grasos.

--La inhibicién de la fosfofructosa quinasa, de manera que la glucosa se dirige hacia la
ruta de las pentosas fosfato en detrimento de la ruta glicolitica para permitir la sintesis de
altos niveles de NADPH que son requeridos durante la lipogénesis; ademas el
gliceraldehido-3-fosfato generado en la ruta de las pentosas fosfato entra en la ruta
glicolitica para generar acetil-CoA, que se emplea en la sintesis de acidos grasos (figura 1).

La enzima acetil-CoA carboxilasa junto con la sintasa de acidos grasos llevan a cabo
la sintesis de acidos grasos. A continuacién la enzima acyl-transferasa transfiere de manera
sucesiva 3 acidos grasos hasta el glicerol para generar triacilglicerol, que se almacena en la
gota lipidica del adipocito. Por otro lado, los triglicéridos que genera el higado son dirigidos
hacia el tejido adiposo en forma de apolipoproteinas VLDL. Una vez que llegan al tejido
adiposo, la lipoproteina lipasa permite la captaciéon de los acidos grasos que portan estas
particulas. De esta manera los acidos grasos que proceden del higado se convierten en

triglicéridos en el tejido adiposo para su almacenaje.

Figura 1: Activacion de la lipogénesis en el Rin ADIPOCITO

adipocito. La insulina se une a su receptor (R-

In) y dirige a Glut-4 hacia la membrana
plasmatica, lo que permite la entrada de Glut4 /

NS
glucosa. Cuando los niveles de energia son vy N 2
altos, la glucosa se dirige hacia la ruta de las Ruta Glicolisis
pentosas fosfato, que genera NADPH vy P::,::s
gliceraldehido-3-fosfato. Este ultimo entra en Fostat v
la glucolisis originando acetil CoA que junto -
con el NADPH se emplean para almacenar el
exceso de energia en forma de grasas en el [ LiPoGENESS |
proceso denominado lipogénesis. v ;}i{m

NADPH + gliceraldehido 3 fosfato I

1.2.2. Lipdlisis

La lipdlisis es el proceso mediante el cual los triglicéridos almacenados en la gota
lipidica de los adipocitos se transforman en 3 moléculas de acido graso y una molécula de
glicerol que pasan al torrente sanguineo. En los adipocitos hay una tasa de lipdlisis basal
por la cual los triglicéridos son lisados continuamente. Ademas la lipdlisis esta altamente

regulada por la adrenalina, la noradrenalina y por la insulina. Las catecolaminas se unen en
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la membrana plasmatica de los adipocitos a los receptores B-adrenérgicos y a los a2-
adrenérgicos, mientras que los primeros potencian la lipdlisis los segundos la inhiben. Los
receptores adrenérgicos estan acoplados a proteinas G que modulan la acciéon de la
adenilato ciclasa, ésta sintetiza AMP ciclico (¢AMP) a partir del ATP. El cAMP media en la
activacion de la proteina quinasa A (PKA) que fosforila a la lipasa sensible a hormonas
(HSL) que es la enzima limitante en la lipdlisis. La HSL genera diacilglicerol y
monoacilglicerol a partir de los triglicéridos. El dltimo paso de la lipdlisis se lleva a cabo
por una monoglicérido lipasa (MGL) que rompe el monoacilglicerol en un acido graso y en
glicerol. Este ultimo es liberado al torrente sanguineo a través de una proteina de
membrana denominada aquaporina. El transporte de acidos grasos no esta completamente
descrito aunque se conocen algunas proteinas que median en él como por ejemplo la
caveolina-1 o el CD36/FAT (Abumrad et al., 1993). Una vez en el torrente sanguineo los
acidos grasos son captados por otros tejidos para obtener energfa. La inhibicién de la
lipolisis esta mediada por el receptor a2-adrenérgico acoplado a la proteina Gi y por el
receptor de la insulina. La activaciéon del receptor de la insulina del adipocito lleva a la
activacion de la enzima fosfodiesterasa 3 B que rompe el cAMP lo cual conduce a la

inactivacion de la PKA.

1.3. El tejido adiposo como 6rgano endocrino

Anteriormente se cité que a dia de hoy el tejido adiposo es considerado un 6rgano
endocrino que secreta factores solubles denominados adipoquinas que intervienen en la
regulacion de la homeostasis energética, en la respuesta inmune, en el control de la presion

sanguinea, etc.

1.3.1. Papel del tejido adiposo en la homeostasis energética y secrecion de
leptina

El balance de energfa puede resumirse en la siguiente ecuacion:

energfa incorporada = energfa quemada + energfa almacenada

La leptina es una proteina multifuncional de 16 kDa secretada principalmente por los
adipocitos y es fundamental en la regulacion del balance energético. La secrecion de leptina
es proporcional a la masa de tejido adiposo y al estatus nutricional, actda reprimiendo la
ingesta de alimento y promoviendo el gasto de energia. Los niveles de leptina aumentan
con la ingesta de energfa y disminuyen rapidamente con el ayuno, no obstante, en la

secrecion de leptina influyen toda una serie de factores como la insulina, los
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glucocorticoides, los estrogenos, los andrégenos, los acidos grasos, los agonistas del
receptor activador de la proliferacion de peroxisomas (PPAR-y), etc.

El receptor de leptina es muy abundante en el hipotalamo, sin embargo, también se
halla en numerosos tejidos periféricos a unos niveles mas bajos. La activacion del receptor
de leptina en el hipotalamo promueve la sintesis de la expresion de péptidos anorexigénicos
(aquellos que reprimen el apetito) y reprime la expresion de péptidos orexigénicos (aquellos
que activan el apetito) (revisado en (Spiegelman and Flier, 2001). La leptina actia sobre dos
poblaciones de neuronas del hipotalamo. En una poblaciéon actda reduciendo la expresion
de los neuropéptidos Newropeptide Y (NPY) y Agouti-related peptide (AgRP), los cuales
promueven rutas orexigénicas. La otra poblacion de neuronas co-expresa los péptidos
anorexigénicos, cocaine and amphetamine related transcript (CART) y o-Melanocyte-stinulating
hormone (x-MSH), la leptina lleva a cabo una induccién de la expresion de dichos péptidos.
Se ha descrito que en obesidad hay un estado de resistencia a la leptina (Flier, 2004), de
manera que unos elevados niveles de esta hormona no podrian invertir el balance de
energia. Esto se debe a que el organismo esta disefiado para mantener el mayor tamafio
alcanzado, segtn predice la teorfa de James Neels del “#hriffy gene” (Neel, 1962). Segtun esta
teorfa determinados genes favorecen la deposicion de grasa y el aumento de peso. Estos
genes serfan beneficiosos en las condiciones correspondientes al estilo de vida de los
antepasados del hombre, donde las comidas eran escasas e impredecibles y los periodos de
hambruna frecuentes Sin embargo, hoy dia el estilo de vida es radicalmente distinto, se
hacen varias comidas diarias y la actividad fisica es muy escasa, de manera que esos mismos
genes que antafio fueron beneficiosos para el hombre hoy dia favorecen el desarrollo de la
obesidad.

Por otro lado la leptina tiene numerosos efectos sobre tejidos periféricos tales como
el higado, musculo, hueso, pancreas, etc (revisado en (Margetic et al., 2002). De entre todas
las acciones periféricas de la leptina podriamos destacar: que la administraciéon de leptina
exbgena a ratones ob/ob esteriles corrige la esterilidad (Barash et al., 1996). La leptina
también promueve proliferacion y diferenciacién de células hematopoyéticas, normaliza la
funcién inmune alterada a consecuencia de la malnutricién y acelera la cicatrizacion de
heridas; ademas la leptina mejora la sensibilidad a la insulina del musculo e higado. En el
pancreas la leptina lleva a cabo una inhibicién de la secrecion de insulina, por lo que se

habla de un eje de comunicacién entre tejido adiposo e islotes de Langerhans.
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1.3.2. Adiponectina

Resulta curioso que la adiponectina fuese descubierta entre el ano 1995 y el 1996
simultaneamente por cuatro grupos (Scherer et al., 1995, Hu et al., 1996, Maeda et al., 1996,
Nakano et al., 1996). Es una adipoquina expresada a altas dosis exclusivamente por los
adipocitos y mantiene unos niveles muy elevados en plasma en comparacion con los niveles
que normalmente presentan otras hormonas. La adiponectina es una proteina de 30 kDa
que presenta un dominio globular carboxilo terminal y un dominio amino terminal similar
al colageno que hace que se formen multimeros de esta hormona, de manera que podemos
encontrar trimeros, tetrimeros incluso multimeros de hasta 18 unidades citculando en el
torrente sanguineo. En plasma también podemos encontrar una forma de adiponectina que
solo presenta el dominio globular y se origina como consecuencia de una rotura proteolitica
de la proteina original. Se han descrito dos receptores de adiponectina el AdipoR1 y el
AdipoR2, ambos son muy abundantes en musculo y en el higado (Yamauchi et al., 2003).

Hay establecida una relacién inversa entre los niveles de adiponectina en plasma y
tanto la resistencia a la insulina como los estados inflamatorios. Ademas se han descrito
varios polimorfismos en el gen de la adiponectina que estan asociados con obesidad y con
resistencia a insulina (Chandran et al,, 2003, Diez and Iglesias, 2003). Estos estudios
sugieren que bajos niveles de adiponectina se asocian a la patogénesis de tales alteraciones.
También se ha descrito que los niveles de adiponectina estan inversamente correlacionados

con el indice de masa corporal (Rajala et al., 2003, Banerjee et al., 2004).

1.3.3. Otras adipoquinas liberadas por el tejido adiposo
Hay una gran lista de factores que son liberados por el tejido adiposo que afectan al

metabolismo de una manera u otra, se ha resumido en la tabla 2.

Tabla 2: Algunas adipoquinas producidas en el tejido adiposo y el efecto principal que producen.

Adipoquina Respuesta fisiolégica que promueve
Resisti Promueve resistencia a insulina e incrementa la produccién de glucosa (Banetjee et
s al., 2004)
. Estimula el almacenamiento de triglicéridos e inhibe la lipdlisis (Cianflone et al.,
Adipsin
2003)
Acylation stimulating Estimula la captacion de dcidos grasos, la sintesis de grasas e inhibe la lipdlisis
protein (Cianflone et al., 2003)
Retinol binding protein 4 Promueve resistencia a insulina (Esteve et al., 2009)
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Adipoquina Respuesta fisiologica que promueve
Plasminogen activator Predispone al estado pro-trombdtico asociado a la obesidad (Mertens and Van
inhibitor-1 Gaal, 2002, Juhan-Vague et al., 2003)
Angiotensinogen Incrementa la presién sanguinea (Massiera et al., 2001)

1.4. Estado inflamatorio asociado a la obesidad

Asociada a la obesidad hay una respuesta inflamatoria crénica de bajo grado que esta
caracterizada por una produccion alterada de adipoquinas y por incrementos en marcadores
biolégicos de inflamacién tales como el TNF-a (factor de necrosis tumoral), la IL-6
(interleuquina-6) y la MCP-1 (proteina atrayente de monocitos-1), entre otros factores
(Neels and Olefsky, 2006). Las células responsables de este estado inflamatorio son
principalmente leucocitos y macréfagos, aunque el resto de tipos celulares del tejido
adiposo, también influyen en dicho estado (Weisberg et al, 2003). Los macrofagos
residentes en el tejido adiposo de una persona no obesa se denominan macréfagos M2.
Estos se caracterizan por una expresion incrementada de genes antiinflamatorios (Lumeng
et al., 2007). Sin embargo, la expansion del tejido adiposo con la obesidad esta asociada con
una infiltraciéon de macréfagos M1 procedentes del torrente sanguineo, éstos presentan un
fenotipo pro-inflamatorio y son normalmente reclutados hacia puntos en que hay dafo
tisular. En un estado de obesidad los adipocitos presentan una expresion incrementada de
MCP-1 y CSF-1 (factor estimulador de colonias-1) que podrian ser responsables, al menos
en parte, del reclutamiento de monocitos desde la circulacion hasta el tejido adiposo
(Weisberg et al., 2000).

Como consecuencia de la elevada infiltracién de macréfagos en el tejido adiposo en
obesidad, aparece un aumento en los niveles de una serie de adipoquinas, entre las que cabe
destacar al TNF-o, IL-6, al PAI-1 (inhibidor del activador del plasminégeno-1) y al MCP-1.
Aunque los adipocitos maduros pueden liberar TNF-«, los macréfagos son los principales
responsables de su produccion en el tejido adiposo (Weisberg et al., 2003). Hace tiempo se
publicé que el mRNA del TNF-« estaba incrementado en el tejido adiposo en condiciones
de obesidad (Hotamisligil et al., 1993). Ademas distintos estudios han demostrado que esta
citoquina puede inhibir la sefializacién por insulina (Ruan et al., 2002), motivo por el cual el
TNF-a contribuye al desarrollo de la resistencia a insulina inducida por la obesidad.

La IL-6 es una adipoquina sintetizada por los adipocitos pero su liberacion se debe
mayoritariamente a los macréfagos del tejido adiposo. Es conocido que los niveles en suero

de esta citoquina estan aumentados con la obesidad (Roytblat et al., 2000), ademas esta

22




Introducciéon

incrementada tanto su expresion como su secrecion en el depdsito graso omental respecto
del subcutaneo (Fain et al., 2004), lo cual esta de acuerdo con la peor prognosis de la
obesidad abdominal. También se ha publicado que esta adipoquina disminuye la

seflalizacién mediada por el receptor de insulina (Senn et al., 2003).

1.5. Obesidad y patologias asociadas

La obesidad predispone a sufrir una serie de patologias tanto relacionadas con el
exceso de peso tales como artritis (Felson et al., 1988), trastornos del suefio, discriminacion
social y depresion, como asociadas con los trastornos metabodlicos tales como resistencia a
insulina, enfermedad cardiovascular y cancer, revisado en (Bray, 2004). En este ultimo caso
la relacién a nivel epidemiolégico no deja lugar a dudas, sin embargo, a nivel molecular no
esta clara la conexion entre la obesidad y las patologias asociadas. Todo apunta a que la
alteraciéon en la secreciéon de adipoquinas junto con el estado inflamatorio que sufre el
tejido adiposo en condiciones de obesidad serfan los principales responsables de mediar en
dicha relaciéon, una posible secuencia simplificada de acontecimientos se describe a
continuacion: (Guilherme et al., 2008) Ante una elevada ingesta de calorias se produciria un
aumento de tamafio de los adipocitos que llegado a un determinado umbral cambiarfan su
perfil secretor de una manera radical. Los adipocitos hipertrofiados secretarfan grandes
cantidades de MCP-1 (Sartipy and Loskutoff, 2003) lo que potenciaria el reclutamiento de
macréfagos. Por otro lado, el tejido adiposo en obesidad presenta un estado inflamatorio
en el que se liberan altos de niveles de TNF-a y de interleuquina 1-8 entre otras citoquinas
pro-inflamatorias. La accién de dichas citoquinas consistiria en incrementar la lipdlisis y
reducir el almacenaje de triglicéridos, lo cual llevarfa a unos altos niveles de acidos grasos
libres en sangre que causarfan una acumulacién ectopica de triglicéridos en musculo e
higado. Los ésteres de acido graso-CoA causan alteraciones en el metabolismo de los
tejidos en los que hay acumulaciéon ectopica de acidos grasos porque causan resistencia a

insulina (Unger, 2002).

1.6. Estrés del reticulo endoplasmatico en el tejido adiposo

El reticulo endoplasmatico (RE) es un sistema de endomembranas implicado en el
trafico intracelular de proteinas. Por tanto, posee una maquinaria destinada a mediar en el
plegamiento de los péptidos nacientes, entre los que podemos destacar a la GRP78
(proteina relacionada con glucosa 78), GRP94 (proteina relacionada con glucosa 94),

Calnexina, Calreticulina, etc (Brodsky and Skach, 2011). El estrés del RE se produce
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cuando tiene lugar una acumulacién de proteinas desplegadas en la luz de dicho organulo
por encima de unos valores fisiologicos. Esta acumulacion se produce como consecuencia
de un gran incremento en la sintesis proteica o por una alteraciéon en el mecanismo de
plegamiento de los péptidos en la luz del RE. Cuando hay estrés en el RE se produce una
respuesta denominada respuesta al desplegamiento de proteinas (UPR) y su finalidad es
superar dicho estrés.

En mamiferos hay tres sensores mediante los cuales se activa la ruta UPR, el IRE1-«
(enzima dependiente de inositol), PERK (RINA-dependent protein kinase-like ER kinase) y
ATFG6 (factor activador de la transcripcion 6), estas tres proteinas de la membrana del RE
en condiciones normales estan unidas a GRP78 que las mantiene en su estado inactivo.
Ante un aumento de péptidos desnaturalizados en la luz del RE la GRP78 es secuestrada
por tales péptidos y la disociacién de la GRP78 de los sensores permite que éstos se activen
(Bertolotti et al., 2000). La activacion de PERK hace que se fosforile el eil’2-a (subunidad «
del factor 2 de iniciacién de la traduccién) lo cual inhibe la sintesis proteica. De esta manera
se impide la entrada de nuevos péptidos nacientes en el RE (Harding et al., 2000). La
activacion de IRE1-a permite a su vez la activacion de su actividad ARNasa la cual cataliza
la eliminacién de un intrén en un mRNA que codifica a XBP1 (proteina de union a la caja
X). Asf el XBP1 se convierte en un factor de transcripcion que activa la expresion de genes
implicados en la UPR (Tirasophon et al., 1998). Cuando GRP78 se libera de ATF0, ésta se
transloca al aparato de Golgi donde sufre una protedlisis selectiva por la proteasa del sitio
1, ésto permite la liberacion de la ATFG citosolica que migra al nucleo y activa la expresion
de genes que permitiran superar el estrés en el RE (Haze et al., 1999).

El RE funciona como un sensor de nutrientes, revisado en (Mandl et al., 2009), y en
condiciones de un alto aporte energético, el RE se veria saturado lo cual desencadenaria la
activaciéon de la ruta UPR. Estudios en ratones llevaron a la conclusiéon que en obesidad
esta activada la ruta de UPR (Ozcan et al., 2004). Se ha propuesto que el estrés en el RE
conduce a la respuesta inflamatoria que tiene lugar en la obesidad a través de un
incremento en la actividad de JNK (c-Jun N-terminal quinasa) y de una activacion de NF-

»B (Urano et al., 2000, Hu et al., 2000).

1.7. Estudios gendmicos y protedmicos previos

1.7.1. Estudios de expresion de mRNA en tejido adiposo
Los estudios gendmicos y proteémicos han permitido un gran adelanto en el

conocimiento de las alteraciones que tienen lugar en obesidad, asi como en la relacion entre
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ésta y las patologias asociadas. La aplicacion de wicroarrays de DNA para el estudio de las
alteraciones a nivel de expresiéon génica asociadas a la obesidad ha sido ampliamente
utilizado sobre todo en modelos animales. Uno de los primeros trabajos, utilizé ratones
ob/ob e identific6 a la leptina como regulador de numerosos genes cuya expresion estaba
controlada por el sterol regulatory element-binding protein 1 (SREBP-1). Este es un factor que
regula la transcripciéon de genes del metabolismo de los lipidos, entre otros, los genes
implicados en la sintesis de acidos grasos. Por tanto, en dicho estudio se establecié una
relacion entre los bajos niveles de leptina de ratones obesos y una reduccion en la expresion
de los genes implicados en el metabolismo de los lipidos (Soukas et al., 2000). En humanos
también se ha observado una disminuciéon en la expresion de los genes implicados en
lipogénesis (Dubois et al., 2006, Ortega et al., 2010). En un estudio en que se examind la
expresion génica de ratones delgados, obesos y obesos que habian desarrollado
hiperglucemia a causa de la obesidad se encontr6 una disminucién en la expresion de genes
implicados en el metabolismo energético en los ratones obesos con hiperglucemia. Ademas
se observo una disminucion en la expresion de genes implicados en la diferenciacion del
adipocito asociada a la obesidad (Nadler et al., 2000).

Otro descubrimiento que puso de manifiesto la aplicacion de wicroarrays fue el de la
asociacion del mRNA de la retinol binding protein 4 (RBP4) con la resistencia a insulina. En
este estudio se emplearon dos modelos murinos, en uno se sobre-expresé GLUT-4 y en el
otro se anul6 la expresion de dicho gen. La ausencia de GLUT-4 impedia que el tejido
adiposo actuase como sumidero del exceso de energfa debido a la limitacién en la captacion
de glucosa, lo que generé un fenotipo de resistencia a la insulina, y la sobre-expresion de
RBP4 (Yang et al., 2005).

Las técnicas de microarrays se han aplicado en numerosos estudios utilizando tejido
adiposo humano, algunos se han llevado a cabo para comparar los depodsitos grasos
subcutaneo y omental. A continuacién se describen dos de ellos. Se comparé la expresion
génica de ambos depdsitos en pacientes obesos de sexo masculino, sin diabetes y con
niveles normales de lipidos en sangre y se encontraron diferencias de expresion en las rutas
en las que intervienen los genes HOX, en la ruta Wnt y en los genes CEBPs, lo cual
revelaba diferencias en la adipogénesis. También se hallaron diferencias en la expresion de
factores secretados por el tejido adiposo tales como IL-6 y en genes relacionados con la
actividad lipolitica de ambos depodsitos (Vohl et al,, 2004). En otro estudio hallaron

diferencias de expresion en genes implicados en la diferenciacion del adipocito (van Beek et
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al., 2007) identificando mayores niveles de expresion de FABP4 (fatty acid binding protein 4) y
CD36 en el tejido adiposo subcutaneo.

Asimismo, se han empleado wicroarrays para el estudio de la alteracién inducida por la
obesidad en el tejido adiposo humano. Utilizando biopsias de tejido adiposo subcutineo se
concluy6é que la predisposicion a sufrir obesidad estaba asociada a una reduccién en la
expresion de genes relacionados con el metabolismo de la glucosa, con la biosintesis de
acidos grasos, y con rutas catabdlicas propias de la mitocondria, tales como la beta-
oxidacién, el ciclo de los acidos tricarboxilicos y la cadena de transporte electronico
(Marrades et al., 2010). Recientemente dos publicaciones han estudiado cémo la obesidad
afecta a la expresion génica no soélo del tejido adiposo subcutineo sino también del
omental. En el primero de ellos se emplearon tanto hombres como mujeres y entre otras
conclusiones los autores destacaron que habia mas genes regulados en el depdsito omental
que en el subcutaneo, y ademas que en los individuos obesos las rutas lipogénicas y
lipoliticas estaban reprimidas. Los autores subrayaron que podria tratarse de mecanismos
para evitar la acumulacién excesiva de grasa en el tejido adiposo (del Pozo et al., 2011). En
otro estudio donde so6lo se emplearon mujeres llegaron a la conclusion que en la progresion
desde un estado de peso normal a un estado de obesidad tenfa lugar una disminucion
coordinada de genes implicados en rutas metabdlicas tales como la lipogénesis, captacion
de glucosa inducida por insulina, ciclo de los 4cidos tricarboxilicos y cadena de transporte
electrénico, y una sobre-expresion de genes implicados en respuesta inmune. Ademads,
estos autores concluyeron que la alteracion de la expresion génica causada por la obesidad

era muy similar en ambos depésitos grasos (Klimcakova et al., 2011).

1.7.2. Estudios proteémicos en tejido adiposo humano

El primer estudio protedmico en tejido adiposo humano fue publicado en 2004 por
el grupo de la Dra. Belén Peral (Corton et al., 2004) con la identificacién de proteinas en el
tejido adiposo omental humano. Posteriormente, en un estudio proteémico comparativo se
hallaron proteinas alteradas en dicho depésito graso en mujeres con Sindrome de Ovario
Poliquistico (Corton et al., 2008). Otro grupo pionero en el analisis proteémico del tejido
adiposo fue el del Dr. Julio Celis, que realizé un estudio en tejido adiposo de mama (Celis
et al., 2005) e identificd proteinas con un papel importante en el desarrollo del cancer de
mama.

También se han publicado estudios protedémicos utilizando modelos de adipogénesis,

lo que ha revelado numerosas proteinas implicadas en la diferenciacién de los adipocitos.
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Uno de estos trabajos, que empled preadipocitos extraidos del tejido adiposo subcutaneo,
destacé la inducciéon de proteinas pertenecientes a la familia de las HSPs (Heat Shock
Proteins) (Delany et al., 2005). Varios analisis proteémicos han analizado el secretoma del
tejido adiposo humano. En una de las publicaciones mas citadas se identificaron 70
proteinas secretadas por el depésito omental tras haber realizado cultivos de explantes de
dicho tejido. Dichas proteinas estaban implicadas en procesos de regulacion y sefializacion
celular, en degradacion, en el sistema inmune o bien estaban relacionadas con la matriz
extracelular (Alvarez-Llamas et al., 2007). En un estudio del perfil secretor de los adipocitos
diferenciados 7z vitro a partir de preadipocitos del tejido adiposo subcutaneo se investigd el
perfil secretor del proceso de adipogénesis. Lo novedoso de este estudio fue el hallazgo de
numerosos inhibidores de serin-proteasas (serpinas), siendo la primera vez que se
observaba la implicaciéon de esta familia de proteinas en adipogénesis (Zvonic et al., 2007).
Mediante la técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)
también se analizo el secretoma en el proceso de adipogénesis de las células de la fraccion
estroma-vascular (SVF) obtenidas del tejido adiposo subcutaneo (Kim et al., 2010). Estos
autores concluyeron que proteinas pertenecientes a las rutas Wnt y TGF-f podrtian estar
implicadas en el proceso de adipogénesis.

Mas recientemente otro trabajo ha estudiado las proteinas extraidas de la SVF y de
los adipocitos del tejido adiposo omental y subcutaneo de individuos no obesos, asi como
de biopsias de ambos depositos grasos. Los autores concluyeron que las principales
diferencias a nivel proteico entre los dos tejidos radicaban en la SVF, ya que la mayoria de
las proteinas con diferencias de expresion entre ambos depdsitos pertenecian a la SVF
(Peinado et al, 2010). Posteriormente se publicé un estudio similar en el que se
compararon las proteinas extraidas de los adipocitos y de la SVF solo del depésito
subcutaneo. Dicho trabajo concluyé que las proteinas diferencialmente expresadas entre
ambos tipos celulares pertenecian principalmente a las rutas de estrés oxidativo,
metabolismo de lipidos, glicolisis y citoesqueleto (Kheterpal et al., 2011).

Hasta el momento sélamente se han publicado dos analisis proteémicos que indagan
en las alteraciones a nivel de proteina en obesidad, y en ambos se ha utilizado solo el tejido
adiposo subcutaneo. En uno de estos estudios se comparé la grasa subcutinea extraida de
los muslos de individuos obesos y no obesos y se identificaron 20 proteinas con diferencias
de expresion asociadas a obesidad. Diecinueve de estas proteinas estaban aumentadas en
los pacientes obesos y 7 estaban relacionadas con la ruta UPR y con estrés del RE (Boden

et al., 2008). En otro estudio se investigdb que tras el tratamiento con rosiglitazona en
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pacientes obesos, en el tejido adiposo abdominal aumentaba la expresion de proteinas del
citoesqueleto responsables de la fusiéon de los granulos portadores de GLUT-4 con la
membrana plasmatica, asi como la expresion de proteinas implicadas en oxido-reduccion,
inflamacién y sefializaciéon por calcio (Ahmed et al., 2010). En este contexto, se ha de
mencionar la existencia de distintos tipos de tejido adiposo subcutineo, segun su
localizacion en el organismo y su profundidad desde la piel, habiendo entre ellos diferencias
en la vasculatura, la composiciéon de la matriz extracelular y la anatomia celular de los
adipocitos (Sbarbati et al., 2010, Lancerotto et al., 2011). Por lo tanto, la composicién de
proteinas del depdsito subcutaneo en la region gluteo-femoral (tejido adiposo estructural)
posiblemente no sea la misma que la del depdsito subcutaneo abdominal (tejido adiposo de
deposito).

En los dltimos afios se han realizado importantes descubrimientos acerca de la
etiologia de la obesidad, gracias no solo a los estudios epidemiolégicos que incluyen a
decenas de miles de individuos, sino también a los numerosos avances tecnolégicos como
son el desarrollo de plataformas para analizar genomas completos, secuenciadores mas
potentes, asi como técnicas de microscopia y resonancia magnética de alta resolucion, entre
otras metodologias. Las plataformas proteémicas también han sido ampliamente empleadas
en la dltima década, aunque mayoritariamente se han enfocado a estudios de adipogénesis,
asi como al estudio del secretoma del tejido adiposo. La mayoria de estos estudios han
utilizado modelos animales, asi como cultivos celulares de adipocitos. Cuando se comenzo
el trabajo de esta Tesis Doctoral no existian publicaciones que hubiesen utilizado esta
aproximacion experimental para el estudio de la obesidad utilizando ademas, el tejido
adiposo humano.

En este trabajo de Tesis Doctoral, aplicando herramientas protedmicas y utilizando
biopsias humanas de tejido adiposo omental y subcutineo abdominal se describe por
primera vez un patrén diferencial de expresion proteica entre los dos depositos grasos de
pacientes obesos (Perez-Perez et al., 2009), asi como un perfil diferencial de expresién de
proteinas en el tejido adiposo omental debido a la obesidad (Perez-Perez et al., 2012a).
Ademas, igualmente por vez primera, se ha realizado un estudio de validaciéon de las
proteinas de referencia comunmente empleadas en los estudios de expresion proteica en el
tejido adiposo humano, y se han identificado nuevas proteinas de referencia en los
depositos omental y subcutaneo para ser empleadas en futuros analisis de expresion

proteica en obesidad (Perez-Perez et al., 2012b).
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La obesidad es una enfermedad multifactorial en la que intervienen tanto factores
genéticos como ambientales. Estudios previos habian puesto de manifiesto la existencia de
perfiles de expresién génica alterados en el tejido adiposo de pacientes con obesidad. Sin
embargo, el conocimiento de proteinas implicadas en la patogénesis de la enfermedad era
muy limitado. Por ello, este trabajo de Tesis Doctoral ha pretendido ahondar en el
conocimiento de la expresion proteica en los dos depdsitos grasos mayoritarios en
humanos, el tejido adiposo visceral y el subcutianeo, asi como identificar alteraciones en la
expresion de proteinas de dichos depésitos que pudiesen tener relevancia en la

fisiopatologia de la obesidad, con los objetivos que se enumeran a continuacion:

1. Identificacién de proteinas expresadas diferencialmente en el tejido adiposo

visceral y subcutaneo mediante analisis proteémicos comparativos.

2. Investigar algunas de las proteinas identificadas que pudiesen explicar tanto las

diferencias como las similitudes existentes entre ambos tejidos.

3. Comparar los proteomas del tejido adiposo visceral en individuos obesos y no-
obesos con el fin de identificar proteinas con diferencias en su patrén de expresion como

consecuencia de la obesidad.
4. Estudiar la relevancia bioldgica de algunas de las proteinas encontradas, asi como

de las rutas de sefalizaciéon alteradas en el tejido adiposo visceral para investigar su

implicacién en la fisiopatologia de la obesidad.
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3.1. Pacientes incluidos en el estudio

Todos los pacientes incluidos en este estudio fueron diagnosticados por el Dr. José
Manuel Fernandez-Real de la Unidad de Diabetes y Endocrino del Hospital Dr. Josep
Trueta de Girona quien nos ha proporcionado las muestras de tejido adiposo para los
estudios. Las caracteristicas fenotipicas de estos pacientes separados por género se detallan
en la tabla 3. Las biopsias se tomaron durante la cirugia siempre de la misma localizacién
anatomica, el tejido adiposo omental se obtuvo del “omentum majus” y el tejido adiposo
subcutaneo se obtuvo del area abdominal. Tras la obtencién, las biopsias se lavaron con
una solucién de cloruro sédico al 0,9 % enfriada a 4 °C, a continuacién la biopsia se
fragmentd en piezas, éstas se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80°C
hasta la extraccion de proteinas. Se obtuvo un consentimiento informado de todos los
individuos y el protocolo fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Dr. Josep Trueta
de Girona. Los individuos incluidos en el estudio no cumplieron ninguno de los siguientes
criterios de exclusion: 1) sufrir una enfermedad sistémica o maligna, 2) presentar adiciones
de tabaquismo, alcoholismo o drogadiccién, 3) tener concentraciones elevadas de creatinina
en suero, 4) haber padecido un accidente cardiovascular agudo en los tltimos seis meses, 5)
sufrir enfermedad aguda o crénica inflamatoria o bien enfermedad infecciosa, 6) retraso
mental del paciente.

La resistencia a insulina en estado de ayunas se estimé con los niveles de glucosa e
insulina utilizando el indice de resistencia a insulina (Bastard et al,, 1997) y el indice
HOMA-IR (Matthews et al., 1985). El grado de obesidad se determiné por el indice de
masa corporal (IMC), definido como el peso en kilogramos dividido por el cuadrado de la

altura en metros.

3.2. Técnicas de separacion e identificacion de proteinas

En este trabajo de Tesis Doctoral se han aplicado técnicas de proteémica para
encontrar diferencias de expresion proteica entre el tejido adiposo omental y el subcutaneo
y entre individuos con distinto IMC. El procedimiento a seguir ha sido el siguiente:
1) extraccion de las proteinas del tejido adiposo, ii) separacion de las proteinas e iii)
identificaciéon de proteinas diferencialmente expresadas. Como método de separaciéon se
eligio la electroforesis bidimensional que separa a las proteinas en funcién de su carga
eléctrica y de su masa molecular. Para la identificacién de las proteinas se empled la técnica
de espectromettia de masas (MS) Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization Time Of Fhght
(MALDI-TOF).
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Tabla 3: Caracteristicas de los pacientes incluidos en esta Tesis Doctoral.

No-Obesos Obesos Obesos & DM-2 | P (ANOVA)
n (Mujeres) 15 15 15
Edad (afios) 45 + 11 47 +7 48 + 12 0,801
IMC (Kg/m’) 26,1 +26 432+ 53 44 + 4 <0,0001
% grasa 36,3+ 4,5 57,2+ 7,3 58,5 + 5,9 <0,0001
Cintura (cm) 86,2 + 5,1 110,8 + 15,8 122 + 20,1 0,016
Cadera (cm) 97,4 + 5.6 151 + 19,8 127 + 16,3 0,004
Cintura/Cadera | 0,89 + 0,03 0,79 + 0,02 0,96 * 0,08 0,013
1
glucosa en sangre( g7 2 +13,3 95,1 + 14,8 167 + 54,9 <0,0001
(mg/dL)
HbA ;. 4,65 * 0,76 4,93 + 0,31 6,73 + 1,98 0,015
colesterol total
201,6 +35,7 | 198,1 + 31,3 198,3 + 35,1 0,968
(mg/dL)
HDI.-colesterol
80,5 + 27,3 59,2 + 14,4 53,4 + 9,5 0,309
(mg/dL)
L.DI-col 1
DL-colestero 97,4 + 432 113,1 + 15,6 121,4 + 342 0,295
(mg/dl)
Trigliceridos
123,9+71,9 | 118,6 + 54,3 135,7 + 41,1 0,77
(mg/dL)
SBP (mmHg) | 1254 + 15,7 143,6 £ 9,9 152,2 + 27,3 0,023
DBP (mmHg) 72,8 + 11,8 86,2 + 8 82,6 + 8,1 0,053
Obesos Obesos & DM-2 | P (t-Student)
n (Hombres) 16 6
Edad (afos) 41 £8 42 £ 7 0,73
IMC (Kg/m?) 44,4 + 8 45+ 4.6 0,682
% grasa 46,4 + 8,9 474+ 43 0,599
Cintura (cm) 141,8 £ 9,4 140 £ 4,2 0,819
Cadera (cm) 143 + 26,9 134,5+92 0,713
Cintura/Cadera 1,01 0,1 1,04 + 0,04 0,687
1
glucosa en sangre 103,5 + 49,4 158,3 + 94,7 0,002
(mg/dL)
HbA . 4,86 + 0,52 507 + 0,4 0,531
lesterol total
colestero’ tota 175,5 + 30 185,2 + 31,1 0,343
(mg/dL)
HDI.-colesterol
, 50,9 + 20,2 43 + 13,5 0,681
(mg/dl)
L.DI-col 1
colestero 942 + 231 95.6 + 45,9 0,118
(mg/dL)
Triglicerid
righiceridos 130 + 93,1 239,8 + 216,1 0,013
(mg/dL)
SBP (mmHg) 137 + 18,2 142,3 + 19,7 0,967
DBP (mmHg) 84,7 + 8,6 85,8 + 20,8 0,724

Se han considerado no obesos a los individuos con IMC<30 kg/m? y obesos a los individuos con IMC>30
kg/m? HbA;. hemoglobina glicada, SBP: presion sistdlica, DBP: presion diastolica. En negrita se muestran

los parametros cuyas medias son diferentes con significacién estadistica entre distintos grupos de pacientes.
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3.2.1. Preparacion de las muestras para la electroforesis bidimensional

Se extrajeron las proteinas a partir de unos 100 mg de tejido adiposo humano
utilizando el kit Sample Grinding (GE Healthcare, Little Chalfont, Buckinghamshire, Reino
Unido). El tejido todavia congelado se sumergi6 en tampon de lisis (urea 7 M; tiourea 2 M;
CHAPS 4% (p/v); Ttis-HCl 30 mM pH 8,5; DTT 50 mM) y se afiadié un coctel de
inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor, GE Healthcare). El homogenado resultante se
mantuvo en agitaciéon a temperatura ambiente durante 1 hora y se centrifugé durante 30
minutos a 13000 rpm. Las impurezas que podrian interferir con la electroforesis
bidimensional (2D) se eliminaron mediante el kit 2D Clean Up (GE Healthcare), este kit
generaba un pellet de proteinas que se resuspendié en tampoén de lisis. La concentracion de
proteina se determiné mediante el kit RC/DC Protein Assay (Bio-Rad Laboratoties,
Hercules, CA).

3.2.2. Electroforesis Bidimensional Convencional

Se emplearon 100 pg de extracto proteico para cada ensayo de electroforesis
bidimensional, éstos se diluyeron en tampoén de lisis y 0,8% (v/v) de tampén IPG
(Immobilized pH Gradien?) 3-10 (Pharmalytes GE Healthcare). El isoelectroenfoque (IEF) de
las proteinas se realizé en tiras individuales de acrilamida de gradiente de pH inmovilizado
(IPG, Immobiline DryStrips, GE Healthcare) con el sistema IPGPhor (GE Healthcare),
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial. El programa de IEF fue el siguiente:
paso 1: 30 V 6 h, paso 2: 60 V 6h, paso 3: 120 V 1 h, paso 4: 200 V 1 h, paso 5: 500 V 1 h,
paso 6: 1000 V 1 h, paso 7: desde 1000 hasta 8000 V 1 h 30 min, paso 8: 8000 V 1 h. Se
utilizaron tiras de gradiente de pH 4-7 de 18 cm de longitud. Con el fin de resolubilizar las
proteinas y reducir los puentes disulfuro tras el IEF, las tiras IPG se equilibraron durante
15 min en un tampén de equilibrado (urea 6 M; glicerol 30% (v/v); Tris-HCl 50 mM pH
8,8; SDS 4% (p/v); trazas de azul de bromofenol) suplementado con 10 mg/ml de DTT.
Seguidamente, las tiras IPG se equilibraron 15 min en el mismo tipo de tampdn de
equilibrado suplementado con 25 mg/ml de iodoacetamida, para prevenir la reoxidacion de
los grupos tiol durante la electroforesis.

LLa segunda dimension se realiz6 en un sistema Protean II XI. (Bio-Rad Laboratories)
utilizando geles de poliacrilamida al 12% con SDS mediante los protocolos habituales. Los
geles se tifieron con plata con el kit PlusOne Silver Stanining (GE Healthcare) que se modifico
para hacerlo compatible con la MS: para ello se eliminé el glutaraldehido en la solucién de

sensibilizado y el formaldehido en la solucién de nitrato de plata (Shevchenko et al., 1990).

34



Materiales y Métodos

Las imagenes se digitalizaron a una resolucion de 300 puntos por pulgada con un
densitometro especifico para geles 2D (GS-800 Calibrated Densitometer, Biorad) y con el

programa PD-Quest version 7.1 (Bio-Rad).

3.2.3. Protocolo 2D-DIGE

Esta técnica se caracteriza por el marcaje de las proteinas previamente a su
separacion, y por el empleo de un estandar interno constituido por la mezcla equimolecular
de todas las muestras a analizar. Este patron interno se analiza en cada uno de los geles del
experimento junto con muestras de los dos tipos fenotipicos a comparar (figura 2). Las
muestras se marcaron con tres tipos diferentes de fluorocromos en funcién de sus
espectros de excitacién y emision (488/520 nm) Cy2, (532/580 nm) Cy3, y (633/670) Cy5
(CyDye™ DIGE Dyes, GE Healthcare), segin las instrucciones del fabricante, en
condiciones de marcaje minimo: 400 pmol de fluorocromo para cada 50 pg de proteina.
Estos fluorocromos presentan un grupo éster NHS reactivo disefiado para producir una
unioén covalente al grupo amino y de los residuos de lisina. En estas condiciones se marcan
unicamente el 3% las de proteinas presentes y sélo en una unica lisina por molécula de
proteina (Alban et al., 2003). Tras 30 min de incubacién en hielo y en oscuridad, se par6 la
reacciéon de marcaje con lisina 10 mM.

El IEF se realiz6 en tiras IPG de 24 cm de longitud y rango de pH 3-11 no lineal
(NL). Después de hidratar las tiras en 450 ul del tampén de hidratacion (Urea 7 M, Tiourea,
2 M, CHAPS 2% (p/v), Tris-HCl 40 mM) con 1,2% de hidroxietildisulfuro (HED) y 0,7%
de tampén IPG pH 3-11 (Pharmalytes GE Healthcare), la muestra se cargé mediante el
procedimiento de cup-loading. En cada gel se analizaron 150 pg de proteina (50 pg de
proteina de la condicién 1, 50 pg de proteina de la condiciéon 2 y 50 pg de proteina del
estandar interno) en un volumen final de 100 pl de solucién de hidratacién suplementado
con 2 mg/ml DTT y 0,7 % (v/v) de tampén IPG pH 3-11. El programa de IEF fue: 300 V
3h, desde 300 hasta 1000 V en gradiente 4 h, desde 1000 hasta 8000 V en gradiente 2h y
desde 8000 V hasta alcanzar los 40000 V /h totales.

La separacion en geles SDS-PAGE al 12% se realiz6 en el sistema de electroforesis
Ettan Dalt Six (GE Healthcare) a 25 °C hasta que el frente de electroforesis alcanzoé el

extremo inferior del gel. Los geles se escanearon con escaner Typhoon 9400 (GE
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Figura 2: Esquema de la secuencia de acciones que se llevan a cabo en un experimento 2D-DIGE.
En primer lugar se realiza el marcaje de los extractos proteicos con los fluorocromos, se separan las proteinas
mediante la 2D, se escanean las imdgenes que genera cada uno de los fluorocromos, se realiza el analisis de la
imagen y se procede al analisis estadistico para determinar las manchas que aparecen con diferente sefial entre
las dos condiciones del estudio.

Healthcare) a una tresolucién de 100 pm, usando las longitudes de excitacién/emision
adecuadas para los fluorocromos Cy2, Cy3 y Cy5. El analisis de las imagenes de
fluorescencia se realiz6 mediante el paquete informatico DeCyder version 7 (GE
Healthcare). En primer lugar se emple6 el médulo DIA (DeCyder Differential In Gel
Analysis) para detectar las imagenes que generaron los 3 fluorocromos y para seleccionar
las manchas que coincidieron en las 3 imagenes en cada uno de los geles. A continuaciéon se
normaliz6 la sefial de cada uno de los dos grupos de muestras que participan en el estudio
usando la sefal correspondiente al estandar interno (Cy3/Cy2 para el grupo 1, Cy5/Cy2
para el grupo 2). Con el médulo BVA (DeCyder Biological Variation Analysis) se emplearon las
imagenes de cada uno de los estandares internos procesadas con el médulo DIA para
comparar la abundancia relativa en la sefial de las manchas entre todos los geles mediante la
ecuacion:

Abundancia relativa = Vol normalizado grupo 1 / Vol normalizado grupo 2

Después se llevd a cabo el anilisis estadistico para determinar los cambios de
expresion proteica. Se consideraron estadisticamente significativos los p-valores menores
de 0,05 calculados mediante el test de la t de Student.

El marcaje fluorescente de las muestras y la preparacion de los geles
correspondientes se realizaron en colaboracion con la Unidad de Proteémica del Centro

Nacional de Investigaciones Cardiovasculares (CNIC).
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3.2.4. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas

La identificacién de proteinas con diferente expresion entre las dos condiciones
estudiadas consté de varios pasos, incluyendo la digestion 7z situ de las proteinas, la
extraccion de los péptidos resultantes y la determinacion de las masas peptidicas mediante
MALDI-TOF. Por ultimo, se empled una estrategia de identificacién mediante huella
peptidica, en la que los espectros de masas obtenidos por MALDI-TOF permiten la
identificaciéon de las proteinas utilizando programas de busqueda que comparan la
informacién experimental con la existente en las bases de datos. Las manchas de proteina
fueron recortadas manualmente y digeridas con tripsina de forma automatica en un robot
digestor Proteineer DP (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania). Se emple6 el protocolo de
digestion de Shevchenko (Shevchenko et al., 2006), con ligeras variaciones. El analisis de la
muestra se llevé a cabo en un espectrometro de masas Ultraflex MALDI TOF/TOF
(Bruker-Daltonics).

Los espectros de masas fueron obtenidos en el Servicio de Proteémica del CNIC. La
busqueda de las masas peptidicas se llevé a cabo con el programa informatico MASCOT
(Matrix Science, London, UK; http://www.matrixscience.com) utilizando la base de datos
Swiss-Prot (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB); Ginebra, Suiza). Este programa
proporciona una lista priorizada que incluye aquellas proteinas que presentan mayor

probabilidad de corresponderse con la proteina analizada en funcién de su huella peptidica.

3.2.5. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas

Los inmunoprecipitados se digirieron con tripsina porcina modificada a una
concentracién de 25 mg/l en NH,HCO; 100 mM y se dejé transcurrir la digestion durante
16 h a 37 °C. La mezcla de péptidos tripticos proveniente de la digestion fue llevada a
sequedad mediante centrifugacién en vacio y se reconstituyé en acido acético al 1% (v/v).
Los péptidos se sometieron a cromatografia en un gradiente continuo de acetonitrilo en
una nano-columna de fase reversa C-18 (Mediterranea Sea, Teknokroma, Barcelona,
Espafia) de 100 mm de diametro interno y 15 cm de longitud. El gradiente se desarrollé de
0% a 43% de soluciéon B (95% de acetonitrilo y 0,5% de acido acético) en 140 min y de
50% a 90% de soluciéon B en 1 min. Se aplic6 un flujo de 300 nl/min para eluir los péptidos
de la nanocolumna e introducirlos en una aguja de nanoelectronebulizacion (New
Objective, Woburn, Massachussets, USA) para su ionizaciéon y fragmentacion en linea en
un espectréometro de masas LTQ-Orbitrap XL (Thermo Fisher, San José, CA, USA). Los

espectros se analizaron utilizando los programas SEQUEST (version 1.0.43.2, Thermo
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Fisher Scientific) y Mascot (version 2.1, matrixscience). SEQUEST se configuré para
buscar en la base de datos de proteinas de Human Fasta (version 1,0, 199.762 entradas) y
Mascot para las bisquedas en Swiss-Prot (versiéon 51,6, 236.102 entradas). Para validar las
identificaciones de péptidos y de proteinas del andlisis de MS se utiliz6 el software Scaffold
v.3.00.02 (Proteome Software Inc, Portland, USA). Se dieron por buenas las
identificaciones de péptidos si su probabilidad era mayor del 95%, y las identificaciones de
las proteinas si su probabilidad era mayor del 95% y ademas si habfa dos péptidos
identificados por proteina. Para el calculo de las diferencias en la abundancia de proteinas,
sobre la base de las cuentas espectrales proporcionadas por el software Scaffold, se
consideré una distribucién beta binomial, de acuerdo a la cual se testd la significacion
estadistica de dichas diferencias (Pham et al., 2010). Los ratios de diferencias de niveles se
calcularon tras la normalizacién por cuantiles de las cuentas espectrales no ponderadas

(Clough et al., 2011). Se consideraron significativas las diferencias con p<0,05.

3.3. Inmunoensayos
3.3.1. Western-Blot

Para la deteccion de proteinas mediante Western-Blot (WB), se homogeneiz6 una
biopsia de tejido adiposo en tampén RIPA (radioimmuno precipitation assay) que se
componia de 0,1% SDS, 0,5% sodium deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl y 50
mM Tris-HCI, pH 8,0 y al que se le afladié una mezcla de inhibidores de proteasas
(Protease Inhibitor, GE Healthcare). Para la homogenizaciéon se empled el kit Sample
Grinding Kit (GE Healthcare) y se empled tal como indica el fabricante. Los restos
celulares y los lipidos se eliminaron mediante centrifugaciéon a 13000 rpm durante 1 h a
4°C. Se recuper6 la fraccion intermedia entre la parte superior compuesta por lipidos y el
pellet constituido por fragmentos celulares que no se diluyeron en el tampén RIPA. La
concentraciéon de proteina se determiné mediante el kit BCA Protein Assay (Pierce,
Rockford, IL).

Dependiendo de si la proteina a detectar fuera mas o menos abundante en el extracto
proteico y de su masa molecular, se cargaron entre 5 y 20 ug de proteinas en geles SDS-
PAGE de entre el 7 y el 14%. En la transferencia se emplearon membranas de
nitrocelulosa Hybond ECL y se realizo mediante los métodos convencionales. Tras la
transferencia las membranas se tifieron con rojo Ponceau (Sigma) al 0,15% para
asegurarnos de que se habfa cargado la misma cantidad de proteina en todos los carriles. A

continuacion, las membranas se bloquearon con 5% (p/v) de BSA o bien leche desnatada
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en tampén TBS con 0,1% de Tween 20. El anticuerpo primario se incubd con la
membrana durante toda la noche a 4 °C, los anticuerpos empleados en este estudio y sus
diluciones se muestran en la tabla 4. La incubacién del anticuerpo secundario se realizé a

temperatura ambiente durante 1 hora.

Tabla 4: Anticuerpos empleados en los WB de esta Tesis Doctoral.

Anticuerpo Diluciéon Casa comercial

Mouse anti-human CK-8/18 1:2000 Novocastra Laboratories
Mouse anti-human HSP9O 1:2000 | Santa Cruz Biotechnology

Goat anti-human HSP27 1:200 Santa Cruz Biotechnology

Mouse anti-human HSP70 1:1000 Stressgen BioReagents

Goat anti human GRP78 1:200 Santa Cruz Biotechnology

Goat anti-human FABP5 1:200 Santa Cruz Biotechnology

Rabbit anti buman FABP4 1:2000 Eurogentec
Mouse anti-human GAPDH | 1:4000 Ambion
Goat anti-human B-actin 1:2000 | Santa Cruz Biotechnology

Mouse anti human TBB5 1:5000 | Santa Cruz Biotechnology
Rabbit anti human CALX 1:5000 | Santa Cruz Biotechnology
Rabbit anti buman ENOA | 1:10000 | Santa Cruz Biotechnology

Goat anti-human PARKT 1:200 Santa Cruz Biotechnology

Goat anti human PGK1 1:500 Santa Cruz Biotechnology

Goat anti human FAA 1:1000 | Santa Cruz Biotechnology
Rabbit anti human TKT 1:2000 Sigmaaldrich
Rabbit anti human ACY -1 1:2000 Sigmaaldrich

3.3.2 Inmunohistoquimica

La muestra de tejido adiposo se fij6 en formaldehido al 10% y se procesé para su
inclusion en parafina. Los cortes de 5 pm de grosor se realizaron utilizando un microtomo.
Las secciones de tejido adiposo se desparafinaron y se hidrataron antes de proceder al
desenmascaramiento antigénico, que se realiz6 mediante calor en tampén EDTA 1mM a
pH 8,2. Las secciones de tejido se bloquearon con 5% de suero en PBS y se incubaron en
camara humeda toda la noche o bien 1 hora con el anticuerpo primario. A continuacién se
procedié a incubar con el anticuerpo secundario del kit VECTASTAIN ABC (Vector
laboratories, Inc Burlingame, CA), y la visualizaciéon se realizé6 con diaminobencidina

(DAB, Vector Laboratories, Inc.). Se us6 la hematoxilina como tincién de contraste y se
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procedié a montar la muestra con Entellan (Merk, Darmstadt, Alemania). Se emple6 un
microscopio Nikon Eclipse 901 para observar las tinciones. Como control negativo se llevo

a cabo el mismo proceso, pero sin utilizar el anticuerpo primario.

3.3.3. Inmunofluorescencia

Las secciones de tejido adiposo congelado o bien las células se fijaron con
paraformaldehido al 4% y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,1% en PBS para
permitir la entrada del anticuerpo al interior de la célula. Las muestras se bloquearon con
5% de suero en PBS. La incubacién con anticuerpo primario fue a 4 °C en camara humeda
durante toda la noche y después se incubé durante una hora con un anticuerpo secundario
Alexa Fluor (Molecular Probes Inc., OR, USA), a temperatura ambiente. Los cortes de
tejido adiposo y las células se tifieron con DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) para
mostrar los nuicleos. También se empled la tincién con BODIPY 493/503 (Molecular
Probes Inc.), para observar las gotas lipidicas en cultivo de adipocitos. Para la visualizacién
de las muestras se usé un microscopio confocal Espectra Leica TCS SP5 (Heidelberg,
Alemania). Como control negativo se llevo a cabo un proceso similar pero sin anticuerpo
primario. En la tabla 5 se muestran los anticuerpos junto con las diluciones que se

emplearon tanto en inmunohistoquimica como en inmunofluorescencia.

Tabla 5: Anticuerpos empleados en las inmunohistoquimicas e inmunofluorescencias de esta Tesis
Doctoral.

Anticuerpo Dilucién Casa comercial

Mouse anti-human CK-18 1:50 Progen Biotechnik

Goat anti-human FABP5 1:100 Santa Cruz Biotechnology
Rabbit anti-human TKT 1:500 Sigma Aldrich
Rabbit anti-human ACY-1 1:500 Sigma Aldrich

Mouse anti-human CDG68 1:50 Santa Cruz Biotechnology

3.3.4. Inmunoprecipitacién

Para la inmunoprecipitacion empleamos el kit Direct IP (Pierce, Thermo Fisher
Scientific Inc.). Por cada reacciéon de inmunoprecipitacion se emple6é 1 ug de anticuerpo
anti-HA (Roche) y un mg de proteina. La hibridacion se realizé6 a 4°C durante toda la
noche. Los lavados del inmunoprecipitado se llevaron a cabo segiin recomendaciones del
fabricante y adicionalmente se hicieron otros 10 lavados con 200 pl de bicarbonato

amonico 50 mM para permitir la compatibilidad con el analisis de cromatografia liquida
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acoplada a espectrometria de masas. Tras los lavados el inmunoprecipitado se guardo a -
20°C en bicarbonato amoénico. Como control negativo se empled extracto proteico de
células HeLa o HEK-293 que fueron transfectadas con el plasmido pcDNA3/HA. Se

llevaron a cabo 4 réplicas para cada una de las dos lineas celulares.

3.4. Tratamiento de los fibroblastos 3T3-L1 para inducir adipogénesis.

Los fibroblastos de raton 3T3-L1 (CCL 92.1, American Type Culture Collection) se
crecieron en medio DMEM (Gibco, Invitrogen Corporation Carlsbad, CA, USA)
suplementado con 10% de suero de ternera a una temperatura de 37 °C y con una
atmosfera de 5% de CO,. Se sembraron a una confluencia de 2500 células/cm” y se
crecieron hasta alcanzar una confluencia del 100%. Dos dfas después de que hubiesen
llegado a la confluencia, dia 0 de diferenciacion, se afiadi6 el medio de diferenciaciéon 1. Ese
medio contenia: DMEM, 10% de suero fetal bovino, 1% HEPES pH 7,4, 1% penicilina-
estreptomicina, 5pg/ml  insulina  humana, 0,25pM  dexametasona y  0,5mM
isobutilmetilxantina. Dos dias después de haber afiadido el medio de diferenciaciéon 1 (dia
2), éste fue retirado y se anadi6 el medio de diferenciacién 2 que contenfa: DMEM, 10% de
suero fetal bovino, 1% HEPES pH 74, 1% penicilina-estreptomicina, 5pg/ml insulina
humana. Pasados tres dias desde que se afiadiese el medio de diferenciacion 2 (dia 5), éste
se retird y se afladié medio de diferenciaciéon 3 que contenia: DMEM, 10% de suero fetal
bovino, 1% HEPES pH 7,4 y 1% penicilina-estreptomicina. Este medio se utiliz6 hasta
completarse la diferenciacion. Generalmente a partir de dia 9 de diferenciacion los
adipocitos estan diferenciados, pudiendo apreciarse diversas gotas lipidicas en su

citoplasma.

3.5. Cultivo de células THP1 e induccion de la diferenciacion.

Las células THP1 (ATCC number TIB-202) crecieron en medio RPMI-1640
(Invitrogen Corporation Carlsbad, CA, USA) al que se afiadié: 10% de suero fetal bovino,
100 unidades/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 20 mM de tampén HEPES y 4
mM de L-glutamina. Se sembraron a una confluencia de 4x10° células/ml y se crecieron a
37°C con una atmostera de 5% CO,. Cada 2 dias se cambi6 el medio. Para diferenciar las
células THP1, se sembraron a 4x10° células/ml en medio que contenfa 100 nM de PMA
(phorbol 12-myristate 13-acetate) (Sigma-Aldrich 3050 Spruce St., St. Louis, Missouri, USA)

durante 24 horas. El tratamiento con PMA hace que las células se adhieran al sustrato y
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consigan un fenotipo similar a macréfagos. Dos dias después de retirar el medio con PMA

se procedi6 a lisar las células.

3.6. Construccion de la proteina recombinante transketolasa-HA (TKT-HA)

Disponiamos en el laboratorio de un plasmido pCMVG6-AC-GFP (Origene,
Rockville, USA.) que contenia el marco abierto de lectura (ORF) del cDNA de la
transketolasa (TKT) en fase con la tGFP, clonado entre las dianas de restriccion EcoRI y
Notl. El laboratorio del Doctor Miguel Quintanilla nos cedié el plasmido pcDNA3 que
contenfa la secuencia codificante del antigeno HA en el sitio de clonaje mdltiple de dicho
plasmido (pcDNA3/HA). Mediante la digestién doble con EcoRI y Notl se subcloné el
cDNA de la TKT en el plasmido pcDNA3/HA y se comprobé por secuenciacion que se
mantenia la pauta de lectura entre el cDNA de la TKT vy el antigeno HA. Este nuevo
plasmido, pcDNA3/TKT/HA, se utilizé postetiormente para transfectar las células Hel.a
y HEK-293.

3.7. Cultivo y transfeccion de células HeLa y HEK-293

Las células HelL.a y HEK-293 se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino, 1% HEPES pH 74 y 1% penicilina-estreptomicina, a una
temperatura de 37°C y con una atmésfera de 5% de CO,. Cuando el cultivo alcanzé una
confluencia del 80% se procedi6 a la transfeccion con los plasmidos pcDNA3/TKT/HA y
pcDNA3/HA. Las células Hela se transfectaron con Fugene HD (Roche Diagnostic
Hague Road Indianapolis, USA) y las células HEK-293 se transfectaron con lipofectamina
(Invitrogen). La mezcla de transfecciéon que mejor resultado nos dio tenfa una relacion
lipocomplejo/DNA de 3/1, de manera que por cada pg de DNA se afiadian 3 ul de
Fugene o lipofectamina dependiendo de las células a transfectar. La mezcla de transfeccion

se mantuvo en el cultivo durante 15 horas pasadas las cuales se procedio a lisar las células.

3.8. Herramientas bio-informaticas
3.8.1. Analisis de interacciones con el Ingenuity Pathways Analysis (IPA)

Para el analisis “7 sz/ico” de las proteinas identificadas en el estudio proteémico se
empleo la aplicacion Ingenuity Pathways Analysis IPA) que analiza los posibles cambios en
el metabolismo celular en funcién de las proteinas identificadas en un estudio masivo. La
aplicacion IPA funciona generando redes que abarcan a una o a varias rutas metabolicas en

las que estan incluidas las proteinas que se han obtenido en el estudio y las relaciona entre
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sf, con otras proteinas, con hormonas, con drogas, etc. Estas relaciones se establecen
siempre en base a la literatura cientifica y pueden ser directas o indirectas. Son relaciones
directas si se ha descrito una relacién inmediata entre ambas moléculas y no existe una
tercera molécula mediadora de tal relacién y son indirectas si se ha descrito una relacion
entre las dos moléculas mediada por una tercera. Las redes generadas por la aplicacion IPA
tienen un maximo de 35 miembros y estan enriquecidas en el conjunto de proteinas que se
introducen en la aplicacion. Para potenciar los efectos analiticos de la interpretacion de los
datos las redes de proteinas se jerarquizan de acuerdo a un seore calculado a partir de un test
de Fisher (right-tailed Fisher’s exact test). El score que genera el test de Fisher tiene en
cuenta el tamafio original del conjunto de proteinas que se introducen en la aplicacion asi
como el tamafio de la red generada, dicho valor indica como de relevante es la red dentro
del analisis. Hay que resaltar que el score no indica la relevancia bioldgica o la calidad de la

red sino que simplemente suministra un indicador con el cual empezar un examen de las

rutas metabolicas incluidas en las redes de proteinas.

3.8.2. Clasificacion funcional de las proteinas mediante el PANTHER

Para comprender la relevancia biolégica, de manera global, de los cambios de
expresion en las proteinas identificadas en el estudio proteémico empleamos la aplicacion
PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationship,
http://www.pantherdb.org/). La aplicacion PANTHER clasifica o bien a un grupo de
genes o bien a un grupo de proteinas dentro de los grupos ontolégicos a los que pertenecen

sobre la base de datos del Gene Ontology (GO) (http://www.geneontology.org/). Las

proteinas son agrupadas por el PANTHER en términos de GO en funcién del Proceso
Biolégico en el que intervienen, en funcién de la Funciéon Molecular que desempenan, o
bien en funcién del Componente Celular en donde esta descrito que se localiza la
proteina. Para realizar las comparaciones entre los términos de GO representados en las
listas de proteinas identificadas en el estudio proteémico y los términos de GO
representados en los 19911 genes que se traducen a proteina, el PANTHER aplica el test
estadistico binomial de Cho & Campbell (Cho and Campbell, 2000), de esta manera
determina los términos representados en exceso y los representados por defecto. El
conjunto de 19911 genes traducibles que en el momento de hacer el experimento estaban
descritos en humanos establece el nimero de proteinas esperado para cada término de GO.
Si para un determinado término de GO el numero de proteinas identificadas en el estudio

es mayor que el esperado entonces dicho término de GO esta sobre-representado, si el
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niamero de proteinas es menor que el esperado entonces dicho término esta bajo-
representado. La aplicacion del test estadistico binomial de Cho & Campbell establece si
tiene significaciéon estadistica la sobre-representaciéon o la bajo-representacion de cada

término del GO respecto de la representacion que habria que esperar..
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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4.1. Estudio proteémico comparativo entre el tejido adiposo omental y
subcutaneo

Entre las numerosas diferencias existentes entre el tejido adiposo visceral y
subcutaneo destacamos que la acumulaciéon de grasa en el tejido adiposo visceral esta
asociada al desarrollo de desérdenes metabdlicos (Montague and O'Rahilly, 2000). La
acumulacioén de grasa en el tejido adiposo subcutaneo, sin embargo, no lleva asociada una
prognosis tan perjudicial (Snijder et al., 2003). Por tanto, las diferencias existentes entre el
tejido adiposo visceral y subcutaneo podrian ser responsables, al menos en parte, de dicho
comportamiento diferencial. Con esta premisa se han llevado a cabo estudios mediante
microarrays para investigar las diferencias a nivel de expresion génica (Vohl et al., 2004)
(Linder et al., 2004), sin embargo, no se han llevado a cabo estudios masivos a nivel de
proteina. En vista de ello planteamos un estudio proteémico comparativo entre el tejido
adiposo subcutaneo y el omental, en representacion este ultimo del depésito visceral. En
primer lugar se extrajeron las proteinas de los depdsitos grasos omental y subcutaneo de 15
pacientes masculinos obesos y se llevé a cabo una electroforesis bidimensional (2D)
convencional con tiras de 18 cm de IPG (Immobilized pH Gradieni) con un gradiente de pH
4-7. Los geles se tifieron con plata y se evalud la calidad de los proteomas para saber si
habia degradaciéon en alguna muestra. Cuando visualizamos los proteomas,
independientemente de que correspondieran al depdsito omental o al subcutaneo,
observamos que excepto dos geles, el resto presentd un patréon de manchas muy similar. Al
comparar en detalle los pares de proteomas de tejido adiposo omental y subcutaneo
observamos la existencia de 6 manchas que siempre aparecian en el tejido adiposo omental
y nunca en el subcutaneo (figura 3). Este patrén fue reproducible en todos los pares de
tejidos que se estudiaron. Se extrajeron las 6 manchas y se analizaron por espectrometria de
masas (MS) MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption/ lonization-Time Of Flight) para su
identificacion. Las seis manchas se correspondieron con las proteinas: citoqueratina 7 (CK-
7), citoqueratina 8 (CK-8), citoqueratina 18 (CK-18) y citoqueratina 19 (CK-19).

Después del estudio detallado de 15 pares de proteomas del tejido adiposo omental y
subcutaneo seleccionamos un grupo de 4 individuos con un fenotipo similar en cuanto al
indice de masa corporal (IMC) (comprendido entre 30,00 y 36,82 kg/m?) y en cuanto a la
ausencia de enfermedades asociadas a obesidad, ademas sus proteomas estaban bien
definidos. Con el grupo de 4 individuos citado anteriormente, se emple6 la tecnologia 2D-
DIGE (Differential in Gel Electrophoresis) para llevar a cabo una comparacién de los niveles de

proteinas entre los 4 pares de muestras de tejido adiposo omental y subcutaneo, esta
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técnica confirmo los resultados obtenidos en el estudio protedémico convencional. El 2D-
DIGE es una técnica que permite disminuir la variacion experimental de la electroforesis
bidimensional. Esta técnica se basa en el marcaje diferencial de los extractos proteicos
previamente a su separacion en la electroforesis bidimensional. En el 2D-DIGE en cada gel
se analizan dos de las muestras a comparar mas un estandar interno formado por una
mezcla equimolecular de todas las muestras a analizar que permite la normalizacion de las
seflales de fluorescencia que generan las dos muestras que se estin comparando (Alban et
al., 2003). Cada par de muestras se incub6 con los fluorocromos Cy3 y Cy5 de manera
independiente, y el estandar interno se incub6 con Cy2. Los tres extractos se mezclaron y
se sometieron a una separacion por electroforesis bidimensional usando un gradiente de
pH 3-11 NL. Los geles se escanearon con el escaner Typhoon, asi se obtuvieron las
imagenes de cada uno de los tres fluorocromos por separado. El software DeCyder detectd

aproximadamente 2500 manchas en cada uno de los 4 geles. Estas manchas se

Omental Subcutaneo

Figura 3: Geles bidimensionales tefiidos con plata, realizados en un rango de pH de 4-7. A la
izquierda se presenta el gel correspondiente al tejido adiposo omental y a la derecha el del tejido adiposo
subcutaneo. En la parte inferior de la figura se muestra una ampliacién de la zona en la que estan las 6
manchas correspondientes a las citoqueratinas propias del tejido adiposo omental. Con circulos blancos se
indican las ausencias de dichas proteinas en el gel correspondiente al depdsito subcutineo.
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Figura 4: Imagenes de los geles bidimensionales realizados en un rango de pH de 3-11 NL. A la
izquierda se muestra la imagen correspondiente a la superposicion de las sefiales de fluorescencia que generan
los fluorocromos empleados en el 2D-DIGE. A la derecha se muestra el mismo gel tefiido con plata donde se
indican las manchas que se han identificado por MS (Tabla 06).

corresponden con proteinas cuyo punto isoeléctrico esta comprendido entre 3 y 11 y cuya
masa molecular estd comprendida entre 10 y 150 kDa. El moédulo de Analisis de
Componentes Principales (PCA) del Decyder mostré que las 4 muestras obtenidas del
tejido adiposo omental estaban bien diferenciadas de las 4 muestras obtenidas del depésito
subcutaneo. De las 2500 manchas, 1195 aparecian en los 4 geles y con ellas se hizo el
analisis estadistico para la comparaciéon de medias mediante la t de Student. Se encontraron
cambios significativos (p<0,05) en la abundancia de 70 manchas. Uno de los geles se tifid
con plata para extraer las manchas y proceder a su identificaciéon por espectrometria de
masas. Se identificaron 43 proteinas cuyos niveles de expresion eran diferentes entre ambos
depositos grasos, de las cuales 34 estaban aumentadas en el tejido adiposo omental y 9 en el
tejido adiposo subcutaneo (figura 4, Tabla 6) (Perez-Perez et al., 2009).

La electroforesis bidimensional acoplada a masas es la técnica mas utilizada para el
estudio de diferencias en los niveles de proteinas, no obstante, presenta una serie de
limitaciones: las proteinas poco abundantes, las proteinas muy hidrofébicas y las que tienen
pesos moleculares o puntos isoeléctricos extremos no suelen estar representadas, por tanto,
podrian perderse algunas de las proteinas implicadas en la patogénesis de la enfermedad.
En el estudio descrito, para reducir la variabilidad interindividual analizamos un grupo
reducido de sujetos: del mismo género (hombres), con IMCs parecidos y similares
parametros clinicos. Por otro lado, en nuestro analisis hemos empleado tejido completo lo
que tiene la desventaja de no poder atribuir a un tipo celular concreto la mayor o menor
expresion de una determinada proteina, si bien esto, tiene la ventaja de que los resultados

son obtenidos directamente a partir de biopsias humanas y por consiguiente, no han
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Tabla 6: Proteinas identificadas con expresion diferente entre el deposito graso omental y el subcutaneo.

Mancha  p-valor  Ratio Accesion Nombre Mascot PM pl Pep Cob
1 4,70E-02 1,4 QIL857_HUMAN Ceruloplasmin 195 116,2 54 8 10
2 3,50E-02 1,5 HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alfa 306 85 49 26 37

HS90B_HUMAN Heat shock protein HSP 90-beta 139 83,6 5 11 19
3 1,60E-03 5,6 K1C19_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 19 385 441 5 18 39
4 2,80E-03 -1,8 CYB5_HUMAN Cytochrome b-5 isoform 2 171 11,3 5 4 58
5 2,20E-02 -2 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 201 46,8 5,5 11 38
6 4,30E-02 1,4 ANT3_HUMAN Antithrombin IIT 408 494 6 14 41
7 2,30E-02 -1,3 ANXA5_HUMAN Annexin A5 495 36 49 19 55
8 3,50E-02 1,6 IF4A1_HUMAN Eukaryotic translation initiation factor 4A isoform 1 417 46,4 53 6 19

IF4A2_HUMAN Eukaryotic initiation factor 4A-I1 153 46,6 53 19
9 4,10E-02 1,3  APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I 105 28,1 53 8 33
10 8,30E-02 2,5 K1C18_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 18 176 473 53 13 34
11 1,90E-03 7 K2C7_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 7 160 51,4 54 10 26
12 2,60E-04 31 APOE_HUMAN Apolipoprotein E 152 362 6 4 11
13 1,50E-02 1,7 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 328 48 55 12 40
14 3,50E-02 47 K2C8_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 8 206 53,5 55 15 37
15 2,80E-03 5,9 EST1_HUMAN Carboxylesterase 1 171 56,4 5,9 5 8
16 6,10E-03 1,5 HSPB1_HUMAN Heat shock protein 27 285 224 78 6 40
17 1,40E-02 1,5 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 256 46,8 55 9 24
18 8,80E-03 -1,4 PSA1_HUMAN Proteasome subunit, alpha 1, isoform CRA_b 152 342 6,6 6 19
19 7,30E-03 1,3 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 186 46,8 5,5 11 38
20 6,20E-03 1,6 FABP5_HUMAN Fatty acid binding protein 5, epidermal 187 15,5 6,6 5 41
21 4,20E-02 1,5 SBP1_HUMAN Selenium binding protein 1 428 529 59 14 31
22 4,80E-02 -1,5 EST1_HUMAN Catboxylesterase 1 197 56,4 59 7 13
23 2,60E-03 3 AL1A1_HUMAN Aldehyde dehydrogenase 1A1 382 555 6,3 14 31
24 4,20E-02 1,4 DLDH_HUMAN Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondtial 243 50,7 6,5 9 26
25 5,10E-03 -1,6  ALDOC_HUMAN Fructose-bisphosphate aldolase C 291 39,8 6,4 1 35

PCBP1_HUMAN Poly(C) binding protein 1 38 6,7 10 44
26 3,80E-03 1,5 TKT_HUMAN Transketolase 218 68,5 7,6 7 18
27 4,90E-02 1,6 CO4A_HUMAN Complement C4-A 152 189,1 6,7 13 7
28 2,50E-02 1,6 ~ ADH1B_HUMAN Alcohol Dehydrogenase 1B 133 40,5 8,5 7 26
29 4,40E-02 1,4 G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 235 36,2 83 7 29
30 1,90E-03 7 K2C8_HUMAN Keratin, type II cytoskeletal 8 53,5 55 9 22
31 7,10E-03 1,3 RSSA_HUMAN 40S ribosomal protein SA (Laminin receptor 1) 338 19,9 8,4 10 61
32 2,80E-02 1,4 CPNS1_HUMAN Calpain small subunit 1 197 21,4 49 5 26
33 3,20E-02 1,3 GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P 330 234 5,1 36
34 3,00E-02 1,2 Q6PIH6_HUMAN IGKV1-5 protein 224 26,5 6,3 40
35 3,50E-02 1,6 HSP71_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 158 422 6,6 14
36 4,70E-02 1,3 TPIS_HUMAN Triosephosphate isomerase 353 26,9 6,5 12 48
37 3,10E-02 -1,8 MGLL_HUMAN Monoglyceride lipase isoform 2 240 335 6,5 6 21
38 1,70E-02 -2 THTR_HUMAN Thiosulfate sulfurtransferase 339 33,6 6,8 11 40
39 3,90E-02 1,2 PEBP1_HUMAN Phosphatidylethanolamine-binding protein 1 452 21,2 7 13 60
40 4,10E-02 1,5 ANXA2_HUMAN Annexin A2 isoform 2 315 388 7,6 17 48

De izquierda a derecha: Mancha indica el nimero de la mancha que se identificé de acuerdo a la figura 4, el p-valor indica el valor de la p
tras la aplicacion del t-test, ratio indica la magnitud de la diferencia de niveles entre las dos condiciones para cada proteinas, es positivo

para las que estaban aumentadas en el depdsito omental y negativo para las proteinas aumentadas en el dep6sito subcutaneo, la accesion

indica el cédigo de la proteina segin la base de datos Swiss-Prot., el Mascot indica la significacién estadistica de la identificacién de cada

proteina, PM es el peso molecular en kDa, pI es el punto isoeléctrico, Pep es el nimero de péptidos identificados y Cob es el porcentaje

de secuencia cubierta de la proteina identificada.

49




Estudio Proteémico del Tejido Adiposo Humano

sufrido ningun tipo de artefacto que podria generarse durante la separacion de los distintos
tipos celulares. Por dltimo, en este tipo de analisis no se puede descartar la posibilidad de
que algunas de las diferencias de expresion encontradas podrian ser falsos positivos, por
este motivo en este estudio se han incluido unas validaciones que han consistido en
investigar si determinadas proteinas identificadas con expresion diferencial entre ambos
depositos grasos también presentan el mismo comportamiento cuando se estudian con una

aproximacion experimental diferente tal como es el Western-Blot (WB).

4.1.1. Analisis de las proteinas identificadas en el estudio 2D-DIGE

Las proteinas diferencialmente expresadas entre ambos depdsitos grasos se muestran
en la tabla 6. Tras un examen preliminar realizamos las siguientes observaciones:

* Habia mayores niveles de proteinas relacionadas con inflamacién en el tejido
adiposo omental respecto del subcutaneo: Ceruloplasmin, Fibrinogen gamma y Complement C4-
A. Estos datos confirmaban estudios previos basados en la expresion de mRNA de ambos
depositos grasos (Gabrielsson et al.,, 2003). Ademas, esta establecida una asociaciéon del
tejido adiposo omental con una intensa actividad inflamatoria sistémica (Fernandez-Real
and Ricart, 2003).

* Encontramos una mayor expresion en el tejido adiposo omental de proteinas
relacionadas con procesos metabolicos tales como la carboxylesterase, EST1, la glyceraldehyde-3-
phosphate  debydrogenase, GAPDH, la  triosephosphate isomerase, TPIS, transketolase, TKT, la
aldehyde debydrogenase 141, AL1AL, y la dibydrolipoy! debydrogensase, DHL. Estos resultados
podrian indicar que el tejido adiposo omental es mas activo a nivel metabdlico que el
subcutaneo.

* Mayores niveles en el deposito omental de proteinas relacionadas con la sintesis de
proteinas: la 408 ribosomal protein SA (RSSA) y de los factores eunkaryotic initiation factor 1 and
2, (elF4A1, elF4A2), junto con la sobreexpresion de las chaperonas HSP90 isoformas Ay
B, HSP70 y HSP27. Esto apoyarifa la hipotesis de que el tejido adiposo omental presenta
una mayor tasa de sintesis proteica y en consecuencia tiene mayor necesidad de factores
que intervienen en el plegamiento y distribucién de los péptidos en crecimiento. En
estudios comparativos a nivel de mensajero entre el tejido adiposo omental y el subcutaneo
se han descrito alteraciones en la expresion de genes implicados en la sintesis de proteinas
incluyendo a RSSA y a EIF4A (Linder et al., 2004) (MacLaren et al., 2008). Ademas se ha
publicado una asociacién del gen EIF4A2 con la diabetes de tipo 2 (DM-2) (Cheyssac et al.,

20006). Por tanto la sobreexpresion de EIF4A en el depdsito omental podria sugerir que
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previamente al desarrollo de la DM-2 habria una alteracién en la sintesis de proteinas en el
tejido adiposo.

* Se ha encontrado que los niveles de la monoglicerido lipasa, MGLL, estan
aumentados en el depdsito subcutaneo respecto del depdsito omental, lo cual ha sido ya
mostrado con anterioridad mediante estudios de expresion génica (Vohl et al., 2004). Esta
enzima funciona junto con la lipasa sensible a hormonas, HSL, (principal lipasa del tejido
adiposo), en la hidrolisis de triglicéridos intracelulares almacenados en los adipocitos. A
pesar de que se ha encontrado una expresion reducida de HSL en el tejido adiposo
subcutaneo de individuos obesos (Large et al, 1999) no hay, hasta el momento,
publicaciones que relacionen MGLL con obesidad. Esta proteina también esta implicada en
la inactivaciéon enzimatica del endocannabinoide (EC) 2-arachidonoylglycerol  (2-AG)
(Starowicz et al., 2008). Se ha mostrado que el tejido adiposo subcutineo presenta toda la
maquinaria para metabolizar los ECs (Spoto et al, 2006). Ademas en obesidad, el
metabolismo de los ECs esta sobreactivado debido a la sobreexpresion del receptor CB1 y
a los elevados niveles de ECs (Di Marzo and Matias, 2005). Estos datos previos junto con
nuestros resultados nos llevan a sugerir que si la expresion de MGLL en el depédsito
omental esta reducida con respecto al subcutineo se podria favorecer la acumulacion de

grasa debido a una sefializacién por EC incrementada en el tejido adiposo omental.

4.1.2. Analisis “in silico” de las proteinas identificadas

Las proteinas identificadas en el estudio proteémico que acabamos de describir se
analizaron  mediante  la  aplicacion  Ingenuity = Pathways  Analysis  (IPA)
(http:\\www.ingenuity.com). El IPA genera redes donde los nodos son las proteinas
introducidas en la aplicacién junto con otras proteinas, hormonas, farmacos, etc los cuales
estan unidos a través de relaciones descritas en las bases de datos. En la red con mayor score
que generd el IPA se encontraban 12 proteinas halladas en nuestro estudio algunas de las
cuales estaban relacionadas entre ellas (figura 5). En dicha red se representaban las
funciones celulares: Compromiso Celular, Mantenimiento y Funcién Celular vy
Modificaciones Post-traduccionales, lo cual sugirié que proteinas pertenecientes a estas
funciones podrian presentar diferencias entre ambos depodsitos grasos. Es de destacar que
este analisis mostré una relacion directa de algunas proteinas con la proteina PPARG, lo
que podria indicar que PPARG actia de manera diferente en ambos depositos grasos.
Aunque no se han realizado estudios comparando los niveles de esta proteina, hay

controversia con respecto a los niveles de mRNA de PPARG entre dichos tejidos. Se ha
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publicado que este receptor nuclear es mas abundante en el tejido adiposo subcutaneo que
en el omental en individuos no obesos, mientras que los niveles de mRNA son equivalentes
en obesos (Lefebvre et al., 1998). Sin embargo, otro trabajo mas reciente ha mostrado una

expresion incrementada en el depdsito subcutaneo en mujeres obesas (Giusti et al., 2003).
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Figura 5: Red generada por Ingenuity mediante relaciones directas. En verde se muestran las proteinas
que estaban incrementadas en el depésito omental y en rojo las proteinas incrementadas en el tejido adiposo
subcutaneo. En el cuadro de la derecha se muestra la clave que indica el tipo de molécula que aparece en cada
nodo de la red.

4.1.3. Estudio de las proteinas diferencialmente expresadas

Se eligieron un grupo de proteinas identificadas en el estudio 2D-DIGE para un
analisis mas detallado. Principalmente se llevé a cabo su validacién por WB y su estudio
por inmunohistoquimica e inmunofluorescencia. En la validaciéon se empledé un grupo
adicional de pacientes, 12 hombres y 9 mujeres, con un rango mayor de IMC (entre 20,03 y
51,9) y con caracteristicas clinicas similares a los sujetos empleados en el estudio 2D-DIGE

en cuanto a la ausencia de desdrdenes metabdlicos.

4.1.3.1. Estudio de las citoqueratinas epiteliales en tejido adiposo

La apariciéon de citoqueratinas epiteliales CK-7, CK-8, CK-18 y CK-19 en el tejido
adiposo omental fue sorprendente e inesperada. Estas proteinas constituyen los filamentos
intermedios del citoesqueleto de epitelios monoestratificados secretores como el higado, el

pancreas y la glandula mamaria (Owens and Lane, 2003). En el WB utilizamos un
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anticuerpo que reconocia a dos citoqueratinas a la vez (CK-8/18) (figura 6). Este anilisis
revel6 que ambas citoqueratinas se expresaban exclusivamente en el tejido adiposo
omental, confirmando asi los resultados del estudio 2D-DIGE. Para la realizacién de la
inmunohistoquimica se emple6é un anticuerpo que reconocia CK-18. Las imagenes
mostraron que esta proteina estaba localizada especificamente en el tejido adiposo omental.
Se confirmé que las células que presentaban tincién para CK-18 eran células mesoteliales

(Figura 7).

Figura 6: Expresion de CK-8 y CK-18 en tejido adiposo omental humano. En A se muestran las

imagenes correspondientes a los geles

A ;5 CK-8 D Ck-d bidimensionales en tejido adiposo
it 04 subcutineo (S) y tejido adiposo

0] omental (O) donde se encuentran

oa CK-8 y CK-18. En B se muestran las

'_SI_' 0 imagenes tridimensionales que genera

el DeCyder a partir de las sefiales de

E CK-8/18 )
3 ﬂuorescenc1a que N COffCSpOI’ldCH

con la CK-8 y CK-18. En C se
muestra una imagen representativa de

un WB realizado con el anticuerpo

que reconocfa a ambas citoqueratinas.

En D se muestra la sefal

_t 2 3 43 correspondiente a la CK-8 obtenida
20 S 9 55> = 0 mediante el DeCyder y en E se
- - . =) q CK-8/18 muestra la sefial cotrespondiente al

WB pata la CK-8/18. Se indican
medias * desviacion estindar.

En humanos se habfa descrito la presencia de mesotelio Gnicamente en el tejido
adiposo omental. El mesotelio consiste en una red de vainas de peritoneo ricas en células
mesoteliales que envuelven a grupos de adipocitos (van Hinsbergh et al., 1990) (Wilkosz et
al., 2005). Los resultados de nuestro estudio han mostrado la presencia de citoqueratinas
epiteliales CK-7, CK-8, CK-18 y CK-19 unicamente en las células mesoteliales del depésito
omental. Aunque la funcién que desempefian estas células no es conocida, se ha sugerido
que podrian desempefiar un papel importante en el desarrollo de procesos inflamatorios, ya
que expresan IL-18 en un estado de obesidad (Darimont et al., 2008). La expresion de 1L-
18 podria contribuir en parte a la mayor inflamacién observada en el tejido adiposo
omental frente al subcutaneo. Ademds, a raiz de nuestros resultados, hemos sugerido que
las células mesoteliales podrian favorecer el estrés mecanico que sufren los adipocitos

hipertrofiados en obesidad (Peral et al., 2009).
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: Figura 7: Inmunohistoquimica
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' E\ \ mesotelio, “a” indica adipocito.

4.1.3.2. Estudio de las “heat shock proteins” (HSPs)

Nos resulté llamativo los niveles elevados en el tejido adiposo omental de tres
proteinas pertenecientes a la misma familia, las heat shock proteins (HSPs) 90, 70 y 27
(HSP90, HSP70, HSP27). Las HSPs no sélo funcionan como chaperonas controlando el
plegamiento de proteinas que se sintetizan en el citoplasma, y en el interior de otros
organulos tales como el reticulo endoplasmatico (RE) y la mitocondria (Young et al., 2004),
sino que intervienen en numerosos procesos bioldgicos (Sumanasekera et al., 2003, Sun
and Liao, 2004, Calderwood et al., 2006, Lanneau et al., 2008). Los WB de estas tres
proteinas revelaron que sus niveles de expresion eran significativamente mas altos en el
tejido adiposo omental (figura 8) independientemente del IMC y del género, por tanto,
confirmando los resultados del estudio 2D-DIGE.

Se ha encontrado que en musculo esquelético la HSP70 esta disminuida en pacientes
con DM-2 (Kurucz et al., 2002, Chung et al., 2008) y que en modelos de ratén un aumento
en los niveles de HSP70 protege del desarrollo de diferentes patologias asociadas a
obesidad (Chung et al., 2008). También se ha encontrado que la HSP70 esta genéticamente
asociada a la obesidad y a DM-2 en estudios caso-control (Chouchane et al., 2001).
Ademas, en estudios proteémicos en los que se examinaron cultivos primarios de células
humanas derivadas del tejido adiposo se observé una expresion de HSPs asociada a la
adipogénesis (Delany et al., 2005).

Recientemente se ha sugerido que la ruta UPR (respuesta al desplegamiento de
proteinas) esta implicada en el inicio de la respuesta inflamatoria y ademas este proceso

parece que es fundamental en la patogénesis de enfermedades inflamatorias tales como la
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obesidad (Zhang and Kaufman, 2008). La ruta UPR se activa cuando aparecen distintos
tipos de estrés como la escasez de oxigeno, o de glucosa lo que provocaria una
acumulacién de péptidos desnaturalizados en la luz del RE. Es de destacar que la HSP90
esta implicada en esta ruta (Marcu et al., 2002) ya que se une a los dominios citoplasmaticos
de IREla y PERK, dos de las quinasas transmembrana que funcionan como sensores del
estrés del RE. Por tanto podriamos sugerir que la sobreexpresion de HSP90 en el tejido
adiposo omental se deberfa a una acumulacién de proteinas desplegadas en el RE del tejido
adiposo omental. Para estudiar esta hipdtesis comparamos los niveles de expresion entre el
tejido adiposo omental y el subcutaneo de GRP78 en un grupo de individuos obesos. Esta
proteina esta localizada en la luz del RE y se ha descrito su induccién en condiciones de
estrés (Lee, 1992), ademas interviene en la ruta de UPR participando en el plegamiento de

los péptidos (Bertolotti et al., 2000).

Figura 8: Western-blot representativos de

|_‘ las HSPs y de la GRP78 empleando
WD G —— D w—» D — —l HSP90 . .

muestras de tejido adiposo omental y
|"’ - e — - —-— " ‘I HSP70 subcutaneo de 6 pacientes. En el panel A

— 2o il S 4 Hspzz  S¢ muestran las imdgenes de las bandas

correspondientes a la HSP90, HSP70, HSP27
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Tal como indica la figura 8 la expresion de GRP78 estaba significativamente
aumentada en el tejido adiposo omental respecto del subcutaneo de pacientes obesos. Sin
embargo, cuando incluimos en el estudio a individuos con IMC inferior a 30 los niveles de
GRP78 también estaban aumentados en el tejido adiposo omental, en consecuencia, la
obesidad no estaba originando unos niveles incrementados de GRP78 en este deposito sino
que los niveles de GRP78 eran intrinsecamente mayores en el tejido adiposo omental.
Estos resultados nos inducen a pensar que la mayor expresion de GRP78 en la grasa
omental podria deberse a una gran demanda de factores necesarios para el plegamiento de

nuevos péptidos originada por una tasa mayor de sintesis de proteinas en este deposito,
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como sugetia la sobre-expresion de varias proteinas implicadas en la sintesis proteica en el

tejido adiposo omental con respecto al subcutaneo.

4.1.3.3. Analisis de la proteina fatty acid binding protein 5 (FABP5)

La FABP5 desempena un papel importante en el tejido adiposo no sélo para el
transporte de acidos grasos que se generan en la lipdlisis del adipocito, sino también para el
transporte de acido retinoico hasta el nicleo favoreciendo las rutas de supervivencia celular
(Schug et al., 2007). El analisis por WB de FABP5 revel6 que los niveles de esta proteina
estaban incrementados en el depdsito omental respecto del subcutaneo de igual forma que
en el estudio proteéomico (figura 9A). Esta proteina también se estudié por
inmunohistoquimica para determinar su distribucién celular en el tejido adiposo. Se
observé tincion en el nicleo y en el citoplasma de las células del tejido adiposo, tanto en
adipocitos como en la fraccién estroma-vascular (SVF). Particularmente destacd la
presencia de FABP5 en unos acimulos celulares que se asemejaban a las estructuras en
forma de corona descritas previamente (Cinti et al., 2005), y que consisten en una
agregacion de macrofagos que rodean y fagocitan adipocitos. Para confirmar esta
observacion se analizaron FABP5 y CDG68, un marcador de macréfagos (Holness and
Simmons, 1993), en cortes seriados consecutivos de tejido adiposo y se observé que ambas
proteinas aparecian en dichas estructuras en forma de corona (figura 9B). Las estructuras
en forma de corona también se hallaron en numerosos analisis de inmunofluorescencia de
biopsias de tejido adiposo usando los anticuerpos contra FABP5 y CD68 en los que se
apreciaba de igual forma la superposicion de las sefiales de FABP5 y de CDG68 en las
estructuras en forma de corona (figura 10).

Tanto FABP5 como el receptor nuclear PPARS/B se han implicado en rutas de
seflalizaciéon de supervivencia mediante la uniéon de acido retinoico (Schug et al., 2007).
Sorprendentemente en este estudio proteémico se encontraron niveles incrementados de
FABP5 en el tejido adiposo omental con respecto al subcutineo, ademas de otras dos
proteinas implicadas en la sintesis de acido retinoico: la retinal debydrogenase 1.A1 (AL1A1) y
la alcohol debydrogenase T (ADH1B). L.a ADHI1B sintetiza retinaldehido a partir de vitamina A
y la ALTA1 cataliza la sintesis de acido retinoico a partir del retinaldehido (Duester et al.,
2003). Por tanto, un potencial incremento en los niveles de acido retinoico debido a
mayores niveles de ADHIB y AL1A1, junto con la expresién incrementada de FABP5
podria sugerir que las rutas de supervivencia estan incrementadas en el tejido adiposo

omental respecto del subcutaneo. Por otro lado, ratones que carecian de AL1A1
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Figura 9: Sobre-expresion de
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presentaron un fenotipo de resistencia a obesidad inducida por dieta hipercalérica
(Ziouzenkova et al., 2007). Es posible por tanto, que los niveles elevados de AL1A1 en el
depodsito omental podrian estar favoreciendo una mayor acumulaciéon de grasa en este
tejido respecto del subcutaneo.

En el tejido adiposo, junto a FABP5, desempefia una funcién muy importante una
proteina de la misma familia que ha sido ampliamente descrita en la literatura cientifica, la
FABP4. En nuestro estudio hemos analizado los niveles de expresion de FABP4 en los dos
depositos grasos. Como se observa en la figura 11A, FABP4 estaba significativamente
incrementada en el tejido adiposo omental. Por lo tanto, ambas proteinas, FABP4 y
FABP5, se expresan mas en el depdsito omental que en el subcutaneo. Tanto el tejido
adiposo omental como el subcutaneo se digirieron con colagenasa y se separaron los
adipocitos de la SVF. Se extrajeron las proteinas de ambas fracciones y se analizaron los
niveles de expresion de FABP4 y FABP5. Observamos que FABP4 apenas se expresaba en
la SVF, mientras que si se observo expresion de FABP5 en la SVF (figura 11C).

Tanto FABP4 como FABP5 podrian jugar un papel muy importante en el desarrollo
de patologias asociadas a obesidad tal como indican los estudios realizados en ratones
modificados genéticamente (Coe et al., 1999, Hertzel et al., 2002, Maeda et al., 2003, Maeda
et al., 2005). Sin embargo, en el tejido adiposo no sélo los adipocitos sino también los
macréfagos expresan ambas proteinas. Es conocido que la razén FABP4/FABP5 es 99:1
en los adipocitos (Simpson et al., 1999) y 1:1 en los macréfagos (Makowski et al., 2001).

Nosotros encontramos que la relacion FABP4/FABP5 en tejido adiposo total era 23:1,
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para ello comparamos las manchas correspondientes a FABP4 y a FABP5 en 8 geles 2D de

tejido adiposo.

Figura 10: Deteccién mediante inmunofluorescencia en tejido adiposo omental de FABP5 y CD68.

La sefial de CDG8, en rojo, muestra unas estructuras en forma de corona alrededor de los adipocitos que

solapan con la sefial de FABP5, en verde, por tanto los anticuerpos reconocen las mismas células. En azul se

muestra la tincién con DAPI de los nucleos.

Figura 11: Expresion de FABP4, en tejido, en la SVF y en los adipocitos aislados del depésito graso

ometal y del subcutaneo. En A se muestra la expresién de FABP4 en 6 pares de tejido adiposo omental (O)
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y subcutaneo (S). En B se representa
la intensidad relativa de la expresion
de FABP4 entre ambos depdsitos
grasos, se indican las medias y la
desviacion estandar. En C podemos
apreciar los niveles de expresion de
FABP5 y FABP4 en la SVF, en los
adipocitos (A) y en tejido total (T) en
los depésitos grasos omental 'y
subcutaneo. La GAPDH se us6 como

control de carga.

¢ Estudio de la expresion de FABP5 y FABP4 en macrofagos

Hace tiempo que se relacioné una alta expresion de FABP5 con una reducida

sensibilidad a insulina (Hertzel et al., 2002), y una menor expresion de FABP5 con una

sensibilidad incrementada a la insulina (Maeda et al.,, 2003). Ademas se observd que la
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delecién selectiva de los genes FABP4 y FABP5 en los adipocitos redujo la expresion de
moléculas pro-inflamatorias en los macréfagos. Cuando la misma delecion afectd
especificamente a los macréfagos aumento la senalizacién por insulina en los adipocitos,
por consiguiente, la expresion de ambas FABPs es critica para el proceso inflamatorio
propio de la degeneracion metabdlica (Furuhashi et al., 2008). Estos datos junto con
nuestros resultados de la alta expresion de FABP5 en macréfagos nos llevaron a estudiar
mas detalladamente si esta proteina se inducia con el estimulo inflamatorio. Por un lado se
cultivaron células THP1 y algunos de estos cultivos se trataron con PMA. Se extrajeron
proteinas de ambos cultivos y se llevd a cabo un WB para analizar FABP5 y FABP4.
Observamos que FABP5 se inducia con el estimulo inflamatorio, sin embargo, no

detectamos expresion de FABP4 en ninguno de los cultivos (figura 12).

THP1
PMA

Figura 12: Expresion de FABP5 y FABP4 en células THP1. Se
FABPS representa un WB donde se aprecia un aumento de expresion de FABP5

con el tratamiento de las células THP1 con PMA, sin embargo, FABP4 se

. FABP4 expresaba a niveles practicamente indetectables en dichas células. Se

muestra la expresion de ambas protefnas en tejido adiposo subcutineo

B-actina (TAS). Se empled a la B-actina como control de carga.

Ademas se analizé la expresion de FABP5 y FABP4 en macréfagos extraidos de
ratones Swiss y C57BL/6. Se obsetvé una induccion de FABP5 tras el tratamiento de los
macréfagos obtenidos de ambas cepas de ratén con PMA (figura 13). Sin embargo, se
observo una ligera inducciéon de FABP4 en los macréfagos extraidos de ratones Swiss
tratados con PMA (figura 13). También estudiamos la expresion de FABP5 en macrofagos
extraidos iz vivo de ratones C57BL/6 que habian sido tratados con tioglicolato dos dias
antes. El tioglicolato es un agente que induce una inflamacién sistémica y por tanto
favorece la infiltraciéon y diferenciacion de macréfagos. El tratamiento con tioglicolato
motivo una fuerte induccion de FABP5 (figura 13). Sin embargo, FABP4 no se indujo con
el tratamiento con tioglicolato (figura 13). Estos resultados apuntan a una implicaciéon de
FABP5 en el estimulo inflamatorio a diferencia de FABP4 cuya expresién no parece estar

asociada al estimulo inflamatorio.

4.1.3.4. Validacion de la proteina GAPDH
La gliceraldehido-3-fosfato  deshidrogenasa (GAPDH) es wuna proteina
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Figura 13: Expresion de FABP4 y FABP5 en
C57BL/6 SWISS TAS macréfagos extraidos de ratones elicitados con

+ - - - - tioglicolato tioglicolato y tratados con PMA. Observamos una
- - + - + PMA gran expresion de FABP5 y no de FABP4 en
macréfagos extraidos de ratones C57BL/G elicitados con

- - | FABPS toglicolato y en macréfagos de ratones no elicitados con
tioglicolato pero tratados con PMA. También hubo una

gran induccién de FABP5 en macréfagos tratados con

PMA extraidos de ratones Swiss, en este caso también
B-actina hubo una pequefia induccién de FABP4. Para efectos

comparativos se muestran las sefiales de tejido adiposo

subcutaneo (TAS).

tradicionalmente ubicada en la glucdlisis donde en presencia de nicotinamida adenina
dinucleétido (NAD") y de fosfato inorganico lleva a cabo la fosforilaciéon oxidativa del
gliceraldehido-3-fosfato originando 1-3 bisfosfoglicerato. Esta proteina estaba aumentada
en el estudio 2D-DIGE en el tejido adiposo omental con respecto del subcutaneo y en el
WB también apareci6 significativamente aumentada en el depdsito omental, confirmandose
asi el resultado del estudio proteémico. Nos parecié relevante que la GAPDH no se
expresara de igual forma en ambos depésitos grasos ya que se suele utilizar para normalizar
tanto en estudios de expresion de mensajero como en estudios de expresion de proteina.
Sin embargo, estudios previos ya habian mostrado que el mRNA de la GAPDH varfa en
funcién del grado de obesidad (Kloting et al., 2007). Estos datos nos llevaron a averiguar
cual serfa la proteina de referencia apropiada para usarla como normalizador en nuestros
estudios. Para ello, evaluamos la expresion mediante WB de otras proteinas
tradicionalmente empleadas como proteinas de referencia tales como la B-actina, beta-
tubulina (TBB5) y la calnexina (CALX) empleando para ello muestras de tejido adiposo
omental y subcutineo. Tal como se muestra en la figura 14 la B-actina y la calnexina
estaban aumentadas en el depdsito omental, al igual que la GAPDH, sin embargo la TBB5
presentaba un patrén de expresion muy heterogéneo con un coeficiente de variacion (CV)
muy alto, del 59% (el CV da una idea de la heterogeneidad de los valores de una variable,
cuanto menor sea su valor mayor es la homogeneidad de los valores). Por tanto, ninguna de
estas 4 proteinas podria usarse como proteina de referencia en estudios de expresion de

proteinas entre el tejido adiposo omental y el subcutaneo.
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Figura 14. Expresion de proteinas comunmente denominadas proteinas de referencia en muestras
pareadas de tejido adiposo omental y subcutaneo. En la parte izquierda se indican los WB
representativos de la B-actina, GAPDH, CALX y TBB5 con 6 pates de muestras de ambos depdsitos grasos.

En la parte derecha estan las graficas donde cada linea representa la expresion proteica en cada par de tejidos.

Se indica el p valor asociado a la diferencia de las medias de expresion entre ambos tejidos.

4.1.4. Busqueda de proteinas con perfil de proteinas de referencia

Utilizando los datos del estudio proteémico comparativo entre el tejido adiposo
omental y el subcutaneo nos planteamos la identificaciéon de proteinas cuya expresion no
variase entre ambos depdsitos grasos con el fin de buscar proteinas de referencia para los
estudios de expresion proteica. Utilizando el software Decyder se identificaron 12 proteinas
con ratio cercano a 1. Estudiamos las que presentaron unos valores de expresion mas
homogéneos entre si: la enolase 1 (ENOA), la phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) y la
Sfumarylacetoacetase (FAA). La figura 15 muestra los WB representativos en los que se deducia
que la ENOA estaba aumentada en el depdsito omental con significacion estadistica, la
PGK1 presentaba una variacion muy alta con un CV del 59%, sin embargo la FAA

present6 unos valores de expresion bastante semejantes entre las muestras, con un CV del

16%.
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Figura 15: Estudio de proteinas identificadas en el estudio 2D-DIGE en pares de tejido adiposo
omental y subcutaneo con perfil de expresion de proteinas de referencia. Se muestran los WB de 3 de
las proteinas identificadas. En las graficas se representa la expresién en cada uno de los pares de tejidos
empleados en los WB
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A continuacion, empleamos la FAA para normalizar varias proteinas que habiamos
identificado en el estudio comparativo y se mantuvo la significaciéon estadistica de las
diferencias de medias de expresion. Por tanto, pensamos que la FAA es una buena
candidata para ser empleada como proteina de referencia en estudios de expresion proteica
entre el tejido adiposo omental y el subcutaneo (Perez-Perez et al., 2012b). La FAA es una
enzima que interviene en el catabolismo de la tirosina y nunca antes habia sido estudiada en
el tejido adiposo. El defecto de FAA causa un desorden autosémico recesivo denominado
Tirosinemia de tipo I, esta enfermedad se presenta tipicamente durante el primer afio de

vida en forma de fallo hepatico junto con disfuncién renal (Tanguay et al., 1990).

4.2. Analisis protedmico comparativo mediante 2D-DIGE para el estudio de la
obesidad

Las proteinas que mostraron expresion diferencial entre el tejido adiposo omental y
el subcutaneo nos sugirieron que la tasa metabodlica del primero esta incrementada, que
presenta una mayor capacidad de sintesis proteica, asi como un estado inflamatorio
incrementado. Nos planteamos, pues, usar el tejido adiposo omental para llevar a cabo un
estudio proteémico comparativo entre un grupo de 6 pacientes con obesidad moérbida
(IMC>40) y otro grupo de 6 sujetos no obesos (IMC<30). Todos los individuos que
formaron parte del estudio fueron mujeres sin enfermedades asociadas a la obesidad y no
cumplieron ninguno de los criterios de exclusién expuestos en la seccién 3.1 de Materiales
y Métodos.

El analisis se llevd a cabo de manera similar al expuesto en el apartado 4.1. En este
caso el software DeCyder detecté 2700 manchas en cada gel de las que 1200 aparecian en
todos los geles. El analisis de componentes principales (PCA) mostré que el grupo de los
obesos estaba diferenciado del grupo de los no obesos. El anilisis estadistico mediante el
software DeCyder revelé que 70 manchas estaban diferencialmente expresadas con un p-
valor significativo (p<0,05), éstas se extrajeron manualmente de un gel tefiido con plata
para su identificacion por MS. TFinalmente se identificaron 56 manchas que
correspondieron a 44 proteinas diferentes de las que 20 estaban aumentadas y 24

disminuidas en el grupo de los obesos figura 16 y tabla 7 (Perez-Perez et al.,, 2012a).

62



Resultados y Discusion

Figura 16. Imagenes de los geles bidimensionales correspondientes al estudio comparativo del tejido
adiposo omental de obesos y no obesos. A la izquierda se muestra la imagen de gel correspondiente a la
superposicion de la sefial de los fluoréforos. A la derecha se muestra la tincién con plata del mismo gel donde
se indican las manchas que se han identificado por MS (Tabla 7).

4.2.1. Andlisis “in silico” de las proteinas identificadas

Empleamos la aplicacion PANTHER (Protein Analysis Through Evolutionary Relationship)
para clasificar las proteinas en funcién de los términos de Gene Ontology (GO) de Proceso
Biolégico y de Funcién Molecular. Estudiamos de manera independiente las 20 proteinas
aumentadas y las 24 proteinas disminuidas con la obesidad. Dicha aplicacién comparé las
proteinas incluidas en ambas listas con el conjunto de los 19911 genes traducibles
empleados como referencia para buscar términos de GO sobre-representados o bajo-
representados en las listas de proteinas identificadas en el estudio protedmico.

En cuanto al Proceso Biolégico, en el conjunto de las proteinas disminuidas con la
obesidad, encontramos dos términos de GO significativamente sobre-representados: Proceso
Metabilico y Generacion de Metabolitos Precursores y Energia (figura 17A). Dentro de la clase
Proceso Metabilico estaban representados los términos de GO Proceso Metabilico de Lipidos,
Proceso Metabilico de Hidratos de Carbono y Proceso Metabilico de Derivados de los Aminodcidos. En
el conjunto de las proteinas aumentadas con la obesidad habfa tres términos de GO
significativamente sobre-representados: Proceso Celular, Proceso del Desarrollo y Organizacion de
Componentes Celulares (Fig. 17B). Cuando se agruparon las proteinas en términos de GO de
Funcién Molecular obtuvimos que en la lista de proteinas disminuidas con la obesidad la
categotia Actividad Catalitica estaba significativamente representada (figura 17C), y en la lista
de proteinas aumentadas con la obesidad la categoria Actvidad Estructural fue la tnica que se
encontré significativamente representada (figura 17D). La clasificacion en funcién de los
términos de GO de Componente Celular no mostré ninguna pauta diferencial entre las

proteinas aumentadas y las disminuidas con la obesidad. El analisis PANTHER nos revel
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Tabla 7: Proteinas identificadas con expresion diferente en el depdsito graso omental debido a la obesidad.

Mancha  p-valor Ratio Accesion Nombre Mascot PM pI Pep Cob
1 1,60E-02 1,6 LUM_HUMAN Lumican 191 38,7 6,2 5 14
2 8,00E-03 -2 VIME_HUMAN Vimentin 273 53,7 5,1 19 47
3 1,20E-02 2,2 K1C19_HUMAN Keratin 19 372 441 5 18 43
4 1,40E-02 2,2 PTRF_HUMAN Polymerase I and transcript release factor 164 435 55 6 12
5 3,90E-03 2,2 K1C19_HUMAN Keratin 19 257 441 5 16 39
6 3,00E-02 1,7 PTRF_HUMAN Polymerase I and transcript release factor 129 435 55 6 11

ANXA2_HUMAN Annexin A2 136 38,8 7,6 9 28
7 2,10E-02 1,5 PLSL._HUMAN L-plastin 235 70,8 53 11 22
Q4LE35_HUMAN Integrin alpha-7 157 1254 5,6 9 10
LMNB1_HUMAN Lamin-B1 129 38,3 54 9 30
8 3,60E-02 2,1 HSP71_HUMAN Heat shock 70kDa protein 1A 181 522 54 7 13
9 3,30E-02 1,7 COGA3_HUMAN Collagen type VI, alpha 3 chain 89 3451 6,4 8 3
10 4,20E-02 1,6 PTRF_HUMAN Polymerase I and transcript release factor 157 435 55 6 12
11 5,50E-03 1,8 PLSI._HUMAN L-plastin variant 240 70,8 52 10 18
12 2,00E-02 1,6 ALBU_HUMAN Albumin, isoform CRA_t 168 60,2 6,7 14 27
13 1,20E-02 2,1 SH3L1_HUMAN SH3 domain binding glutamic acid-rich protein 87 12,8 522 1 8
14 4,70E-02 1,4 NHLC2_HUMAN NHL repeat containing 2 114 80,2 53 4 6
15 6,30E-03 2,6 ALDH2_HUMAN Mitochondrial aldehyde dehydrogenase 2 312 56,9 6,6 11 22
16 430E-02  -1,5 GBB1_HUMAN Guanine nucleotide-binding protein 161 37,1 5,6 5 16
17 3,00E-02 1,6 K2C8_HUMAN Cytokeratin 8 147 53,5 55 5 10
18 5,80E-05 2,7 K2C7_HUMAN Keratin 7 293 51,4 54 15 30
19 2,20E-02 1,5 ST1A3_HUMAN Aryl sulfotransferase 102 343 58 1 3
20 2,70E-03 2 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma chain 240 36,5 59 7 33
21 3,10E-02 1,9 ANXA1_HUMAN Annexin I 187 389 6,6 5 17
22 3,10E-03 2,3 K2C8_HUMAN Keratin 8, isoform CRA_d 115 30,8 5 2 8
23 1,90E-03  -2,1 HSPB1_HUMAN Heat shock protein 27 126 224 78 2 13
24 4,80E-03 1,6 ALBU_HUMAN Serum albumin 161 67,8 5,6 12 18
25 1,10E-03 2,6 FIBG_HUMAN Chain C, human fibrinogen 396 47 55 14 51
K2C8_HUMAN Cytokeratin 8 366 53,5 55 15 37
26 2,00E-03 -1,5 ACY1_HUMAN Aminoacylase 1 190 46,1 58 8 18
27 1,60E-03 1,5 ANXA2_HUMAN Annexin A2 185 38,8 7,6 7 20
28 1,20E-02  -1,7 FABP5_HUMAN Fatty acid binding protein 5 277 15,5 6,6 10 68
29 3,10E-02 1,8 ALBU_HUMAN Albumin, isoform CRA_c 141 27,7 6,4 8 30
30 4,40E-02 1,9 TPIS_HUMAN Triosephosphate isomerase 1 131 26,9 6,5 7 32
31 1,10E-02  -1,7 ACADS_HUMAN Short-chain acyl-CoA dehydrogenase 119 44,6 8,1 7 19
32 390E-02  -1,5 PNPH_HUMAN Noucleoside phosphorylase 123 323 6,5 3 14
33 3,10E-02 -1,8 TRFE_HUMAN Serotransferrin precursor 119 77 6,9 9 17
34 6,30E-03 -1,5 ACADM_HUMAN Medium-chain acyl-CoA dehydrogenase 158 47 8,6 4 13
35 2,10E-03  -1,5 HIBCH_HUMAN 3-hydroxyisobutyryl-coenzyme A hydrolase 159 494 94 9 23
36 320E-02  -15 CAH1_HUMAN Carbonic anhydrase I 141 289 6,6 4 21
37 3,10E-02 14 LMNA_HUMAN Lamin A/C isoform 1 precursor 521 744 6,6 22 38
38 4,80E-03 -1,5 FUMH_HUMAN Fumarate hidratase, isoform CRA_d 174 46,6 6,9 2 6
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Mancha  p-valor Ratio Accesion Nombre Mascot PM pI Pep Cob
39 6,00E-05 -1,7 ETFA_HUMAN Electron transfer flavoprotein alpha 167 30,2 8,8 4 20
40 430E-02  -14 AOFA_HUMAN Monoamine oxidase A 126 60,2 7,9 4 11
41 1,00E-02  -1,9 CISY_HUMAN Citrate synthase 109 29,6 7.8 2 7
42 1,LI0E-02  -1,6 AOFA_HUMAN Monoamine oxidase A 146 60,2 6,9 6 15
43 430E-03 -14 CATA_HUMAN Catalase 278 59,9 6,9 9 25
44 1,30E-02 -1,5 TKT_HUMAN Transketolase 150 68,5 7,9 10 22
45 320E-03 -1,6  CATA_HUMAN Catalase 195 516 78 8 23
46 3,10E-03 -1,8 FIBB_HUMAN Fibrin beta 170 51,4 8 10 26
47 1,40E-04  -1,6 CISY_HUMAN Citrate synthase 211 458 6,5 6 16
48 3,00E-02  -1,7 TKT_HUMAN Transketolase 178 68,5 7,9 10 25
49 1,00E-02  -1,5 THIL._HUMAN Acetyl-coenzyme A acetyltransferase 1 129 455 9 2 7
50 8,80E-03 -1,5 ATPA_HUMAN ATP synthase subunit alpha 101 40,4 89 1 3
51 1,80E-02  -14 ASSY_HUMAN Argininosuccinate synthetase 1 180 46,8 8,1 7 16
52 1,70E-02  -1,7 ADHI1B_HUMAN Alcohol dehydrogenase beta-3 subunit 220 40,7 85 12 32
53 2,70E-02 2 ANXA2_HUMAN Annexin A2 isoform 2 283 38,8 7,6 15 48
54 1,90E-02  -1,6 HCDH_HUMAN L-3-hydroxyacyl-coenzyme A dehydrogenase 170 7,6 93 4 52
55 4,10E-02  -1,6 ADHI1B_HUMAN Alcohol dehydrogenase beta-3 subunit 212 40,7 8,5 10 28
56 3,50E-02  -1,5 ACSL1_HUMAN Acyl-CoA synthetase long-chain family 306 789 6,8 11 20

De izquierda a derecha: Mancha indica el nimero de la mancha que se identificé de acuerdo a la figura 16; p-valor indica el valor

de la p tras la aplicacién del t-test; ratio indica la magnitud de la diferencia de niveles de expresion entre las dos condiciones para

cada protefna, con valor negativo para las que estaban disminuidas con la obesidad; accesion indica el cdigo de la proteina segun la

base de datos Swiss-Prot; Mascot indica la significacién estadistica de la identificacion de cada proteina; PM es el peso molecular en

kDaj; pI es el punto isoeléctrico; Pep es el nimero de péptidos identificados y Cob es el porcentaje de secuencia cubierta de la

proteina identificada.
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que los términos de GO representados en cada una de las dos listas de proteinas eran
completamente diferentes entre si, por tanto el estudio proteémico habifa identificado un
patrén de expresion diferencial de proteinas muy claro entre el grupo de individuos obesos
y el grupo de no obesos. También empleamos la aplicacion PANTHER para clasificar las
44 protefnas diferencialmente expresadas debido a la obesidad en categorias de Proceso

Biolégico y de Funcion Molecular (tabla 8).

4.2.2. Andlisis de las proteinas identificadas en el estudio 2D-DIGE

El estudio 2D-DIGE revel6 en el grupo de pacientes obesos unos niveles reducidos
de proteinas implicadas en rutas metabolicas tales como Proceso Metabilico de Lipidos, Proceso
Metabilico de Hidratos de Carbono y Proceso Metabilico de Derivados de los Aminodcidos, 1o cual
podria sugerir una reducciéon de la actividad metabodlica asociada a la obesidad. Estos

resultados han confirmado estudios previos de expresion de mRNA que
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Figura 17: Representacion del analisis mediante la aplicacion PANTHER de las proteinas
identificadas con expresion diferencial entre el tejido adiposo omental de obesos y no obesos. Se
indican las clases de Proceso Biolégico y de Funciéon Molecular representadas significativamente (p<<0,05) en
el conjunto de proteinas disminuidas (A y C) y en el conjunto de proteinas aumentadas (B y D) con la
obesidad. Las clases con p-valor mayor de 0,05 se muestran en gris. Es importante sefialar que el PANTHER

puede atribuir varias clases a una misma proteina.

Tabla 8: Algunas proteinas incluidas en los términos de GO representados con significacion

estadistica en los conjuntos de proteinas disminuidas y aumentadas con la obesidad

Categorias de
referencia de GO

Categorias hijas de
GO

Proteinas incluidas en los términos de GO

Proceso metabélico

Proceso metabélico de
lipidos

Proceso metabélico de
hidratos de carbono

* fatty acid-binding protein 5 (FABP5),

* acyl-CoA synthetase long-chain family (ACSL1),
o L-3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase HCDH),
* transketolase (TKT),

e citrate synthase (CISY),

Proteinas * alcohol debhydrogenase 1B (ADH1B),
disminuidas Proceso metabilico de * fumarate hydratase FUMH),
con la derivados de aminodcidos * aminoacylase-1 (ACY-1)
obesidad * argininosuccinate synthetase 1 (ASSY1).
* monoamine oxidase A (MAOA),
Generacion de * citrate synthase (CISY),
metabolitos precursores o ATP synthase subunit alpha (ATPA),
) energia * catalase (CAT),
* electron transfer flavoprotein alpha (ETEA),
* lamin-B1 (LMNB1),
Proceso celnlar o keratin type I cytoskeletal 19 (CK-19),
, o keratin type 11 cytoskeletal 7 (CK-7),
Proteinas * keratin gl;e I g/toxxée/eta/ 8 ECK—S;,
aumentadas .
* lamin-A/ C (LMNA),
con la Proceso del desarrollo .
obesidad * plastin-2 (PLSL),

Organizaciin de

componentes celulares

* collagen (COGA3),
* fibrinogen gamma (FIBG)
* annexin A1 (ANXAT)

Obsérvese que una misma proteina puede estar incluida en mas de un término de GO
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mostraron que genes que reprimen la lipdlisis estaban aumentados y genes que inducen la
lipolisis estaban reprimidos con la obesidad (Gomez-Ambrosi et al., 2004). Otro estudio
realizado con pacientes obesos mediante el uso de PCR a tiempo real, también mostré una
disminucién en la expresion de las principales enzimas lipogénicas en la grasa omental con
la obesidad (Ortega et al., 2010). Utilizando un modelo murino de obesidad también se
concluyé que la expresion de genes asociados a la diferenciaciéon del adipocito estaba
disminuida con la obesidad (Nadler et al., 2000). Por tanto, podriamos concluir, que si
tanto el metabolismo lipidico como la diferenciacién del adipocito estan alterados en
obesidad, el tejido adiposo obeso no estarfa desempefiando correctamente su funciéon de
almacén de grasa, lo cual podria ser una de las causas de la deposicién ectdpica de grasa
(McQuaid et al., 2011).

Es notorio el elevado nimero de proteinas mitocondriales con expresion reducida en
el grupo de pacientes obesos (14 de 24), lo que podria indicar una menor actividad del
metabolismo mitocondrial, y por tanto, del metabolismo oxidativo con la obesidad. Estos
resultados confirmaron otros estudios de expresion de mRNA (Marrades et al., 2010).
Ademas numerosas publicaciones han propuesto que la obesidad esta asociada a una
alteracion en el contenido mitocondrial (Wilson-Fritch et al., 2004, Rong et al., 2007, Patti
and Corvera, 2010), siendo muy llamativo el trabajo segin el cual en el adipocito el nimero
de copias de DNA mitocondrial esta inversamente correlacionado con el IMC (Kaaman et
al., 2007). Esta ampliamente aceptado que funciones especificas del adipocito tales como el
almacenamiento de 4acidos grasos, la secrecion de adipoquinas (Koh et al., 2007), la
seflalizaciéon por insulina y la captaciéon de glucosa requieren mucha energia (Shi et al,
2008), por tanto un buen funcionamiento del tejido adiposo demandarfa un aporte
importante de energfa y en consecuencia una funcién mitocondrial éptima.

Mencion especial merece la monoamine oxidase A (MAOA) cuya expresion disminuida
se identificé en el grupo de los pacientes obesos. Previamente y en concordancia con
nuestros resultados se habia publicado que la actividad de esta proteina estaba disminuida
en el tejido adiposo de individuos obesos (Visentin et al., 2004). La MAOA es una enzima
mitocondrial implicada en la desaminaciéon oxidativa de muchos neurotransmisores y
aminas exogenas. Hsta enzima, ademas, es muy abundante en la fraccién adipocitica del
tejido adiposo (Pizzinat et al., 1999). La MAOA también se ha estudiado en la adipogénesis
usando diferentes linajes murinos y humanos, observandose que se induce con la

diferenciacion de los adipocitos (Bour et al., 2007).
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Los términos de GO Proceso Celular, Proceso del Desarrollo, Organizacion de Componentes
Celulares y Actividad Estructural corresponden a las proteinas incrementadas con la obesidad
segun el analisis PANTHER. Estos datos podrian sugerir que el aumento del tamafio que
sufren los adipocitos con la obesidad debido a la deposicion de grasa estd acompafiado de:
i) cambios en el citoesqueleto (lo que se explicatia por los elevados niveles de lamina A/C,
lamina-B1 y de la integrina o 7); ii) cambios en la matriz extracelular debidos al aumento en
la expresion de colageno y /lumican; iii) modificaciones en la estructura del tejido debido al
aumento en la expresion en la citoqueratinas, CK-7, CK-8 y CK-19 que serfan compatibles
con cambios en el mesotelio del depdsito graso omental. Estos resultados coinciden con
estudios previos basados en la expresion de mRNA en los que se proponia que el tejido
adiposo sufre una remodelaciéon de la matriz extracelular y diversos cambios en el
citoesqueleto para adaptarse a la hipertrofia que ocurre en los adipocitos con el desarrollo

de la obesidad (Henegar et al., 2008, Poussin et al., 2008).

4.2.3. Estudio de las proteinas diferencialmente expresadas

Para validar algunas de las proteinas identificadas en el estudio 2D-DIGE se hicieron
analisis de WB. Dos de las proteinas estudiadas fueron la transketolasa (TKT) y la
aminoacilasa-1 (ACY-1) cuya expresiéon en tejido adiposo no habia sido anteriormente
documentada. También se hicieron analisis de WB para estudiar otra proteina que ha sido
relacionada previamente con obesidad y DM-2, la HSP70, que previamente habiamos
mostrado que tenfa mayor expresion en el tejido adiposo omental que en el subcutaneo. El
estudio 2D-DIGE identificé la HSP70 aumentada en los individuos obesos respecto de los
no obesos, mientras que la TKT y la ACY-1 estaban aumentadas en el grupo de los no
obesos. En estos estudios de validacion se utiliz6 un grupo adicional de sujetos que
también fueron mujeres, en la figura 18 se muestran las imagenes de los WB donde se

confirmaron los resultados del estudio 2D-DIGE.

4.2.3.1. Estudio de la proteina transketolasa (TKT)

Diferentes estudios han mostrado que la TKT esta relacionada con enfermedades
neurodegenerativas (Paoletti et al., 1997), con DM-2 (Hammes et al., 2003) y con cancer
(Boros et al., 1997), sin embargo, hasta el momento no se habia relacionado esta proteina
con obesidad. La TKT es una enzima cuyo grupo prostético es la tiamina difosfato; cataliza

varias reacciones de la rama no oxidativa del ciclo de las pentosas fosfato, donde lleva a
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cabo la transferencia de un grupo de dos carbonos entre dos moléculas de hidratos de
carbono. En mamiferos la funcién de la ruta de las pentosas fosfato es producir pentosas
fosfato para la sintesis de acidos nucleicos y generar NADPH que se emplea en reacciones
de destoxificacién y en la sintesis de acidos grasos (Schenk et al., 1998). La TKT ha sido
particularmente estudiada en relaciéon con la cérnea donde esta proteina es especialmente
abundante (Sax et al., 19906). En este contexto, el gen de la TKT fue inactivado mediante
recombinacién homologa en ratén, lo que ocasiond la muerte de los embriones
homocigotos tkt”" en la fase de mérula (Xu et al., 2002). Sorprendentemente, los ratones
con un solo alelo funcional para el gen de la TKT mostraron un crecimiento menor, y en
particular presentaron una reduccién del 77% de su tejido adiposo y un descenso en los
niveles de leptina de 10 veces con respecto al fenotipo silvestre. Estos datos nos indujeron
a pensar que la menor cantidad de grasa en los ratones tkt"" podria deberse en parte, a
unos niveles reducidos de NADPH que impedirian que la lipogénesis funcionase
correctamente.

Nuestros resultados han mostrado que en obesidad hay menor expresion proteica de
TKT, lo que podria explicarse por un mecanismo de compensacion segun el cual el tejido
adiposo en los individuos obesos tendria reprimida la lipogénesis para evitar nuevos
incrementos en su tamafio. Durante el desarrollo de la obesidad se requieren grandes
cantidades de NADPH para la sintesis de acidos grasos, esperarfamos, pues, un nivel
elevado de TKT. Por el contrario, en la obesidad establecida (mérbida) en que la expresion
de genes implicados en rutas lipogénicas esta disminuida (Ortega et al., 2010), unos niveles
de expresion de TKT reducidos podrian constituir una adaptacion fisioldgica dirigida a

limitar la expansion del tejido adiposo (Perez-Perez et al., 2012a).
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El estudio de la TKT mediante inmunofluorescencia en tejido adiposo omental
humano mostré una tincién principalmente citoplasmatica tanto en adipocitos como en
células de 1a SVF, confirmando la ubicuidad de esta enzima. También se detecté TKT en
algunos nucleos, aunque este analisis no nos permitié averiguar el tipo celular al que
correspondfan (figura 19A). Ademas se analizé la localizacion sub-celular de la TKT
mediante inmunofluorescencia en preadipocitos humanos y en adipocitos diferenciados 7
vitro. Este estudio mostré que en los primeros la TKT estaba localizada mayoritariamente
en el nucleo, pero también en el citoplasma, sin embargo en los adipocitos aparecia tincion
unicamente en el citoplasma (figura 19B y 19C). Estos resultados nos llevaron a interpretar
que la localizacion nuclear de la TKT en los preadipocitos podria deberse a que las células
indiferenciadas tienen una alta capacidad proliferativa y por tanto una alta capacidad para
dividir su DNA. Por este motivo estas células tendrian una gran demanda de pentosas
fosfato necesarias para la sintesis de acidos nucleicos, lo que podria explicar la aparicion de
la TKT en el nacleo. Por otro lado, los adipocitos maduros han perdido su capacidad
proliferativa pero sus requerimientos de NADPH para la lipogénesis son mas importantes.
Este hecho podria explicar el cambio en la localizacion de la TKT del nicleo al citoplasma

inducido por la adipogénesis.

A. Tejido adiposo omental

Figura 19:  Deteccion  por
inmunofluorescencia de la TKT.
En A se muestra la localizacion
citosolica de la TKT en cortes de
tejido adiposo omental. Los circulos
indican nucleos donde hay expresién
de TKT. En B se muestra la

localizacion nuclear de la TKT en

B. Preadipocitos

preadipocitos humanos. En C se
observa la expresiéon de TKT en el
citoplasma de adipocitos humanos
diferenciados iz wvitro. En azul se
C. Adipocitos muestra la tincién con DAPI de los

nucleos

También se estudid si los niveles de expresion de la TKT wvariaban con la

adipogénesis en las células de origen murino 3T3-L1. Los resultados mostraron que los
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niveles de TKT aumentan con la adipogénesis. A dia 9 de diferenciacién habfa un aumento
significativo en su expresion (p<0,05) con respecto a dia 0 (figura 20). Este resultado junto
con la redistribucion celular que sufre la TKT con la adipogénesis y unido a la alteracién en
los niveles de TKT con la obesidad nos ha llevado a sugerir que esta proteina podria
desempefiar un papel en la biologfa del tejido adiposo mas importante que su mera

participacion en el ciclo de las pentosas fosfato (Perez-Perez et al., 2012a).

A
dia0 dia3 dia5 diad Figura 20: Expresion de TKT, ACY-1 y SPHKI1 en
|— —— _l TKT la diferenciacion de fibroblastos 3T3-L1. En A se
| e —— | ACY-1 muestran las imagenes de los WB correspondientes a las
proteinas TKT, ACY-1 y SPHK1 a dia 0, 3, 5y 9 de
| — --’J SPHK1 diferenciacion. Se emple6 FABP4 como control
| FABP4 positivo de la diferenciacion y GAPDH para normalizar
los resultados. B. Se muestran las graficas de intensidad
|‘_' __—‘ GAPDH relativa de la sefial cotrespondiente a la expresion de
B estas proteinas. Se indica el p valor de la diferencia de
§ medias de expresion de dia 9 con respecto a dia 0. (¥)
E 9 ke T T
2 indica p<0,01, (**) indica p<0,05.
Zos
:a i
5y
= o 3 5 9 o 3 5 @
THT ACY-1 SPHK1
p=0.003 p=0,012 p=0.009

¢ Estudio de identificacion de interacciones para la proteina TKT

Con la premisa de que la TKT ademas de en el ciclo de las pentosas fosfato podria
estar implicada en otros procesos esenciales en la fisiologfa del tejido adiposo nos
propusimos identificar otras proteinas que interaccionasen con la TKT. Para ello se
hicieron analisis de co-inmunoprecipitacion (co-IP) en los modelos celulares Hel.a y HEK-
293 y se utiliz6 el vector de expresion en eucariotas pcDNA3/TKT/HA, que expresaba
una proteina recombinante TKT-HA, y el vector pcDNA3/HA que expresaba la proteina
HA.

Se realizaron 4 reacciones de co-IP en las células Hela y otras 4 en las células HEK-
293. Por cada reaccion de co-IP se llevo a cabo un control negativo que consistié en una
co-IP realizada con extracto proteico procedente de una transfecciéon con el plasmido
pcDNA3/HA. Las proteinas de los 16 inmunoprecipitados se digitieron con tripsina y los
péptidos resultantes se resolvieron mediante cromatografia liquida acoplada a un detector
de MS, lo que permitié la identificacion de las proteinas que habfa en cada
inmunoprecipitado incluyendo a la TKT en todas la reacciones de co-IP excepto en los

controles negativos. Se aplic6 un test estadistico beta-binomial para seleccionar las
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proteinas que con una significacion estadistica (p<0,05) podrian interaccionar con la TKT
(tabla 9). Estas proteinas aparecian en todas las co-IP que inclufan la TKT y en ninguno de
los controles negativos. Es de destacar que la proteina damage-specific DNA binding protein 1
(DDB1) se identificé en ambas lineas celulares, por lo tanto, podria ser una candidata a
interaccionar con la TKT. La DDBI1 es una proteina de 127 kDa que funciona formando
heterodimeros, y participa en la reparacién del dafio que induce la luz ultravioleta al DNA
(Hwang et al., 1996). Desde hace tiempo es conocido que la deficiencia de DDB1 esta
implicada en la enfermedad Xeroderma Pigmentosum (Keeney et al., 1994), y es un
componente de determinados complejos con actividad ligasa de ubiquitinas (Nishitani et
al., 2006). Es de destacar que esta proteina se localiza en el nucleo, lo cual refuerza la
hipétesis de que la TKT podria participar en el metabolismo nuclear. Pensamos que dicha
interaccion permitirfa dilucidar un fenémeno de pluriempleo para la TKT que podria

contribuir a explicar su papel en la fisiologia del tejido adiposo y su alteracién con la

obesidad.

4.2.3.2. Estudio de la proteina aminoacilasa-1 (ACY-1)

La aminoacilasa de tipo 1, ACY-1, es una enzima portadora de Zinc, homodimérica,
con localizaciéon citosdlica donde lleva a cabo una recuperacién de aminoacidos, ya que
cataliza la hidrdélisis de los L-aminoacidos acetilados. La ausencia de ACY-1 causa un
desorden metabodlico congénito caracterizado por una excrecion incrementada de
aminoacidos acetilados (Van Coster et al.,, 2005). Aunque el significado clinico no esta
claro, se ha sugerido que podria desempefar alguna funcién en el desarrollo del sistema
nervioso central debido a que los individuos con ausencia de ACY-1 presentan un cierto
retraso psicomotor (Sass et al., 2000). Otros estudios mostraron que la expresion de ACY-1
se encuentra reducida en cancer de pulmoén (Miller et al., 1989). Mas recientemente se ha
publicado que la ACY-1 podria tener una funciéon de gen supresor de tumores en un
modelo de carcinogénesis renal de rata (Zhong et al., 2009). Es de destacar que nuestro
estudio (Perez-Perez et al., 2012a), es el primero que relaciona a esta proteina con el tejido
adiposo y con obesidad. El analisis mediante WB revelé que los niveles de expresion de la
ACY-1 fueron mas abundantes en el tejido adiposo omental de individuos no obesos frente
a los obesos, en concordancia con los resultados del estudio 2D-DIGE (figura 18).

Para intentar averiguar el papel de la ACY-1 en el tejido adiposo omental, estudiamos

su distribucion en este tejido mediante ensayos de inmunohistoquimica e
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Tabla 9. Proteinas identificadas mediante LC-MS en las co-IP.

HEK-293
Accesion Nombre de la proteina PM p-valor
P29401 Transketolase 67,9 2,68E-04
Q16531 DNA damage-binding protein 1 127,0 2,67E-03
P62857 408 ribosomal protein S28 7,8 2,00E-02
QI65W2-1 Protein cereblon 50,5 2,11E-02
Q7Z6E9-1 E3 ubiquitin-protein ligase RBBP6 201,6 2,13E-02
P13639 Elongation factor 2 95,3 2,20E-02
Q16629-1 Serine/arginine-rich splicing factor 7 27,4 2,35E-02
QI9UFE4-2 Coiled-coil domain-containing protein 39 109,9 2,97E-02
QIH857-1 5'-nucleotidase domain-containing protein 2 60,7 3,06E-02
P24752 Acetyl-CoA acetyltransferase, mitochondrial 452 3,15E-02
QIGZT9-1 Egl nine homolog 1 46,0 3,73E-02
QOPJT7-7 Zinc finger CCCH domain-containing protein 14 82,9 3,74E-02
Q13263-2 Transcription intermediary factor 1-beta 79,5 4,35E-02
Hela

Accesion Nombre de la proteina PM p-valor
P29401 Transketolase 67,9 3,5E-06
P15924-1 Desmoplakin 331,8 5,1E-05
015083 ERC protein 2 110,6 6,2E-03
Q16531 DNA damage-binding protein 1 127,0 2,2E-02
Q8IWT3 Cullin-9 281,2 3,0E-02
075962-2 Triple functional domain protein 329,4 4,0E-02
Q7L014 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX46 117,4 4,2E-02
Q5JYW1 Forkhead-associated (FHA) phosphopeptide binding domain 1 81,0 4,2E-02
094880-2 PHD finger protein 14 75,5 4,2E-02
P11362-1 Basic fibroblast growth factor receptor 1 91,9 4,3E-02
QI6MT7 WD repeat-containing protein 52 111,7 4,4E-02
QIYUFE4-2 Coiled-coil domain-containing protein 39 88,2 4,5E-02
A8TX70-2 Collagen alpha-5(VI) chain 289,9 4,7E-02

Las células HEK-293 (artiba) y las células Hela (abajo) se transfectaron con la construccién
pcDNA3/TKT/HA. Estas proteinas no apatecieron en ninguna de las téplicas en que se transfect6 con la
construccién pcDNA3/HA que se usé como control negativo. Accesion indica el cédigo de la proteina en la
base de datos Swiss-Prot; PM es el peso molecular de la proteina expresado en kDa; p-valor mostrado es el
obtenido tras la aplicacion del test beta binomial.

inmunofluorescencia. La inmunohistoquimica mostré una tincién predominantemente
citoplasmatica (figura 21A), pero la inmunofluorescencia nos permitié apreciar algunos
detalles adicionales, como por ejemplo que esta proteina también se localizaba en algunos
nucleos en las biopsias de tejido (figura 21B). Adicionalmente estudiamos la localizacién

sub-celular en cultivos de preadipocitos humanos omentales y en adipocitos diferenciados
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Figura 21: Deteccion de la ACY-1 en cortes de tejido adiposo omental humano. A. En la
inmunohistoquimica observamos seflal en el mesotelio (me) y en los vasos (v), en los adipocitos (a) la sefial
era mas difusa. B. En la inmunofluorescencia se apreciaba sefial en el citoplasma y también en algunos

nucleos (circulos blancos).

in vitro. En los primeros la ACY-1 se expresaba mayoritariamente en el nucleo (figura 22A)
mientras que en los adipocitos, la ACY-1 era fundamentalmente citoplasmatica, aunque
también se apreciaba una débil tincion en el nicleo. Es de destacar que la expresion nuclear

de la ACY-1 en adipocitos era mucho menor que en los preadipocitos (figura 22B).

A.Preadipocitos

.. ACY-1 ‘

B.Adipocitos

Figura 22: Inmunofluorescencia de ACY-1 en preadipocitos humanos y en adipocitos humanos

diferenciados in vitro. A. En los preadipocitos se observaba la expresion de la ACY-1 en el nicleo. B. En
los adipocitos se apreciaba expresion citoplasmatica de la proteina aunque también se observaba una tincion
nuclear débil. Se emple6 Ia tincién con BODIPY en los adipocitos diferenciados para tefir gotas lipidicas. En

azul se muestra la tincion con DAPI de los ntcleos.

También estudiamos el comportamiento de la ACY-1 en adipogénesis en el modelo
celular murino 3T3-1.1, analizando no sdlo su localizacién sub-celular mediante
inmunofluorescencia sino también sus niveles de expresion mediante WB. El analisis de
inmunofluorescencia mostré que en las células 3T3-L1 sin diferenciar, la ACY-1 estaba

localizada exclusivamente en el nucleo (figura 23A). Sin embargo, cuando las células tenfan
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gotas lipidicas, y ya son consideradas adipocitos maduros (a dia 9 de diferenciacion), la
sefial estaba tanto en el citosol, alrededor de las gotas lipidicas, como en el nuicleo (figura

23B, C).

A.Fibroblastos 3T3-L1

‘. ACY-1

B.Adipocitos dlferenmados 3T3-L1

C.Adipocitos diferenciados 3T3-L1

BODIPY|

Figura 23: Inmunofluorescencia de ACY1 en fibroblastos 3T3-L1. A. En 3T3-L1 se observé expresion

de ACYT1 en el nacleo. B. En los adipocitos 3T3-L1 se apreci6 expresion citoplasmatica de la proteina aunque
también apareci6 tincion nuclear. C. Muestra un zoom de dos adipocitos 3T3-L1. Se emple6 BODIPY para
teflir las gotas lipidicas en los adipocitos diferenciados. En azul se muestra la tincién con DAPI de los
nucleos.

Adicionalmente se analizé mediante WB cémo variaba la expresion de la ACY-1 con
la adipogénesis de la células 3T3-L1, igual que como se ha descrito en el estudio de la TKT,
los niveles de expresion de la ACY-1 aumentaron con la diferenciaciéon. A dia 9 los niveles
eran significativamente mayores (p<<0,05) que a dfa O (figura 20). Es de destacar, por tanto,
que la TKT y la ACY-1 no sélo varfan sus niveles de expresion con la adipogénesis, sino
que, como hemos descrito, ambas proteinas tienen menores niveles de expresion en los
individuos obesos.

Aunque en principio nos resulté sorprendente la localizaciéon nuclear de la ACY-1,
este hecho ya habia sido descrito anteriormente en células renales de rata (Zhong et al.,
2009). Es interesante indicar que mediante un sistema de doble hibrido se publicé la
existencia de una interaccion fisica entre la ACY-1 y la sphingosine kinase 1 (SPHKI1) lo que
ademas se traducia en una modulacién de la actividad de esta dltima (Maceyka et al., 2004).

La SPHK1 es una quinasa de lipidos que cataliza la fosforilaciéon de la esfingosina a
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esfingosina 1 fosfato (S1P) empleando para ello el ATP. EI S1P es una potente molécula
seflalizadora implicada en angiogénesis y en crecimiento celular, entre otros procesos
celulares (Allende et al., 2003). Ademas se ha descrito que la SPHKI1 promueve
adipogénesis en los fibroblastos 3T3-L1, en un trabajo en el que se investigd el papel de
dicha proteina en el tejido adiposo (Hashimoto et al., 2009). Para conocer si utilizando
nuestros protocolos de diferenciaciéon de células 3T3-L1 se confirmaban estos resultados
analizamos la SPHK1 por WB. Como se observa en la figura 20, la SPHKI1 se inducia con
la diferenciacion de los adipocitos 3T3LL1 (figura 20), lo cual, reforzaba los datos anteriores
que mostraban incrementos de expresion de la ACY-1 con la adipogénesis. Por tanto, la
ACY-1 y su posible interacciéon con SHPK1 podrian desempenar un papel importante no

so6lo en la biologfa del tejido adiposo sino también con respecto a la obesidad.

4.2.3.3. Andlisis de la proteina HSP70

Hace tiempo que se relaciond la aparicion de determinados polimorfismos en el gen
de la HSP70 con la obesidad (Chouchane et al.,, 2001) (Zouari Bouassida et al., 2004).
Nuestro grupo identificé6 la HSP70 significativamente aumentada en el tejido adiposo
omental respecto del subcutaneo (Perez-Perez et al., 2009) y en el estudio proteémico
comparativo de obesos y no obesos ha aparecido significativamente aumentada en el tejido
adiposo omental de obesos(Perez-Perez et al., 2012a). Estos resultados apuntan a que esta
proteina esta modulada en el tejido adiposo. El analisis mediante WB de la HSP70 también
mostré que estaba significativamente aumentada (p<0,05) en el grupo de pacientes obesos
(figura 18). Estudios previos realizados en ratén propusieron que niveles altos de HSP70 en
musculo esquelético parecfan proteger contra la hiperglicemia, la hiperinsulinemia, la
intolerancia a la glucosa y la resistencia a la insulina derivadas de la obesidad (Kurucz et al.,
2002, Chung et al., 2008, Gupte et al.,, 2009). Sin embargo, no existen tales estudios
utilizando tejido adiposo. Puesto que el grupo de pacientes obesos que hemos utilizado en
los estudios mediante 2D-DIGE y WB no presentaban enfermedades asociadas a la
obesidad, es posible sugerir que mayores niveles de HSP70 en obesos podtian contribuir a
evitar la aparicién de tales patologfas. Para poner a prueba esta hipdtesis nos planteamos
comparar los niveles de esta proteina entre el grupo de obesos sin patologias asociadas a la
obesidad y un nuevo grupo de obesos con DM-2 (cuyas caracteristicas fenotipicas han sido
descritas en la tabla 3 de Materiales y Métodos). Tal como muestra la imagen del WB
(figura 24), en el grupo de obesos sin DM-2 los niveles de HSP70 estaban aumentados con

respecto al grupo de obesos con DM-2. Estos resultados podrian indicar que en el tejido
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adiposo omental de individuos obesos hay una asociacion entre el desarrollo de patologias

asocladas a la obesidad y unos niveles reducidos de HSP70.

Figura 24: Comparacion de la expresion de HSP70 en el tejido adiposo omental de obesos sin DM-2
(Ob) y obesos con DM-2 (Db).
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4.2.4. Busqueda de proteinas con perfil de proteinas de referencia en el
estudio comparativo de la obesidad

Debido al reducido nimero de estudios a nivel de proteina en tejido adiposo humano
no hay establecidas unas proteinas adecuadas para su uso como referencia en estudios de
expresion proteica. Por este motivo nos planteamos realizar una biasqueda de proteinas de
referencia. En el tejido adiposo omental de un grupo de individuos obesos y de no obesos
estudiamos la expresion de las proteinas tradicionalmente empleadas como referencia, tales
como la B-actina, la GAPDH, la TBB5 y la CALX. Observamos que la TBB5 presento
unos niveles de expresién muy heterogéneos, con un CV del 70%; el CV de la GAPDH
también fue alto. La CALX mostr6 unos valores de expresion mayores en el grupo de los
individuos obesos. Sin embargo, la B-actina result6 tener un perfil de expresion mas estable

con un CV del 21% (figura 25).
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Figura 25: Expresion de proteinas de referencia en muestras de tejido adiposo omental de obesos
(Ob) y de no obesos (n-Ob). En la izquierda se muestran WB representativos de B-actina, GAPDH, TBB5
y CALX en un grupo de 6 n-Ob frente a un grupo de 7 Ob. En la derecha se muestran las graficas donde se

representan las medias de expresion de cada proteina en cada grupo de pacientes. Se indica el p-valor.
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A pesar de que como demuestran los resultados anteriores la B-actina podemos
considerarla una proteina de referencia en el tejido adiposo omental, nos propusimos
identificar otras proteinas candidatas utilizando los datos del estudio 2D-DIGE descrito en
el punto 4.2.1. Mediante el software DeCyder se seleccionaron las manchas cuya media de
expresion fuese similar entre el grupo de obesos y de no obesos. Se identificaron 12
proteinas y las 3 que presentaron la menor variabilidad entre las muestras se estudiaron por
WB usando los extractos proteicos extraidos del tejido adiposo omental de 26 individuos.
Estas proteinas fueron: ENOA, FAA 'y Parkinson disease protein 7 (PARKT).

Los analisis por WB mostraron que los niveles de las proteinas ENOA y PARK7Y
eran muy similares en el grupo de obesos y de no obesos. Ademas los valores de expresion
se mantenfan muy estables entre todas las muestras ya que el CV fue del 16% para la
ENOA, y del 22% para la PARK?7 (figura 26), éste ultimo similar al de la B-actina. Sin
embargo, la FAA mostré unos valores de expresion mas heterogéneos con un CV del 35%
(figura 26). Por tanto, basandonos en estos resultados hemos propuesto a las proteinas B-
actina, ENOA y PARK7 como proteinas de referencia en estudios de expresion proteica

del tejido adiposo omental (Perez-Perez et al., 2012b).
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Figura 26: Identificacion de proteinas con petfil de proteinas de referencia entre obesos y no obesos.
A la izquierda se muestran WB representativos de 3 de las proteinas identificadas. A la derecha se muestran
las graficas con la media de expresion y la desviacion estandar de cada uno de grupos de muestras empleados
asf como el p-valor.

Para investigar si estas proteinas también podrian ser consideradas de referencia en
analisis de expresion proteica que incluyeran individuos afectados por DM-2, analizamos
los niveles de expresion de estas 3 proteinas en el depdsito omental de individuos obesos
con DM-2 e individuos no obesos. Adicionalmente, analizamos por WB la expresion de
proteinas comunmente utilizadas en este tipo de estudios utilizando el mismo grupo de
individuos (figura 27). Mientras que la ENOA y la PARK7 mostraron los niveles de
expresion mas estables con unos CV del 13% y del 20% respectivamente, la B-actina, la
GAPDH, y la FAA mostraron mas inestabilidad en la expresiéon con CV del 29%, 32% y
33% respectivamente (figura 27) (Perez-Perez et al., 2012b).
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Figura 27: Comportamiento de proteinas de referencia en individuos no obesos (n-Ob) frente a
obesos con DM-2 (Db). En la parte izquierda se muestran las imdgenes de los WB representativos. A la
derecha, se muestran las graficas de las medias de expresion en ambos grupos de muestras, las desviaciones

estandar y el p-valor.

La PARKY7 es una proteina ubicua que esta implicada en la enfermedad de Parkinson
(Kahle et al.,, 2009). Aunque se ha encontrado que la PARKY7 esta modulada en varias
condiciones patolégicas (Liu et al., 2010, Rai and Shivaji, 2011), nuestros resultados indican
que no esta alterada en el tejido adiposo omental a causa de la obesidad o de la DM-2. La
proteina ENOA esta relacionada con diversos procesos biolégicos (Feo et al., 2000, Ochi
et al., 2002, Lopez-Alemany et al., 2003), pero al igual que ocurria con la PARKT7 nuestros
resultados indican que sus niveles no se ven afectados por la obesidad ni por la DM-2.

Basandonos en los resultados anteriores podriamos concluir que proteinas que son
comunmente utilizadas como proteinas de referencia en estudios de expresiéon proteica
relacionados con obesidad y/o tejido adiposo, como son la GAPDH vy la TBB5, no
deberfan ser empleadas en futuros analisis (Wu et al., 2001, Gregor et al., 2009, Kovsan et
al., 2011). Estos resultados han sido posibles gracias a una optimizacioén en las condiciones
de deteccion de proteinas en los WB para cada uno de los anticuerpos empleados. Hemos
sido muy rigurosos en cuanto a la cantidad de extracto proteico empleado, a la dilucién de
anticuerpo primario y secundario, asi como al tiempo de exposicion de las peliculas para
que la sefial obtenida estuviera en rango lineal. Es de destacar que en el contexto del
estudio del tejido adiposo y de la alteracion que éste sufre a causa de la obesidad se han
publicado genes de referencia a partir de estudios de microarrays que han sido validados
mediante PCR cuantitativa como son los genes IPO8 (importina 8) y FBXL10 (F-box and
lencine rich repeat protein-10) (Hurtado del Pozo et al, 2010). Sin embargo, creemos que
nuestro estudio es el primero que ha identificado proteinas de referencia en el tejido

adiposo omental. Ademads pensamos que haber utilizado un estudio proteémico basado en
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2D-DIGE para identificar tales proteinas es novedoso. Consecuentemente proponemos
que la B-actina, la ENOA y la PARK7 pueden ser utilizadas como proteinas de referencia
en estudios de expresion de proteinas del tejido adiposo omental humano para el estudio

de la fisiopatologfa de la obesidad y la DM-2.

4.3. Reflexiones finales

Habitualmente, para realzar la importancia de los estudios protedmicos se ha
argumentado que los niveles de mRNA no suelen tener una correlaciéon con los niveles de
proteinas (Chen et al., 2002, Griffin et al., 2002, Lee et al., 2003). Por ese motivo se ha
resaltado que tiene mucho mas valor el estudio de los niveles de proteinas que el estudio de
mRNA. No obstante, segin indican otras publicaciones, los cambios a nivel de mensajero
presentan una gran correlacion con los cambios a nivel de proteina (Orntoft et al., 2002, Lu
et al., 2007, Schwanhausser et al., 2011). No debe resultar paradéjico entonces, que muchos
de los resultados expuestos en esta memoria en cuanto a la expresion de proteinas en uno u
otro depodsito graso, asi como en obesidad, hubiesen sido identificados en estudios de
expresion del mRNA (Gomez-Ambrosi et al., 2004, Ortega et al., 2010, del Pozo et al.,
2011).

Quisiéramos subrayar que los estudios proteémicos se han llevado a cabo utilizando
tejido total en lugar de células aisladas (adipocitos, o bien células de SVF), con el objetivo
de no alterar la expresién de proteinas debido a excesiva manipulacion del tejido para
separar los distintos tipos celulares. También quisiéramos afladir que se ha utilizado la
electroforesis bidimensional como método de separacion de proteinas en los estudios
protedémicos, aun sabiendo que esta técnica presenta varias limitaciones, como por ejemplo,
baja deteccion de proteinas poco abundantes, de alto peso molecular, o bien de un tamafio
menor a 10 kDa, asi como de proteinas con puntos isoeléctricos extremadamente alcalinos
(Corton et al.,, 2008). A pesar de estas limitaciones nuestros resultados no sélo avalan
hallazgos previamente descritos, sino que han supuesto el descubrimiento de nuevas
proteinas que son candidatas potenciales para explicar la etiologia de la obesidad. La
comparacion de los dos depdsitos grasos ha mostrado que el tejido adiposo omental
presenta una actividad metabdlica incrementada y un perfil inflamatorio mas acentuado que
el depésito subcutaneo. A este respecto, hemos identificado que la proteina FABP5, sobre-
expresada en el depdsito omental, se induce con el estimulo inflamatorio y se expresa en
focos de inflamacién aguda en biopsias de tejido adiposo. En cuanto al estudio protedémico

comparativo del depédsito graso omental en individuos obesos y no obesos, los resultados
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han puesto en evidencia la reduccién de la expresion de proteinas implicadas en procesos
metabolicos en los sujetos obesos, y han mostrado que dos de estas proteinas, la TKT y la

ACY-1, podrian tener un papel relevante en la fisiologfa del tejido adiposo en obesidad.
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5. CONCLUSIONES
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Conclusiones

1. Este trabajo describe por primera vez la existencia de cambios en la expresion de
proteinas en los depodsitos grasos omental y subcutaneo y en el tejido adiposo omental de
individuos obesos frente a no-obesos, reflejando la existencia de alteraciones moleculares

en la fisiopatologia del tejido adiposo debido a la obesidad.

2. La aplicacién de la téenica 2D-DIGE en combinaciéon con la MS ha puesto de
manifiesto proteinas con diferencias de expresion entre el tejido adiposo omental y el
subcutaneo que reflejan una actividad metabolica y un perfil inflamatorio mas acusado en el

depodsito omental.

3. Se ha mostrado la expresiéon de citoqueratinas epiteliales exclusivamente en el
mesotelio del tejido adiposo omental lo que permite utilizar estas proteinas como

marcadores especificos de este deposito graso.

4. Este estudio ha revelado que la proteina FABP5 se induce con estimulos
inflamatorios y se expresa en los macréfagos que forman estructuras de corona alrededor

de los adipocitos, localizandose en focos de inflamacién aguda en el tejido adiposo.

5. La aplicacién de la técnica 2D-DIGE en combinacién con la MS ha revelado
proteinas diferencialmente expresadas entre el tejido adiposo omental de individuos obesos
y no-obesos poniendo de manifiesto una disminucién de la actividad metabodlica y un

aumento de las proteinas relacionadas con cambios estructurales de las células en obesidad.

0. Se han identificado dos proteinas, ACY-1 y TKT, cuyos niveles de expresion estan
reducidos en obesidad. Ambas proteinas se inducen con la adipogénesis y migran desde el
nucleo al citoplasma durante este proceso, lo que indica que podrian tener un papel

relevante en la fisiologfa del tejido adiposo en obesidad.
7. Los niveles de expresion de la proteina HSP70 estan aumentados en el tejido

adiposo omental con la obesidad pero disminuyen con la apariciéon de la diabetes de tipo 2,

lo que sugiere un papel protector de la HSP70 en el desarrollo de la patologia diabética.
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8. Las proteinas identificadas en este trabajo constituyen candidatos potenciales para
explicar la etiologia de la obesidad, dejando abiertas numerosas hipotesis que habran de ser

confirmadas mediante los correspondientes ensayos funcionales.

9. Se han identificado proteinas de referencia en el tejido adiposo humano para
analisis de expresion proteica. La FAA se podra utilizar en los estudios entre los dos
depositos grasos y la ENOA, la B-actina y la PARK7 en los analisis de expresiéon de

proteinas del tejido adiposo omental.
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Differential Proteomics of Omental and Subcutaneous Adipose
Tissue Reflects Their Unalike Biochemical and Metabolic Properties
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Obesity is increasing exponentially in developed countries and constitutes a public health problem by
enhancing the risk for metabolic disorder and cardiovascular disease. Differences in gene expression
profiles and in metabolic and biochemical properties have been well-described between omental and
subcutaneous adipose tissue in humans. Because omental adipose tissue has been strongly associated
with the development of insulin resistance, type 2 diabetes and cardiovascular disease, we searched
for proteins differentially expressed in these two fat depots using two-dimensional fluorescence
difference gel electrophoresis (2D-DIGE) and mass spectrometry (MS). In this analysis, we found 43
proteins, several of which were validated by immunoblotting and immunostaining analyses. Results
demonstrated tissue-specific molecular differences in the protein makeup of the two analyzed fat depots
mainly related to metabolic processes such as glucose and lipid metabolism, lipid transport, protein
synthesis, protein folding, response to stress and inflammation. This suggests higher metabolic activity
as well as increased cell stress in the omental compared to the subcutaneous fat. These findings provide
some insights into the role of omental fat in abdominal obesity-associated co-morbidities.

Keywords: obesity e adipose tissue ¢ omental fat ¢ subcutaneous fat e mesothelial cells ¢ metabolic
syndrome e 2D-DIGE e proteomics ¢« MALDI-TOF/TOF

Introduction

The incidence of obesity worldwide has increased drastically
during recent decades. Consequently, obesity and related
disorders now constitute a serious threat to the current and
future health of all populations. The adipose tissue is recog-
nized not only as the main site of energy storage, but also as a
complex, essential, and highly active metabolic and endocrine
organ. Besides adipocytes, adipose tissue contains connective
tissue matrix, nerve tissue, stromovascular cells, and immune
cells.! Although adipocytes express and secrete several endo-
crine hormones such as leptin and adiponectin, many secreted
proteins are derived from the nonadipocyte fraction of adipose
tissue, making adipose tissue a true endocrine organ.?

Human adipose tissue is divided in two depots with distinc-
tive functions, the subcutaneous and the omental fat depot.
Many epidemiologic studies have shown that the size of the
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omental, more than the subcutaneous, adipose tissue is closely
associated with a higher risk of obesity-related co-morbidities,
such as insulin resistance, type 2 diabetes, dyslipidemia and
cardiovascular disease. A recent study, including 3001 subjects
from the Framingham Heart Study, investigated omental and
subcutaneous adipose tissue volumes in relation with several
metabolic risk factors, concluding that omental adipose tissue
is strongly associated with metabolic risk factors, and that it
could be a unique, pathogenic fat depot.® However, the
underlying mechanism for this association is not yet clear.
Presumably, distinctive biological properties of omental fat
contribute to the increased burden of metabolic disease
associated with central obesity. The omental, but not the
subcutaneous, adipose tissue has a direct access to the liver
through the portal vein, and some data suggest that there is
excess free fatty acid release from the omental adipose tissue
in central obesity. These fatty acids might interfere with liver
metabolism and contribute to the development of disturbances
such as glucose intolerance, hyperinsulinemia, and hypertrig-
lyceridemia.* Site differences in lipolysis have been repeatedly
demonstrated and the mechanisms reside at the level of the
major lipolysis-regulating hormones. The lipolytic action of
catecholamines is decreased in subcutaneous but increased in
omental adipose tissue, while the antilipolytic effect of insulin
and prostaglandins is much less pronounced in omental than

10.1021/pr800942k CCC: $40.75 ~ © 2009 American Chemical Society
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subcutaneous fat cells.* Moreover, the basal lipolytic rate is
higher in subcutaneous than in omental adipocytes. Other
studies have reported that the insulin stimulated glucose uptake
per kilogram fat is higher in omental than in subcutaneous
adipose tissue® and the metabolic activity in omental adipose
tissue is higher than in the subcutaneous depot, both in obese
and lean individuals.

Confirmation of these functional differences between omen-
tal and subcutaneous adipose tissue at the molecular level has
been provided by a number of gene expression studies (i.e.,
microarrays and RT-PCR) on both fat depots.® '? Differentially
expressed genes were mainly related to adipogenesis, insulin
signaling, protein synthesis, carbohydrate and lipid metabolism
and immune system. At the protein level, however, due to
technical hurdles, the knowledge about human adipose tissue
is very limited, and so far, the few proteomic studies reported
have focused on cultured adipocytes'®'* and murine adipose
tissue.'!® To date, no proteomic studies investigating the
difference between omental and subcutaneous human adipose
tissue proteins have been reported, except for a few studies
focusing on one or two proteins. To the best of our knowledge,
we describe the first proteomic study comparing these two fat
depots by combining two-dimensional gel electrophoresis (2-
DE) and mass spectrometry (MS). This approach has been
successfully applied to study human adipose tissue in morbidly
obese women with polycystic ovary syndrome.'” We identified
43 proteins differentially expressed in the two fat depots.
Moreover, our findings emphasize the higher metabolic activity
of the omental compared to the subcutaneous fat with the
identification of a number of proteins up-regulated in the
omental adipose tissue involved in different metabolic path-
ways, such as carbohydrate and lipid metabolism, oxidation—
reduction, lipid transport, protein synthesis, intracellular traf-
ficking, cellular stress and inflammation.

Materials and Methods

Study Design. Human omental and subcutaneous adipose
tissue was obtained during surgery and extracted proteins were
analyzed by a proteomic approach using 2D-DIGE. Samples
were labeled using fluorophore dye-swapping to avoid labeling
bias, combined in pairs and separated by 2-DE. Image analysis
revealed differentially expressed proteins, which were subse-
quently identified by MALDI-TOF/TOF. Result validation was
performed by Western blot and/or tissue immunolocalization
analyses using an additional set of subjects.

Biological Samples. Paired samples of omental and subcu-
taneous adipose tissue were obtained from 26 Caucasian men
and 9 Caucasian women who had been submitted for elective
surgical procedures (cholecystectomy, surgery of abdominal
hernia and gastric bypass surgery). Obese subjects had a body
mass index (BMI) > 30 kg/m?. Subject age ranged from 25 to
65 years and BMI ranged from 20.03 to 58.91 kg/m?. Seven
subjects had a BMI < 30 kg/m?, 7 were obese (30 kg/m? < BMI
< 40 kg/m?), and 21 morbidly obese (BMI > 40 kg/m?). During
surgery, biopsies of adipose tissues were obtained, washed
in chilled NaCl 0.9% solution, partitioned into pieces, frozen
in liquid nitrogen and stored at —80 °C until protein
extraction. The surgeon aimed to obtain the samples from
similar anatomical locations in all the subjects. The study
was conducted according to the recommendations of the
Declaration of Helsinki and was approved by the ethics
committees of Hospital Dr. Josep Trueta (Girona, Spain).
Signed informed consent was obtained from all subjects.

research articles

Sample Preparation. Proteins were extracted from subcu-
taneous and omental adipose tissue (200 mg) by using a
Polytron PT-1200C homogenizer (Kinematica AG, Lucerne,
Switzerland) directly in Disruption Buffer (8.4 M urea, 2.4 M
thiourea, 5% CHAPS, and 50 mM DTT). The suspension was
shaken for 60 min at room temperature and centrifuged at
70 000 rpm for 90 min, according to the procedure developed
by our group.'® Interfering components were removed using
the 2D Clean Up Kit (GE Healthcare, Chalf-ont St. Giles, U.K.),
and proteins were resuspended in Lysis Buffer (7 M urea, 2 M
thiourea, 4% CHAPS, and 30 mM Tris-HCI, pH 8.5). The protein
concentration was determined using the RC/DC Protein Assay
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). For protein detection in
Western blot, fat tissue was homogenized in radioimmnuno
precipitation assay (RIPA) buffer (0.1% SDS, 0.5% sodium
deoxycholate, 1% Nonidet P-40, 150 mM NaCl, and 50 mM Tris-
HC], pH 8.0), supplemented with protease inhibitors (1 mM
phenylmethylsulfonyl fluoride, 2 g/mL aprotinin and 2 g/mL
leupeptin). Cellular debris and lipids were eliminated by
centrifugation of the solubilized samples at 13 000 rpm for 60
min, recovering the soluble fraction below the fat supernatant
and avoiding the unhomogenized material at the bottom of
the centrifuge tube. Protein concentration was determined by
BCA Protein Assay (Pierce, Rockford, IL).

Conventional Two-Dimensional Gel Electrophoresis (2-
DE). Protein extracts (100 ug) were diluted in Lysis Buffer
containing 50 mM DTT and 0.8% (v/v) Pharmalytes 3—10, and
were applied by in-gel rehydratation to IPG strips pH 4—7.
Proteins were separated in the second dimension using 12.5%
Tris-glycine/SDS gels in a Protean II XL system (Bio-Rad
Laboratories). 2-DE gels were silver stained using a protocol
compatible with mass spectrometry.'?

2D-DIGE Separation. Proteins were labeled according to the
manufacturer’s instruction (GE Healthcare). Briefly, 50 ug of
omental and subcutaneous adipose tissue protein extracts were
minimally labeled with 400 pmol of the N-hydroxysuccinimide
esters of Cy3 or Cy5 fluorescent cyanine dyes on ice in the dark
for 30 min. All experiments comprised an internal standard
containing equal amounts of each cell lysate, which was labeled
with Cy2 dye. The labeling reaction was quenched with 1 uL
of 10 mM lysine on ice in the dark for 10 min. The internal
standard and the omental and subcutaneous adipose tissue
protein extracts were combined and run in a single gel (150 ug
of total proteins). Proteins extracts were diluted in Rehydration
Buffer (7 M urea, 2 M thiourea, and 2% CHAPS) containing
0.8% (v/v) IPG buffer 3—11 NL, reduced with 50 mM DTT, and
applied by cup-loading to 24 cm IPG strips pH 3—11 NL, which
were previously rehydrated with Rehydration Buffer containing
100 mM hydroxyethyl disulfide (DeStreak, GE Healthcare) and
0.8% (v/v) IPG buffer 3—11 NL as described.'® The first
dimension was run at 0.05 mA/IPG strip in the IPGphor IEF II
System (GE Healthcare) following a stepwise voltage increase:
300 V for 3 h, linear gradient to 1000 V in 4 h, linear gradient
to 8000 V in 2 h and 8000 V until ca. 40 000 Vh. After the first
dimension, strips were equilibrated in SDS Equilibration Buffer
(75 mM Tris, pH 8.8, 6 M urea, 30% (v/v) glycerol, 2% (w/v)
SDS, and trace amounts of bromophenol blue) containing 1%
(w/v) DTT for 15 min, and thereafter in SDS Equilibration
Buffer containing 4% (w/v) iodoacetamide for 15 additional
min. After equilibration, proteins were separated on 12% Tris-
glycine gels using an Ettan Dalt Six device (GE Healthcare) at
25 °C until the tracking dye had migrated off the bottom of
the gel.
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Image Acquisition and Analysis. After SDS-PAGE, gels were
scanned with a Typhoon 9400 scanner (GE Healthcare) at 100
um resolution using appropriated individual excitation and
emission wavelengths, filters and photomultiplier (PMT) sen-
sitivity for each Cy2, Cy3 and Cy5 dyes (PMT values: 510, 510
and 475, respectively). Relative protein quantification across
omental and subcutaneous adipose samples was performed
according to DeCyder software v6.5.15.2 and multivariate
statistical module EDA (Extended Data Analysis) v1.0.15.2 (GE
Healthcare) as follows. First, Differential In-gel Analysis (DIA)
module co-detected the 3 images of a gel (internal standard
and two samples), measured spot abundance in each image
and expressed these values as a ratio. Background subtraction,
quantification and normalization were automatically applied
with low experimental variation (DeCyder Differential Analysis
Software User Manual, version 6.5; GE Healthcare, 2005). The
Biological Variation Analysis (BVA) module utilized those
images individually processed with the DIA module to match
protein spots across gels, using the internal standard for gel-
to-gel matching. Statistical analysis was then carried out to
determine protein expression changes. P-values lower than 0.05
as calculated from Student’s ¢ test were considered significant.
Multiple testing was assessed using the False Discovery Rate
(FDR) method to obtain the corresponding g-values. Multi-
variate analysis was performed by PCA (Principal Component
Analysis) using the algorithm included in the EDA module of
the DeCyder software v6.5.15.2 based on the spots matched
across all gels.

In-Gel Trypsin Digestion. Protein spots showing significantly
altered expression levels between the 2 groups of samples by
DeCyder Differential Analysis Software were selected for gel
excision. Protein spots from silver-stained gels were visually
matched against DIGE images, manually excised from gels, and
transferred to pierced V-bottom 96-well polypropylene micro-
plates (Bruker Daltonik, Bremen, Germany) loaded with ultra-
pure water. Samples were digested automatically using a
Proteineer DP protein digestion station (Bruker Daltonik)
according to the protocol of Schevchenko et al.?® with minor
variations: gel plugs were submitted to reduction with 10 mM
DTT (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) in 50 mM ammonium
bicarbonate (99.5% purity; Sigma Chemical, St. Louis, MO) and
alkylation with 55 mM iodoacetamide (Sigma Chemical) in 50
mM ammonium bicarbonate. Gel pieces were then rinsed with
50 mM ammonium bicarbonate and acetonitrile (gradient
grade; Merck, Darmstadt, Germany) and dried under a nitrogen
stream. Modified porcine trypsin (sequencing grade; Promega,
Madison, WI) at a final concentration of 8 ng/uL in 50 mM
ammonium bicarbonate was added to the dry gel pieces, and
digestion proceeded at 37 °C for 8 h. Finally, 0.5% trifluoroacetic
acid (99.5% purity; Sigma Chemical) was added for peptide
extraction, and the resulting digestion solutions were trans-
ferred by centrifugation to V-bottom 96-well polypropylene
microplates (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany).

Mass Spectrometry. MALDI samples were prepared by
mixing equal volumes of the above-mentioned digestion solu-
tion and a matrix solution composed of o-cyano-4-hydroxy-
cinnamic acid (Bruker Daltonik) in 50% aqueous acetonitrile
and 0.25% trifluoroacetic acid. This mixture was deposited onto
a 600 um AnchorChip prestructured MALDI probe (Bruker
Daltonik)?! and allowed to dry at room temperature. Samples
were automatically analyzed in an Ultraflex MALDI-TOF/TOF
mass spectrometer (Bruker Daltonik)®* with an automated
analysis loop controlled by the flexControl 2.2 software (Bruker
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Daltonik). In a first step, MALDI-MS spectra were acquired by
averaging 300 individual spectra in the positive ion reflector
mode at 50 Hz laser frequency in a mass range from 800 to
4000 Da. Internal calibration of MALDI-MS mass spectra was
performed using two trypsin autolysis ions with m/z = 842.510
and m/z=2211.105. In a second step, precursor ions showing
in the MALDI-MS mass spectrum were subjected to fragment
ion analysis in the tandem (MS/MS) mode to average 1000
spectra. Automated analysis of mass data was performed using
the flexAnalysis 2.2 software (Bruker Daltonik). No smoothing
or any further spectral processing was applied. MALDI-MS and
MS/MS spectra were manually inspected in detail and reac-
quired, recalibrated, and/or relabeled using the aforementioned
programs and homemade software when necessary.

Database Searching. MALDI-MS and MS/MS data were
combined through the BioTools 3.0 program (Bruker Daltonik)
to search a nonredundant protein database (NCBInr 20080125,
~ 5.9 x 10° entries, National Center for Biotechnology Infor-
mation, Bethesda, MD), using the Mascot software (Matrix
Science, London, U.K.; http://www.matrixscience.com).?® Other
relevant search parameters were set as follows: enzyme, trypsin;
fixed modifications, carbamidomethyl (C); allow up to 1 missed
cleavage; peptide tolerance +20 ppm; MS/MS tolerance +0.5
Da. Protein scores greater than 81 were considered significant
(p < 0.05).

Immunoblotting. RIPA protein extracts (20 ug) were resolved
on 10—14% SDS-PAGE and transferred onto Hybond ECL
nitrocellulose membranes by conventional procedures. Mem-
branes were stained with 0.15% Ponceau red (Sigma) to ensure
equal loading after transfer and then blocked with 5% (w/v)
BSA or dried nonfat milk in TBS buffer with 0.1% Tween 20.
Immunoblotting was performed with 1:2000 mouse anti-human
HSP90 monoclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology), 1:200
goat anti-human HSP27 polyclonal antibody (Santa Cruz
Biotechnology), 1:1000 mouse anti-human HSP70 monoclonal
antibody (Stressgen BioReagents), 1:200 goat anti-human FABP5
polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology), 1:4000 mouse
anti-human GAPDH monoclonal antibody (Santa Cruz Bio-
technology) and 1:2000 mouse anti-human CK-8/18 mono-
clonal antibody (Novocastra Laboratories). Following incuba-
tion with the primary antibody, the membranes were washed
in TBS with 0.1% Tween 20 and incubated with the appropriate
IgG-HRP-conjugated secondary antibody. Immunoreactive bands
were visualized with an enhanced-chemiluminescence (ECL-
plus) reagent kit (GE Healthcare). Optical densities of the
immunoreactive bands were measured using Image J analysis
software. Statistical comparisons of the densitometry data were
made with the paired ¢ test and results were expressed as means
+ standard deviation (SD) using SPSS 16.0. Statistical signifi-
cance was set at the P < 0.05 level for all analyses.

Immunohistochemistry. Five-micrometer sections of for-
malin-fixed, paraffin-embedded adipose tissue were deparaf-
finized and rehydrated prior to antigen unmasking by boiling
in 1 mM EDTA, pH 8. Sections were blocked in normal serum
and incubated overnight with the following antibodies: mouse
anti-human CK-18 (Progen Biotechnik GmbH, Heildelberg,
Germany) at 1:25 dilution, goat anti-human FABP5 at 1:200
dilution, and mouse anti-human CD68 (Santa Cruz Biotech-
nology) at 1:25 dilution. Secondary antibody staining was
performed using the VECTASTAIN ABC kit (Vector laboratories,
Inc., Burlingame, CA) and detected with diaminobenzidine
(DAB, Vector Laboratories, Inc.). Sections were counterstained
with hematoxylin prior to dehydration and coverslip placement.
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Figure 1. 2D-DIGE of adipose tissue proteins. Protein extracts from omental and subcutaneous adipose tissue and a pooled internal
standard were labeled with CyDyes Cy3, Cy5 and Cy2, respectively, and were mixed and separated on a 2-DE gel using 24 cm pH 3—11
NL strips in the first dimension and 12% SDS-PAGE gels in the second dimension. Gels were scanned to obtain single images of
omental proteins (Cy3, green), subcutaneous proteins (Cy5, red) or the internal standard (Cy2, blue) (not shown). An overlay of the
two dyes (Cy3, Cy5) is shown (A). The same gel, after fluorescence imaging, was silver-stained and scanned. Numbers correspond to

differentially expressed protein spots as indicated in Table 1 (B).

As a negative control, the entire immunohistochemical proce-
dure was performed on adjacent sections in the absence of
primary antibody.

Immunofluorescence. Five-micrometer sections of frozen
adipose tissue were fixed with paraformaldehyde 4% and
Phosphate Buffered Saline (PBS). Immunofluorescence staining
was performed overnight at 4 °C with mouse anti-human CK-
18 antibody (Progen Biotechnik GmbH) at 1:25 dilution,
washed, and visualized using Alexa Fluor 546 goat anti-mouse
antibody (1:500; Molecular Probes, Inc., OR). As a negative
control, the entire immunofluorescence procedure was per-
formed in the absence of primary antibody. The slides were
counterstained with DAPI (4,6-diamidino-2-phenylindole) to
reveal nuclei.

Results

2-DE Analysis of Omental and Subcutaneous Adipose
Tissue. Comparative gene expression analysis using omental
and subcutaneous adipose tissue has been previously assessed
in humans, showing less intraindividual than interindividual
variation."! To select those tissue samples showing the lowest
interindividual variability for later analysis by 2D-DIGE, we
carried out a preliminary study by conventional 2-DE (4—7 pH
strips and silver staining) using subcutaneous and omental
adipose tissue protein extracts from a group of 15 obese and
morbidly obese male subjects. Comparison of paired silver-
stained gels highlighted the presence of six spots in the omental
fat proteome that were absent in the subcutaneous adipose
tissue proteome (Figure S1, Supporting Information). This
pattern was reproducible in all pairs of tissues analyzed,
independently of BMI, and even in adipose tissue 2-DE gels
from 20 additional lean and obese women (data not shown).
The six spots were excised from two different silver-stained
2-DE gels representing omental fat from two different individu-
als, digested in-gel with trypsin, and analyzed by MALDI-TOF/
TOF for protein identification. The six spots were identified as
cytokeratin 7 (CK-7), cytokeratin 8 (CK-8), cytokeratin 18 (CK-
18, two spots), and cytokeratin 19 (CK-19, two spots) (Figure

S1 and Table S2, Supporting Information). These results were
confirmed by later 2D-DIGE analysis.

DIGE Analysis of Omental and Subcutaneous Adipose
Tissue and MALDI-TOF/TOF Identification. After detailed
examination of the 15 omental and subcutaneous proteomes,
we selected a group of four highly homogeneous samples in
terms of protein spot pattern and BMI (30—39 range) for further
analysis by 2D-DIGE. Some reproducibility difficulties limit the
accuracy of 2D gels for relative quantification of proteins.?* To
improve the analytical capacity and the statistical reliability of
2-DE gels, the DIGE technology is currently applied with high
sensitivity, reproducibility and wide dynamic range.>%°

To avoid labeling bias arising from the fluorescence proper-
ties of gels at different wavelengths, protein extracts were
labeled using dye-swapping with either Cy3 or Cy5 fluorescent
dye. Then, each Cy3/Cy5-labeled sample pair was mixed with
a Cy2-labeled internal standard and loaded onto each gel. After
2-DE, the Cy2, Cy3 and Cy5 channels were individually imaged
from each gel. Automated image analysis performed with
DeCyder Software detected approximately 2500 spots per gel
in the 3—11 NL pH range with a molecular mass of 10—150
kDa, of which 1195 spots were matched throughout all gels.
After visual inspection, only a few unmatched spots required
manual matching. Multivariate PCA showed that the “omental
group” was efficiently discriminated from the “subcutaneous
group” (Figure 2). DeCyder statistical analyses revealed changes
in the abundance of 70 proteins spots at p < 0.05 considering
only those spots present in all gels. FDR analysis demonstrated
that the majority of these spots showed the lowest calculated
g-values (Table S1, Supporting Information). These spots were
excised from silver-stained gels, digested with trypsin, and
analyzed by MALDI-TOF/TOF followed by database search.
Forty-three proteins could be identified, 34 of which were
increased and 9 decreased in the omental adipose tissue (Figure
1 and Table 1).

Most of these proteins could be grouped into several
molecular and biological functions, according to Gene Ontology
(GO; www.ncbi.nlm.nih.gov) and Ingenuity Pathways Analysis
(IPA; www.ingenuity.com), such as protein folding and stress
response (heat shock proteins, HSP70, HSP90 isoforms A and
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Table 1. Proteins Identified by MALDI-TOF/TOF Showing Significant Changes between Human Omental and Subcutaneous

Adipose Tissue

Mascot
spot DIGE DIGE total ions MW kDa, pI matched cover.
number®  p-value? oment/subc® accession code? protein name score®  expect/  score® theor.” theor.’ peptides’ %*
1 4.70 x 1072 1.4 Q1L857_HUMAN Ceruloplasmin 195 6.30 x 1071 83 116.2 5.4 8 10
2 3.50 x 1072 1.5 HS90A_HUMAN Heat shock protein HSP 90-alfa 306 5.00 x 10726 96 85.0 4.9 26 37
HS90B_HUMAN Heat shock protein HSP 90-beta 139 2.50 x 107° 83.6 5.0 11 19
3 1.60 x 1073 5.6 K1C19_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 19 385 6.90 x 1073 85 44.1 5.0 18 39
4 2.80 x 1073 -1.8 CYB5_HUMAN  Cytochrome b-5 isoform 2 171 1.60 x 1072 69 11.3 5.0 4 58
5 2.20 x 1072 -2.0 FIBG_HUMAN  Fibrinogen gamma 201 1.60 x 107" 46.8 55 11 38
6 4.30 x 1072 1.4 ANT3_HUMAN  Antithrombin III 408 3.20 x 10736 197 49.4 6.0 14 41
7 2.30 x 1072 —-1.3 ANXA5_HUMAN Annexin A5 495 6.30 x 107% 221 36.0 4.9 19 55
8 3.50 x 1072 1.6 [F4A1_HUMAN  Eukaryotic translation 417 4.30 x 10737 260 46.4 5.3 6 19
initiation factor 4A isoform 1
IFAA2_ HUMAN  Eukaryotic initiation 153 1.10 x 107* 106 466 53 8 19
factor 4A-11
9 4.10 x 1072 1.3 APOA1_HUMAN Apolipoprotein A-I 105 6.30 x 107 28.1 5.3 8 33
10 8.30 x 1072 2.5 K1C18_HUMAN Keratin, type I cytoskeletal 18 176 5.00 x 10713 47.3 5.3 13 34
11 1.90 x 1073 7.0 K2C7_HUMAN  Keratin, type II cytoskeletal 7 160 2.00 x 107! 51.4 5.4 10 26
12 2.60 x 107* 3.1 APOE_HUMAN  Apolipoprotein E 152 3.70 x 107° 90 36.2 6.0 4 11
13 1.50 x 1072 1.7 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 328 3.20 x 107 118 48.0 5.5 12 40
14 3.50 x 1072 4.7 K2C8_HUMAN  Keratin, type II cytoskeletal 8 206 5.00 x 10716 53.5 5.5 15 37
15 2.80 x 1073 59 EST1_HUMAN Carboxylesterase 1 171 1.60 x 10712 97 56.4 59 5 8
16 6.10 x 1073 1.5 HSPB1_HUMAN Heat shock protein 27 285 6.30 x 107 171 224 7.8 6 40
17 1.40 x 1072 1.5 FIBG_HUMAN Fibrinogen gamma 256 5.00 x 1072' 125 46.8 5.5 9 24
18 8.80 x 1073 —1.4 PSA1_HUMAN  Proteasome subunit, alpha 1, 152 1.30 x 1071 50 34.2 6.6 6 19
isoform CRA_b
19 730 x 1073 1.3 FIBG_HUMAN  Fibrinogen gamma 186 5.00 x 1071* 468 55 11 38
20 6.20 x 1073 1.6 FABP5_HUMAN Fatty acid binding protein 5, 187 4.00 x 1074 94 15.5 6.6 5 41
epidermal
21 4.20 x 1072 1.5 SBP1_HUMAN  Selenium binding protein 1 428 3.20 x 1073 178 52.9 59 14 31
22 4.80 x 1072 —-1.5 EST1_HUMAN Carboxylesterase 1 197 4.00 x 107® 83 56.4 5.9 7 13
23 2.60 x 1073 3.0 AL1A1 HUMAN Aldehyde dehydrogenase 1A1 382 1.30 x 107% 181 55.5 6.3 14 31
24 420 x 1072 1.4 DLDH_HUMAN Dihydrolipoyl dehydrogenase, 243 1.00 x 10719 102 50.7 6.5 9 26
mitochondrial
25 5.10 x 1078 —1.6 ALDOC_HUMAN Fructose-bisphosphate 291 2.50 x 107 39.8 6.4 11 35
aldolase C
PCBP1_HUMAN Poly(rC) binding protein 1 38.0 6.7 10 44
26 3.80 x 1073 1.5 TKT_HUMAN Transketolase 218 3.20 x 1077 108 68.5 7.6 7 18
27 4.90 x 1072 1.6 CO4A_HUMAN  Complement C4-A 152 1.30 x 10710 189.1 6.7 13 7
28 250 x 1072 1.6 ADH1B_HUMAN Alcohol Dehydrogenase 1B 133 1.00 x 1078 40.5 8.5 7 26
29 440 x 1072 1.4 G3P_HUMAN Glyceraldehyde-3-phosphate 235 6.30 x 1071° 100 36.2 8.3 7 29
dehydrogenase
30 1.90 x 1073 7.0 K2C8_HUMAN  Keratin, type II cytoskeletal 8 98 2.90 x 1075 53.5 5.5 9 22
31 7.10 x 1073 1.3 RSSA_HUMAN 40S ribosomal protein SA 338 1.00 x 107%" 150 19.9 8.4 10 61
(Laminin receptor 1)
32 2.80 x 1072 1.4 CPNS1_HUMAN Calpain small subunit 1 197 1.30 x 107 101 21.4 4.9 5 26
33 3.20 x 1072 1.3 GSTP1_HUMAN Glutathione S-transferase P 330 6.50 x 107%7 231 234 5.1 5 36
34 3.00 x 1072 1.2 Q6PIH6_HUMAN IGKV1-5 protein 224 260 x 1071 79 26.5 6.3 8 40
35 3.50 x 1072 1.6 HSP71_HUMAN Heat shock 70 kDa protein 1 158 1.00 x 107° 81 42.2 6.6 4 14
36 4.70 x 1072 1.3 TPIS_ HUMAN  Triosephosphate isomerase 353 3.30 x 107® 115 26.9 6.5 12 48
37 310 x 1072 -1.8 MGLL_HUMAN  Monoglyceride lipase isoform 2 240 6.50 x 107'® 128 33.5 6.5 6 21
38 1.70 x 1072 —-2.0 THTR_HUMAN  Thiosulfate sulfurtransferase 339 8.20 x 1072 137 33.6 6.8 11 40
39 3.90 x 102 1.2 PEBP1_HUMAN Phosphatidylethanolamine- 452 4.10 x 1073 204 21.2 7.0 13 60
binding protein 1
40 4.10 x 1072 1.5 ANXA2_HUMAN Annexin A2 isoform 2 315 2.10 x 100% 73 38.8 7.6 17 48

@ Spot numbering as shown in 2-DE silver gel in Figure 1. ? P-value of the Student ¢ test. ¢ Average volumen ratio (Omental/Subcutaneous) as calculated by
DeCyder analysis. ¢ Protein accession code from Swiss-Prot database. ¢ Mascot score. / Expected value. & Mascot Ions score. " Theoretical molecular weight (kDa).
i Theoretical pI. / Number of matched peptides. * Protein sequence coverage for the most probable candidate as provided by Mascot. Multivariate statistical
FDR analysis (g-values) together with protein identification details (MS and MS/MS spectra) are listed in Supporting Information Table S1.

B, and HSP27), lipid metabolism (fatty acid binding protein 5,
FABP5, monoglyceride lipase, MGLL, aldehyde dehydrogenase
1A1, AL1A1, alcohol dehydrogenase, ADH1B, APOA, APOE),
carbohydrate metabolism (carboxylesterase, EST1, glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase, GAPDH, triosephosphate
isomerase, TPIS, aldolase C, ALDOC, AL1Al, glutathione S-
transferase P, GSTP1, transketolase, TKT), inflammatory re-
sponse (ceruloplasmin, CP, fibrinogen, FIBG, complement
C4A), protein synthesis (eukaryotic initiation factor 1 and 2,
elF4A1, elF4A2, and 40S ribosomal protein SA, RSSA), and
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oxidation—reduction (CP, dihydrolipoyl dehydrogenase (DHL)
from pyruvate dehydrogenase complex, ADH1B, AL1A1 and
thiosulfate sulfurtransferase, THTR).

Western Blot and Immunostaining Analyses. Western blot
and immunostaining analyses were performed for a group of
biologically relevant proteins using an additional set of subjects.
For immunoblotting analyses, we extracted proteins in RIPA
buffer from omental and subcutaneous fat biopsies from 21
subjects, including 12 men and 9 women with BMI ranging
from 20.03 to 51.9.
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Figure 2. Unsupervised multivariate statistics from DIGE analysis.
Multivariate analysis of DeCyder EDA module was carried out
with 1195 spots. Principal Component Analysis (PCA) properly
clusters subjects by condition (omental fat, green circles; sub-
cutaneous fat, red). The external circle represents the 95%
confidence.
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Figure 3. CK-8 and CK-18 expression in human omental adipose
tissue. Representative images of DIGE gels and 3D-view of
selected spots showing cytokeratin-8 (CK-8) and cytokeratin-18
(CK-18) as differentially expressed by DeCyder BVA analysis (A
and B). CK-8 and CK-18 were analyzed by Western Blot in
omental (O) and subcutaneous (S) adipose tissue, with an
antibody raised against CK-8 and CK-18. The results shown are
representative of the immunobloting analysis (C). Ratios for DIGE
were obtained from DeCyder analysis (D); values for relative
intensity obtained after densitometry of the bands are means +
SD (E).

Western blot analyses using an antibody against two cytok-
eratins, CK-8 /18 (Figure 3C,E), corroborated that these proteins
were expressed exclusively in omental fat samples confirming
2-DE findings (Figure 3). Immunohistochemical analyses were
also performed using an antibody against CK-18 in paraffin-
embedded sections of omental and subcutaneous adipose
tissue. Results revealed for the first time that cytokeratin CK-
18 was localized specifically in the omental fat. Figure 4A shows
a bright staining pattern on mesothelial cells surrounding
adipocytes. At a higher magnification (x400), it was easily
confirmed that the cells were mesothelial cells (Figure S2,
Supporting Information), as previously described in the litera-
ture.?” In addition, immunofluorescence analyses were carried
out in omental fat cryosections, also confirming the cellular
location of CK-18 in adipose tissue mesothelium (Figure 4B).
The negative control, with only secondary antibodies, did not
show any staining with light or fluorescence microscopy (Figure
4A,B).
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In addition, the heat shock proteins HSP90, HSP70 and
HSP27 were subjected to immunoblotting analysis using spe-
cific antibodies. In each tissue tested, HSP90, HSP70 and HSP27
protein levels were significantly more abundant in the omental
than in the subcutaneous fat depot, with independence of BMI
or gender (p < 0.05), confirming 2D-DIGE trend and ratios
(Figure 5). Likewise, GAPDH protein levels were more abundant
in the omental than in the subcutaneous adipose tissue when
performing Western immunoblot analysis (Figure 5). In this
study, we describe for the first time, to our knowledge, that
GAPDH expression differs in the two fat depots, which is
relevant because GAPDH is used to normalize mRNA and
protein loading. In fact, GAPDH mRNA expression has been
previously shown to vary according to obese status.?®

The keratinocyte fatty acid binding protein, FABP5, plays an
important role in the adipose tissue not only for transporting
fatty acid resulting from adipocyte lipolysis, but also for
transporting retinoic acid into the nucleus favoring survival
pathways.?® With the use of a specific antibody, anti-human
FABP5, immunoblotting analyses revealed an overexpression
of FABP5 protein in the omental adipose tissue compared to
the subcutaneous fat, thus, confirming 2D-DIGE results (Figure
6A,B). Immunohistochemical analyses were also performed to
determine the cellular distribution of FABP5 in the human
adipose tissue. FABP5 antibody stained the nucleus and the
cytoplasm of adipocytes in the two fat depots, as well as small
stromal cells between large adipocytes (Figure 6C). Some of
the stromal cells were macrophages as shown by CD68 labeling
(Figure 6C). However, no overexpression of FABP5 in omental
fat as compared with subcutaneous adipose tissue could be
detected in these preparations, probably due to the limited
sensitivity of the technique under these experimental conditions.

Discussion

Over the past few years, great efforts have been made to
understand the mechanisms underlying obesity-related dis-
eases. Emerging evidence highlights that reduced blood flow,
local hypoxia, local inflammation and macrophage infiltration
in the adipose tissue are interrelated and may lead to impaired
adipokine secretion and excessive fat storage in nonadipose
tissues, which together may result in metabolic derangement.>°
Obese subjects with a selective excess of omental adipose tissue
have an increased risk of suffering these obesity-related
disorders, and it has been speculated whether omental fat
would be a causal factor, or a marker of “dysfunctional adipose
tissue”.?!

It is well-known that human omental and subcutaneous
adipose tissues display differences in metabolic and biochemi-
cal properties as well as different cellular composition. More-
over, it has recently been shown that these two fat depots
present dissimilar gene expression profiles.?”'*?® Strikingly,
however, no comparative proteomic studies based on omental
and subcutaneous adipose tissue have been reported, despite
that proteins are the actual functional units of the cell.

The quantitative comparison of proteins in two or more
conditions is a widespread methodology, and the 2-DE/MS
platform is a most adequate tool to assess differential protein
expression despite its limitations.'” Drawbacks inherent to 2-DE
analysis are poor representation of low-abundance, extreme
pI and molecular weight, and very hydrophobic proteins, and
therefore, some differentially expressed proteins (e.g., regula-
tory proteins) involved in the pathogenesis of the disorder could
be missed. To minimize interindividual spot pattern variability,
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A

Figure 4. Expression of cytokeratin CK-18 in the omental adipose tissue mesothelial cells. Immunohistochemical detection of CK-18 in
omental (O+) and subcutaneous (S+) adipose tissue demonstrating mesothelial cells in omental fat (brown), and immunostaining
with the secondary antibody alone (O-, S-). Magnification x40 in omental fat and x 100 in subcutaneous fat (A). Immunofluorescence
detection of CK-18 in human omental adipose tissue cryosections showing staining in mesothelial cells in red, and the counterstaining
of nuclei (DAPI) in blue. Magnification x100 (B). Images are representative of adipose tissue preparations collected from five subjects.

a, adipocyte; v, vessel; me, mesothelium.

we have analyzed a reduced number of subjects (homogeneous
in terms of gender, BMI and obesity-related clinical pheno-
types) by 2D-DIGE. This exploratory analysis cannot rule out
the possibility that some of the expression differences could
be false positives; nevertheless, a subset of regulated proteins
has been further validated in a larger number of subjects using
alternatives approaches. In addition, since not only adipocytes,
but also other nonadipocyte cell types are relevant for adipose
tissue function, these analyses have also been performed on
intact tissue, thereby preventing the introduction of artifactual
changes resulting from processing and separating the various
cell populations. Finally, it should be noted that the use of
human adipose tissue makes this study particularly relevant.

1688 Journal of Proteome Research ¢ Vol. 8, No. 4, 2009

Considering the central role that omental adipose tissue
plays in abdominal obesity and related pathologies, we searched
for proteins differentially expressed in omental and subcutane-
ous fat depots in obese individuals. In humans, the omental
adipose tissue consists of a network of peritoneum sheets rich
in mesothelial cells and filled with fat,>” which extends from
the greater curvature of the stomach to cover most abdominal
organs. Unlike the subcutaneous adipose tissue, omental fat
is characterized by the presence of mesothelial cells surround-
ing the fat lobules.?”*? Our results have revealed the presence
of epithelial cytokeratins CK-7, CK-8, CK-18 and CK-19%
exclusively in the omental mesothelial cells. The function of
these cells is unknown in the adipose tissue; however, it has
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Figure 5. Immunoblot detection of heat shock proteins (HSPs)
and GAPDH in human omental and subcutaneous adipose tissue.
Representative Western blot analysis of HSP90, HSP70 and
HSP27 expression (up) and GAPDH expression (down), in sub-
cutaneous (S) and omental (O) fat samples. The results shown
are representative of the immunoblotting analysis (A). Values for
relative intensity for the four proteins in the omental and
subcutaneous fat samples are means + SD (B).

been suggested that they could play a key role in the develop-
ment of inflammatory processes by preferentially expressing
IL-18.3* Mesothelial cells could also contribute to the mechan-
ical stress of enlarged, constrained omental adipocytes during
obesity development.>®

The omental fat is not only a lipid storage site, but also a
reservoir of resident inflammatory cells and a major source of
angiogenic and neurogenic factors. It is well-known that
omental fat is closely linked to systemic inflammatory activity,>®
and this proteomic study has highlighted the overexpression
of several proteins such as ceruloplasmin, fibrinogen, and the
complement component C4-A involved in inflammatory pro-
cesses, confirming previous transcript expression studies.”

Omental fat is a highly active metabolic endocrine tissue,
with increased aerobic metabolism and higher oxygen con-
sumption.? The overexpression of dihydrolypoil dehydrogenase
(DHL, from the pyruvate dehydrogenase complex) in the
omental fat is in agreement with this higher mitochondrial
oxidative metabolism. The increased relative abundance of
several enzymes relating to the GO term Metabolic Process, such
as CES, GAPDH, TPIS, TKT, ALDH1, GSTP1 and DHL, in the
omental fat also supports omental fat as a highly active
metabolic tissue.”> This enhanced metabolic activity would
demand newly synthesized proteins, encompassing chaper-
ones, and should be accompanied by an elevated intracellular
trafficking to deliver the newly synthesized proteins to the
different organelles. The potential demand for novel synthe-
sized proteins in the omental fat is supported by the overex-
pression of three proteins, 40S ribosomal protein SA (RSSA)
and eukaryotic initiation factor 1 and 2 (eIF4A1, elF4A2). The
implication of genes involved in the protein synthesis pathway,
including RSSA and EIF4A, has been earlier reported in
transcript expression studies.®'?> Moreover, an association of
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EIF4A2 gene with type 2 diabetes has been recently reported
in 148 French families.®” Therefore, the overexpression of el[F4A
in the omental fat from obese subjects might suggest altered
protein synthesis pathways preceding insulin resistance and/
or type 2 diabetes.

Results highlighted the overexpression in the omental fat of
three heat shock proteins (HSPs), HSP90, HSP70 and HSP27.
HSPs not only serve as chaperones, mainly controlling protein
folding of newly translated polypeptides in the cytosol, as well
as within organelles such as the endoplasmic reticulum (ER)
and mitochondria,®® but also play other key roles.>® HSPs have
been found to be involved in obesity, insulin resistance and
diabetes,*>*%*! while HSP70 has been found to be genetically
associated with obesity and type 2 diabetes in case-control
studies.**** Moreover, proteomic analyses using primary cul-
tures of human adipose-derived cells have reported an associa-
tion of HSPs to adipogenesis,'>* while in vitro cellular studies
have shown that the glucocorticoid receptor and the peroxi-
some proliferator-activated receptor form complexes with
HSP70 and HSP90 in the cytosol prior to ligand activation. 444>

Environmental stresses as oxygen or glucose deprivation lead
to the accumulation of incorrectly folded proteins in the ER
lumen, resulting in ER stress and cellular activation of the
Unfolding Protein Response (UPR) pathway.*® It is worth
mentioning that UPR has recently been suggested to initiate
inflammation, and this process seems to be fundamental in
the pathogenesis of inflammatory diseases as obesity.*” HSPs
have been involved in ER stress and UPR; in particular, HSP90
has been reported as an important component of the tran-
scriptional arm of the UPR by binding the cytoplasmic domains
of IREla and PERK,*® two of the transmembrane kinases that
function as ER stress sensors. In accordance with the overex-
pression of HSPs found in the omental tissue, recent studies
have reported increased ER stress in liver and adipose tissue
of obese mice, which might interfere with the serine/threonine
phosphorylation-mediated signal transduction pathway down-
stream of the insulin receptor.®>*9~>! Taken together, all these
evidences reveal the crucial role played by HSPs in many
processes associated with obesity and related co-morbidities.
Data suggest that overexpression of these proteins in the
omental compared to subcutaneous fat would not only account
for the higher demand for chaperones, but also mediate in the
accumulation of misfolded proteins in the RE omental cells.
Further studies may contribute to explain if these processes
could be the cause or consequence of the hypertrophied
omental adipose tissue in incipient obesity.

Another mechanism contributing to obesity is impairment
of lipolysis. The monoglyceride lipase (MGLL) has been found
to be overexpressed in the subcutaneous compared to the
omental fat, similarly as it was earlier reported in transcript
expression studies.® MGLL functions together with hormone-
sensitive lipase (HSL), the major lipase in adipose tissue, to
hydrolyze intracellular triglyceride stores in adipocytes to fatty
acids and glycerol. Despite that decreased HSL expression has
been found in obese individuals and it could at least in part
explain impaired lipolytic capacity,®® studies relating MGLL
with obesity have not been reported yet. MGLL also plays a
major role in the enzymatic inactivation of the endocannab-
inoid (EC), 2-arachidonoylglycerol (2-AG).>* It has been dem-
onstrated that subcutaneous adipose tissue expresses MGLL
and the rest of the biochemical machinery to metabolize ECs,>*
and in obesity, the EC system shows overactivity due to the
upregulation of CB1 receptor and/or EC levels.>>>® Our study
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Figure 6. Overexpression of FABP5 in the omental vs subcutaneous adipose tissue. Zoomed images of DIGE gels in the FABP5 area
(circled), and selected 3D-view of DeCyder BVA analysis (A). FABP5 expression analyzed by Western blot using an antibody against
human FABP5, in subcutaneous (S) and omental (O) adipose tissue samples. Values for relative intensity obtained after densitometry
of the bands are means + SD (B). Immunohistochemical detection of FABP5 and macrophage-specific antigen CD68 in omental (O)
and subcutaneous (S) fat, showing FABP5 staining in adipocytes and macrophages (brown), and immunostaining with the secondary
antibody alone, as a negative control (control). Magnification x100. Images are representative of adipose tissue sections collected

from five subjects (C). a, adipocyte; ma, macrophage.

has shown expression of MGLL also in the omental fat;
however, the reduced MGLL expression in this tissue in
comparison with subcutaneous fat might suggest reduced
hydrolysis of 2-AG, favoring fat accumulation by increasing EC
signaling. Likewise, it has been found that impairment in the
expression or activity of the second EC degrading enzyme, fatty
acid amide hydrolase (FAAH), correlates with obesity in hu-

mans.>”

Adipocytes are active sites of lipid metabolism involving
storage, mobilization, and transport of lipids as well as utiliza-
tion of lipid-mediated signaling pathways. These cells contain
fatty acid binding proteins, mainly FABP4 and FABP5, to
facilitate lipid usage in metabolic pathways.*® DIGE and

1690 Journal of Proteome Research  Vol. 8, No. 4, 2009

immunoblotting analyses have shown significant overexpres-
sion of FABP5 in omental versus subcutaneous adipose tissue,
as reported in adipose tissue from lean subjects.”® FABP5 could
play a role in metabolic syndrome, insulin resistance, type 2
diabetes, and atherosclerosis, as elucidated in numerous studies
based on genetically modified mice.?* %2 In a high fat diet, mice
overexpressing FABP5 showed a reduction in systemic insulin

sensitivity,®® while targeted null mutations in the FABP5 gene

resulted in increased systemic insulin sensitivity.®> However,
in adipose tissue, not only adipocytes but also macrophages
express FABP4 and FABPS5, as reported in mice tissues and cell
lines. These studies unveiled that the FABP4 to FABP5 ratio is
approximately 99:1 in adipocytes,®® and approximately 1:1 in
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macrophages.® Our findings based on immunohistochemical
analyses have shown for the first time the expression of FABP5
in adipocytes and macrophages in human omental and sub-
cutaneous adipose tissue. Interestingly, it has been suggested
that adipose tissue expression of FABPs in the two cell types is
critical for the inflammatory basis of metabolic deterioration.®®
Results not only put forward that overexpression of FABP5 in
the human omental fat could contribute to development of
insulin resistance and to inflammatory response in obesity, but
also suggest a more relevant biological function of FABP5 in
macrophages.

It is noteworthy that FABP5 is also involve in survival
pathways through the nuclear receptor PPARS/f, by binding
retinoic acid (RA).?° Interestingly, our proteomic study has
revealed overexpression in the omental fat of alcohol dehy-
drogenase 1 (ADH1B) and retinal dehydrogenase 1A1 (AL1Al),
two enzymes that control the transition from retinol (vitamin
A) to RA. The metabolism of vitamin A and its biologically active
derivatives, as retinaldehyde (Rald) and RA, is relevant in the
physiology of the cell, since it is involved in the regulation of
key processes such as cell proliferation, differentiation and
apoptosis. The potential increase of RA levels caused by
overexpression of ADH1B and AL1A1 in omental fat, together
with the increase of FABP5, could suggest that survival path-
ways are favored in the omental adipose tissue. Moreover, mice
lacking AL1A1 were preserved from developing diet-induced
obesity and insulin resistance,®® and therefore, increased levels
of AL1A1 in the obese omental fat might produce the opposite
effect, favoring fat accumulation.

In summary, this study has revealed differences in omental
and subcutaneous adipose fat depots at the protein level
affecting pathways related to metabolic processes such as
glucose and lipid metabolism, lipid transport, protein synthesis,
protein folding, response to stress and inflammation. Taken
together, these results emphasize the role of omental fat in the
development of diseases like insulin resistance and type 2
diabetes. In this regard, the identified proteins could be
considered as potential markers for the future development of
therapeutic strategies for these diseases.

Conclusion

Results from our study comparing omental and subcutane-
ous adipose tissue will strengthen the understanding of mo-
lecular pathogenesis of obesity and related diseases. This work
is the first proteomic study comparing the two human fat
depots in obese people and represents one of the few pro-
teomic analyses in human adipose tissue. Further characteriza-
tion of differentially expressed proteins in these two fat depots
from lean and obese subjects might contribute to clarify these
fundamental issues.
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ABSTRACT

Obesity is recognized as an epidemic health problem worldwide. In humans, the
accumulation of omental rather than subcutaneous fat appears to be tightly linked to
insulin resistance, type 2 diabetes and cardiovascular disease. Differences in gene
expression profiles in the adipose tissue comparing non-obese and obese subjects have
been well documented. However, to date, no comparative proteomic studies based on

Keywords: omental fat have investigated the influence of obesity in protein expression. In this work,
2D-DIGE we searched for proteins differentially expressed in the omental fat of non-obese and
MALDI-MS obese subjects using 2D-DIGE and MS. Forty-four proteins, several of which were further
Obesity studied by immunoblotting and immunostaining analyses, showed significant differences
Human adipose tissue in the expression levels in the two groups of subjects. Our findings reveal a clearly distinc-
TKT tive proteomic profile between obese and non-obese subjects which emphasizes: i) reduced
ACY-1 metabolic activity in the obese fat, since most down-regulated proteins were engaged in
metabolic pathways; and ii) morphological and structural cell changes in the obese fat, as
revealed by the functions exerted by most up-regulated proteins. Interestingly, transketo-
lase and aminoacylase-1 represent newly described molecules involved in the pathophysi-

ology of obesity, thus opening up new possibilities in the study of obesity.
© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
1. Introduction increased risk of suffering insulin resistance, type 2 diabetes,
cardiovascular disease (CVD), hepatic steatosis, pulmonary
Obesity is one of the most important public health problems and muscular pathologies, psychological disorders and cancer,
facing the world today and has increased dramatically over among others [2]. A person’s weight and body composition are
the last decades in children and adolescents [1]. Obese subjects likely determined by interaction between his/her genetic make-
suffer from decreased life quality and expectancy as well as up and social, cultural, behavioral, and environmental factors.
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The intake of energy-dense foods, especially when combined
with reduced physical activity, is very likely to contribute to
the high prevalence of obesity; however, the existence of com-
plex systems that regulate energy balance calls for a broader
view of this paradigm [3].

In humans, the adipose tissue is dispersed throughout the
body with major intra-abdominal depots around the omentum,
intestines, and perirenal areas, as well as in subcutaneous
depots in the buttocks, thighs, and abdomen. These two fat
depots, the subcutaneous and the omental fat, exhibit unique
biochemical and cellular properties, such as response to sex
hormones, and different secretion profiles [4], including a differ-
ent lipolytic program [5]. Moreover, the omental, but not the
subcutaneous, fat drains directly into the portal circulation,
and some data point out to excessive free fatty acid release
from the omental adipose tissue in central obesity [6]. In fact,
it is well established that the size of the omental, more than
the subcutaneous, fat is strongly related to a higher risk of
obesity-related co-morbidities, including insulin resistance,
type 2 diabetes, dyslipidemia and CVD. As a consequence of
extensive recent investigation, the adipose tissue is no longer
regarded a mere fat reservoir, but an endocrine organ which
cross-talks with other essential organs like the liver, the muscle,
the pancreas, and the brain, being a crucial regulator of whole-
body homeostasis.

Gene expression studies (i.e. microarrays and RT-PCR) using
adipose tissue from obese and non-obese subjects have yielded
important insights into the pathogenesis of obesity and related
diseases, (reviewed in [7]). Results pointed out that: i) obesity
represents a chronic inflammatory condition, since genes relat-
ed with inflammation are up-regulated in response to obesity;
ii) the differentiation state of obese adipocytes is altered; and
iii) the expression of adipogenic genes is decreased in obesity
[8-11]. As far as the latter is concerned, it has been suggested
that the limited lipogenic and/or adipogenic capacity of obese
adipocytes might lead to spillover of excess lipids to other tis-
sues, and lipotoxicity could contribute to the pathogenesis of
type 2 diabetes [12].

Atthe protein level the knowledge about human adipose tis-
sue is limited. A very few proteomic studies have been pub-
lished using either whole adipose tissue or isolated cells from
both fat depots (reviewed in [13]). The majority of these works
have studied human adipogenesis or adipose tissue secretome.
Recently, however, our group and others have resorted to 2D-
DIGE and MS to explore the differences between omental and
subcutaneous fat [14-16]. Despite of some drawbacks inherent
to 2-DE analysis (mainly the poor representation of low-
abundant or very hydrophobic proteins as well as those with ex-
treme pl and molecular weight), the quantitative comparison of
proteins in two or more conditions based on 2D-DIGE/MS is a
widespread, robust methodology to assess differential protein
expression. This approach provides great analytical precision,
dynamic range and sensitivity, therefore allowing a reproduc-
ible and reliable differential analysis [17]. Nevertheless, to
date, no proteomic studies based on omental fat have investi-
gated the influence of obesity in protein expression, given that
the omental adipose tissue has been tightly linked to obesity-
associated co-morbidities. In this work, we have compared for
the first time the omental fat from non-obese and morbidly
obese subjects by 2D-DIGE and MS, revealing 44 modulated

proteins in response to obesity. Our findings emphasize a no-
ticeably decreased expression of proteins related to metabolic
processes in response to obesity together with a down-
regulation of mitochondrial enzymes, which is consistent with
areduced metabolic activity in the obese adipose tissue. In addi-
tion, most of the proteins found up-regulated in obesity develop
structural functions in the cell, which account for the morpho-
logical changes undergone by obese adipocytes. Therefore, our
results support a neatly distinctive biological profile in the
omental fat of obese and non-obese subjects regarding protein
expression.

2. Materials and methods
2.1. Study design

Omental fat from morbidly obese (n=6) and non-obese (n=6)
subjects obtained during surgery were analyzed by a proteo-
mic approach using 2D-DIGE. Samples were labelled using
fluorophore dye-swapping to avoid labelling bias, combined
in pairs and separated by electrophoresis. Image analysis
revealed modulated proteins which were identified by MS.
Results validation was performed by Western Blot with an ad-
ditional set of subjects. Immunostaining assays were per-
formed to study selected proteins not only in adipose tissue
samples, but also in human omental adipocyte cultures. The
3T3-L1 cell line was used to study whether these proteins
were modulated in the adipocyte differentiation process.

2.2. Biological samples

Omental adipose tissue samples were obtained from 26
women, including 12 non-obese and 14 morbidly obese. Non-
obese subjects had a body mass index (BMI)<30kg/m? (BMI
ranged from 22.1 to 28.3 kg/m?), and age ranged from 25 to
56 years. Morbidly obese subjects had a BMI>40 kg/m? (BMI
ranged from 40.7 to 48.5 kg/m?), and age ranged from 39 to
58 years. All these subjects had been submitted for elective sur-
gical procedures (cholecystectomy, surgery of abdominal her-
nia and gastric by-pass surgery). During surgery, biopsies of
adipose tissues were obtained after an overnight fast, washed
in chilled 9 g/L NaCl solution, partitioned into pieces, and im-
mediately frozen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until
protein extraction. The surgeon aimed to obtain the samples
from similar anatomical locations in all the subjects. All
women were of Caucasian origin and reported that their body
weight had been stable for at least three months before the
study. None of the subjects had type 2 diabetes or any other
systemic disease apart from obesity and all were free of any in-
fections within the previous month before the study. Liver dis-
ease and thyroid dysfunction were specifically excluded by
biochemical work-up. Other exclusion criteria for those patients
included the following: 1) clinically significant hepatic, neurolog-
ical, or other major systemic disease, including malignancy;
2) history of drug or alcohol abuse, defined as >80 g/day, or
serum transaminase activity more than twice the upper normal
range limit; 3) elevated serum creatinine concentrations; 4) acute
major cardiovascular event in the previous 6 months; 5) acute ill-
nesses and current evidence of chronic inflammatory or
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infectious diseases; and 6) mental illness rendering the subjects
unable to understand the nature, scope, and possible conse-
quences of the analysis. The study was conducted according to
the recommendations of the Declaration of Helsinki and was ap-
proved by the ethics committees of Hospital Dr. Josep Trueta
(Girona, Spain). Signed informed consent was obtained from all
subjects.

2.3. 2D-DIGE analysis

Proteins were extracted from omental adipose tissue biopsies
(100 mg) by using the 2D Grinding Kit (GE Healthcare, Uppsala,
Sweden) in Lysis Buffer (7M urea, 2M thiourea, 4% CHAPS,
and 30 mM Tris-HCl pH 8.5) containing 50 mM DTT. The extract
was shaken for 30 min at room temperature and centrifuged at
15,000xg for 30 min. Proteins were precipitated with the 2D-
CleanUp Kit (GE Healthcare) and redissolved in Lysis Buffer.
The protein concentration was determined using RC/DC Protein
Assay (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Proteins were
labelled according to the manufacturer’s instruction (GE Health-
care). Briefly, 50 pg of adipose tissue protein extracts was mini-
mally labelled with 400 pmol of the N-hydroxysuccinimide
esters of Cy3 or Cy5 fluorescent cyanine dyes on ice in the
dark for 30 min. All experiments comprised an internal stan-
dard containing equal amounts of each cell lysate, which was
labelled with Cy2 dye. The labelling reaction was quenched

with 1 pl of 10 mM lysine on ice in the dark for 10 min. The inter-
nal standard and the individual omental fat extracts from non-
obese and obese subjects were combined and run in a single gel
(150 pg total proteins). Proteins extracts were diluted in
Rehydration Buffer (7 M urea, 2M thiourea, 2% CHAPS, 0.8%
(v/v) IPG buffer 3-11NL), reduced with 50 mM DTT, and applied
by cup-loading to 24 cm IPG strips pH 3-11NL, which were previ-
ously rehydrated with Rehydration Buffer containing 100 mM
hydroxyethyl disulfide (DeStreak, GE Healthcare). The first and
second dimensions together with the equilibration step were
performed following the procedure previously described [14].

2.4. Image acquisition and analysis

After SDS-PAGE, gels were scanned with a Typhoon 4100 scan-
ner (GE Healthcare) at 100 pm resolution using appropriate indi-
vidual excitation and emission wavelengths, filters and
photomultiplier (PMT) sensitivity for each Cy2, Cy3 and Cy5
dyes (PMT values: 510, 510 and 475 respectively). Gel images
were analyzed with the DIA (Differential in-gel Analysis) mod-
ule of the DeCyder v7 software (GE Healthcare) for automatic
spot detection, background subtraction, quantification and nor-
malization with low experimental variation (DeCyder Differen-
tial Analysis Software User Manual, version 7; GE Healthcare,
2009). The Biological Variation Analysis (BVA) module utilized
those images individually processed with the DIA module to

Fig. 1 - Representative silver stained 2D gel of omental adipose tissue proteins using 24 cm pH3-11NL (left to right) strips in the
first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the second dimension. Numbers correspond to differentially expressed protein
spots as indicated in Table 1. Supplemental Fig. 1 provides a more convenient visualization of the differential protein spots on
the silver stained 2D gel.Representative silver stained 2D gel of omental adipose tissue proteins using 24 cm pH3-11NL (left to
right) strips in the first dimension and 12% PAGE-SDS gels in the second dimension. Numbers correspond to differentially
expressed protein spots as indicated in Table 1. Supplemental Fig. 1 provides a more convenient visualization of the

differential protein spots on the silver stained 2D gel.
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match protein spots across gels, using the internal standard for
gel-to-gel matching. Statistical analysis was then carried out to
determine protein expression changes. P-values lower than 0.05
as calculated from Student’s t test were considered significant.
Multivariate analysis was performed by Principal Components
Analysis (PCA) using the algorithm included in the Extended
Data Analysis (EDA) module of the DeCyder software based on
the spots matched across all gels.

2.5. In-gel trypsin digestion and mass spectrometry

Protein spots showing significantly altered expression levels
in the 2 groups of samples by DeCyder Software were selected
for gel excision from silver-stained gels, digested automatical-
ly on a Proteineer DP robot (Bruker Daltonik, Bremen, Germa-
ny) using the protocol of [18] and analyzed in an Ultraflex
MALDI TOF/TOF mass spectrometer (Bruker Daltonik) [19] to
obtain the corresponding MALDI-MS and MALDI-MS/MS spec-
tra. In a first step, MALDI-MS spectra were acquired by averag-
ing 300 individual spectra in the positive ion reflector mode at
50 Hz laser frequency in a mass range from 800 to 4000 Da. In
a second step, precursor ions showing in the MALDI-MS mass
spectrum were subjected to fragment ion analysis in the tan-
dem (MS/MS) mode to average 1000 spectra. Peak labelling, in-
ternal calibration based on two trypsin autolysis ions with
m/z=842.510 and m/z=2211.105, as well as removal of
known trypsin and keratin peptide masses were performed
automatically using the flexAnalysis 2.2 software (Bruker Dal-
tonik). No smoothing or any further spectral processing was
applied. MALDI-MS and MS/MS spectra were manually
inspected in detail and reacquired, recalibrated and/or rela-
belled using the aforementioned programs and homemade
software when necessary.

2.6. Database searching

MALDI-MS and MS/MS data were combined through the Bio-
Tools 3.0 program (Bruker Daltonik) to search a nonredundant
protein database (NCBInr 20091022; ~7.0 x 10° entries; National
Centre for Biotechnology Information, Bethesda, USA), using
the Mascot 2.2 software (Matrix Science, London, UK; http://
www.matrixscience.com) [20]. Other relevant search parame-
ters were set as follows: enzyme, trypsin; fixed modifications,
carbamidomethyl (C); allow up to 1 missed cleavage; peptide
tolerance +20 ppm; MS/MS tolerance +0.5 Da. Protein scores
greater than 81 were considered significant (p<0.05).

2.7. Cell culture and adipocyte differentiation

Isolated human omental pre-adipocytes (Zen-Bio, Inc. Raleigh,
NC, USA) were cultured with omental pre-adipocytes medium
(Zen-Bio, Inc.)) at 37 °C and 5% CO, and differentiated using
omental differentiation medium (Zen-Bio, Inc.) according to
the method outlined by Ortega et al.[21]. Two weeks after the
initiation of differentiation, cells appeared rounded with large
lipid droplets in the cytoplasm and were considered mature ad-
ipocytes. Murine 3T3-L1 fibroblasts (CCL 92.1, American Type
Culture Collection) were grown to confluence in DMEM contain-
ing 10% calf serum. The differentiation to adipocytes was
induced according to the procedure described by Ortega et al.

[21]. On days 0, 3, 5 and 9, three replicated cell samples were
separately collected for later immunoassays.

2.8. Immunoblotting analysis

Fattissue or cultured cells were homogenized in radioimmnuno
precipitation assay (RIPA) buffer as described in [14]. Protein
extracts (ca. 10 pg) were loaded, resolved on SDS-PAGE and
transferred to Hybond ECL nitrocellulose membranes by con-
ventional procedures. Membranes were stained with 0.15% Pon-
ceau red (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) to ensure equal
loading after transfer and then blocked with 5% (w/v) BSA or
dried nonfat milk in TBS buffer with 0.1% Tween 20. The anti-
bodies used for Western Blot analysis revealed in each case single
bands at the expected molecular masses. The primary antibodies
used were: 1:2000 rabbit anti-TKT (HPA029480), and 1:2000 rabbit
anti-ACY-1 (A6609) (Sigma-Aldrich); 1:2000 goat anti-Beta-actin
(sc-1616); 1:4000 rabbit anti-SPHK1 (sc-48825), and 1:200 goat
anti-FABP5 (sc-16060) (Santa Cruz Biotechnology); 1:1000 mouse
anti-HSP70 (C92F3A-5) (Stressgen Bioreagents); 1:500 rabbit anti-
FABP4 (Eurogentec, Seraing, Belgium). Blots were incubated with
the appropriate IgG-HRP-conjugated secondary antibody. Immu-
noreactive bands were visualized with ECL-plus reagent kit (GE
Healthcare). Blots were exposed for different times; exposures in
the linear range of signal were selected for densitometric evalua-
tion. Optical densities of the immunoreactive bands were mea-
sured using Image ] analysis software. Statistical comparisons
of the densitometry data were carried out using the Student’s t
test for samples, and results were expressed as means+standard
deviation (SD) using SPSS 16.0 (SPSS Inc., Illinois, USA). Statistical
significance was set at p<0.05.

2.9. Immunohistochemistry

Five-micron sections of formalin-fixed paraffin-embedded adi-
pose tissue were deparaffinised and rehydrated prior to antigen
unmasking by boiling in 1mM EDTA, pH 8. Sections were
blocked in normal serum and incubated overnight with rabbit
anti-TKT (1:500 dilution) or rabbit anti-ACY-1 (1:200 dilution) an-
tibodies. Secondary antibody staining was performed using the
VECTASTAIN ABC kit (Vector Laboratories, Inc. Burlingame,
CA) and detected with diaminobenzidine (DAB, Vector Laborato-
ries, Inc.). Sections were counterstained with hematoxylin prior
to dehydration and coverslip placement, and examined under a
Nikon Eclipse 90i microscope. As a negative control, the proce-
dure was performed in the absence of primary antibody.

2.10. Immunofluorescence

Frozen adipose tissue sections or cultured cells were fixed with
4% paraformaldehyde and permeabilized for 30 min with 0.1%
Triton X-100 in PBS. Staining was performed overnight at 4 °C
with rabbit anti-TKT (1:500 dilution) or with rabbit anti-ACY-1
(1:400 dilution) antibodies, washed, and visualized using Alexa
Fluor 546 goat anti-rabbit antibody (1:500; Molecular Probes Inc.,
OR, USA). The slides were counterstained with DAPI (4,6-diami-
dino-2-phenylindole) to reveal nuclei. The lipophilic fluores-
cence dye BODIPY 493/503 was used for lipid droplet labelling
according to the manufacturer’s instruction (Molecular Probes
Inc). The slides were examined under a Leica TCS SP5
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fluorescent microscope (Heidelberg, Germany). As a negative
control, the assay was performed in the absence of primary
antibody.

3. Results

3.1. Proteomic analysis of obese and non-obese adipose
tissue samples

To detect proteins differentially expressed in obesity,
omental fat samples from morbidly obese (n=6) and non-
obese (n=6) females were analyzed by 2D-DIGE. Protein ex-
tracts were labelled using dye-swapping with either Cy3 or
Cy5 fluorescent dye to avoid labelling bias arising from the
fluorescence properties of gels at different wavelengths.
Then each Cy3/Cy5-labelled sample pair was mixed with a
Cy2-labelled internal standard and loaded onto each gel.
After 2-DE, the Cy2, Cy3 and Cy5 channels were individually
imaged from each gel (Supplemental Fig. 1). Automated
image analysis performed with DeCyder software detected
approximately 2700 spots per gel in the 3-11 NL pH range
with a molecular mass of 10-150 kDa, of which 1200 spots
were matched throughout all gels. Multivariate PCA showed
that the “non-obese group” was efficiently discriminated
from the “obese group” (data not shown). DeCyder statistical
analyses showed that 70 protein spots were differentially
expressed at p<0.05 considering only those spots present in
all gels. These spots were excised from silver-stained gels,
digested with trypsin, and analyzed by MALDI-MS followed
by database search. Fifty-six spots, which corresponded to 44

unique proteins could be identified (Fig. 1 and Table 1). Twen-
ty proteins were increased and 24 decreased in response to
obesity.

3.2. Functional classification of the proteins differentially
expressed

To understand the biological relevance of protein expression
changes in response to obesity, the Protein Analysis Through
Evolutionary Relationship (PANTHER) application (http://
www.pantherdb.org/) was used. This classification system
uses information on protein sequence to assign a gene to an
ontology group on the basis of the Gene Ontology (GO) terms
http://www.geneontology.org/. Thus, the two sets of up- and
down-regulated proteins were searched for significantly
over-represented (p<0.05) GO terms. Two key Biological Pro-
cess classes were found significantly enriched in the group
of down-regulated proteins: Metabolic Process and Generation
of Precursor Metabolites and Energy, while three key Biological
Process classes (Cellular Process, Developmental Process and
Cellular Component Organization) were significantly enriched
in the set of up-regulated proteins. Likewise, the categoriza-
tion based on the Molecular Function GO category showed
that most down-regulated proteins accounted for one key sig-
nificant class, Catalytic Activity, while Structural Molecule
Activity revealed as the unique key GO term with significant
enrichment in the up-regulated proteins from obese adipose
tissue (Fig. 2).

In addition, PANTHER application mapped the 44 differen-
tially expressed proteins into parent and child categories with
regard to their Molecular Function and Biological Process GO
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Fig. 2 - Pie chart representations of PANTHER Biological Process and Molecular Function classes significantly over-represented
in the set of downregulated proteins (A, C) and in the set of up-regulated proteins (B, D) in obesity. Classes with no significant
P-value are displayed in grey colour for comparative purposes (note that the class Generation of Precursor Metabolites and Energy
has no representation in the group of proteins increased in obesity). It should be pointed that PANTHER may attribute multiple

classes to a given protein.
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terms (Supplementary Table 2), highlighting that most of the
down-regulated proteins were engaged in metabolic path-
ways. Our results have also revealed that the set of down-
regulated proteins comprised numerous (14 out of 24, 58%)
mitochondrial enzymes, overall supporting a reduced meta-
bolic activity in the obese adipose tissue.

3.3. Validation of differential protein expression

Western Blot analyses were performed in an additional set of
non-obese and morbidly obese women for two proteins whose
expression in human adipose tissue had not been previously
documented, TKT and ACY-1, together with two molecules,
HSP70 and FABPS that had been earlier studied in fat and/or
in obesity and related co-morbidities. One of these proteins
was shown up-regulated (HSP70) and the other three were
found down-regulated (TKT, ACY-1 and FABPS) in response
to obesity. Immunoblotting analysis using an antibody
against TKT confirmed that this protein was over-expressed
(p<0.05) in the non-obese group of subjects, confirming 2-DE
findings (Fig. 3). Likewise, ACY-1 levels were significantly
more abundant (p<0.05) in the non-obese subjects (Fig. 3), in
agreement with 2D-DIGE results. Both TKT and ACY-1 were
studied by immunostaining methods, as well as in the adipo-
cyte differentiation process. Immunoblotting analysis
revealed that HSP70 was significantly increased in obese us.
non-obese individuals (p<0.05), thus confirming 2D-DIGE re-
sults (Fig. 3). By using an antibody anti-FABPS5, immunoblot-
ting analysis revealed an over-expression of FABP5 protein
in the omental adipose tissue from non-obese compared to
obese subjects; however this result did not reach statistical
significance (p=0.06) mostly due to the high SD observed in
non-obese samples (data not shown). It must be noted that
Western Blot assay may fail to validate particular protein iso-
forms found differentially expressed by 2D-DIGE/MS as they
rely on antibodies lacking the necessary specificity.

3.4. Immunostaining analyses

Immunohistochemical and immunofluorescence approaches
were performed to determine the cellular distribution of TKT
and ACY-1 proteins in biopsies of omental fat given that, as
far as we know, these proteins have not been earlier analyzed
in this tissue. TKT was assayed in sections of omental adipose
tissue by both techniques revealing similar results. Immuno-
fluorescence detection showed a bright staining pattern
mainly in the cytoplasm of adipocytes and of stromal-
vascular fraction (SVF) cells, as well as in the nuclei of a few
cells (Fig. 4A). To determine whether the stained nuclei per-
tained to adipocytes, immunofluorescence analysis from a
cellular culture of human pre-adipocytes and differentiated
adipocytes was performed. This analysis showed that in pre-
adipocytes TKT was localized in the cytoplasm as well as in
the nucleus, while in adipocytes only the cytoplasm but not
the nucleus was stained (Fig. 4B and C). TKT expression was
also confirmed in adipose tissue macrophages by co-staining
assays using CD68 (not shown).

ACY-1 was also assayed in sections of omental fat by
immunostaining analyses, which showed that ACY-1 was
expressed in the cytoplasm as well as in the nucleus of
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Fig. 3 - TKT, ACY-1 and HSP70 expression in human omental
adipose tissue. Standardized abundance was determined by
DeCyder analysis of 2D-DIGE data from non-obese and obese
fat samples. The (+) and (-) symbols indicate increased and
decreased levels with respect to the internal standard,
respectively (A). Representative Western Blot analysis of
TKT, ACY-1 and HSP70 expression from non-obese and
obese fat samples. The results were normalized for B-actin
density (B). Values for relative intensity obtained after
densitometry of the bands are means +SD (C). Representative
images of four independent analyses.

adipocytes and SVF cells, including omental mesothelial
cells (Supplemental Fig. 2A and 2B). Immunofluorescence
analysis revealed the presence of ACY-1 in the nucleus of cul-
tured human omental pre-adipocytes (Fig. 5A), while in differ-
entiated adipocytes ACY-1 localized around cytosolic lipid
droplets and, to a lesser extent, in the nucleus (Fig. 5B and
5C). In addition, we had also performed immunofluorescence
analysis in 3T3-L1 cells during the adipogenic process. As il-
lustrated in Supplemental Fig. 3A, ACY-1 was localized exclu-
sively in 3T3-L1 fibroblast nuclei (day 0), as was the case for
human pre-adipocytes; however, in 3T3-L1 differentiated adi-
pocytes (day 9), ACY-1 was shown around lipid droplets in the
cytoplasm, as well as in the majority of the nuclei (Supple-
mental Fig. 3B and 3C).
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Fig. 4 - Immunofluorescence staining of TKT in human omental adipose tissue, human pre-adipocytes and human adipocytes
differentiated in vitro. In fat biopsies TKT is mainly shown in the cytosol of adipocytes and other SVF cells, but is also observed
in the nuclei of a few cells (four white circles) (A). In human pre-adipocytes TKT is shown both in the cytoplasm and the
nucleus (B). In human differentiated adipocytes TKT is exclusively observed in the cytosol (C). Images are representative of
adipose tissue sections collected from three subjects (A) and three replicates (B and C).

3.5. 3T3-L1 adipogenesis

To further study TKT and ACY-1 proteins, we performed im-
munoblotting analysis with proteins extracted during the adi-
pogenic maturation of 3T3-L1 cells using the previously
described specific antibodies. TKT and ACY-1 were signifi-
cantly augmented with adipocyte differentiation in parallel
to the expression of FABP4, which was used as an adipogen-
esis control (Fig. 6).

4, Discussion

Over the last years an increasing number of studies have fo-
cused in the analysis of gene expression to gain insight into
obesity and related pathologies. However only a few number
of studies have resorted to proteomic methods to identify
human fat proteins associated to these disorders. In the pre-
sent study we have employed a proteomic approach based
on 2D-DIGE and MALDI-MS to uncover differences in protein
expression using biopsies of omental fat from non-obese and

morbidly obese individuals, reporting for the first time a set
of 44 proteins that are significantly modulated in these two
sets of subjects. Our study has focused on omental adipose
tissue as this fat depot has been long associated with aug-
mented risk of suffering pathologies related to obesity [22].
The down-regulation of proteins related to metabolic pro-
cesses such as Amino Acid Metabolism, Carbohydrate Metabolism
and Lipid Metabolism suggests a reduction of metabolic activity
in the obese omental fat, and is consistent with previous
mRNA studies [8-10, 23]; thus, Ortega et al. [10] demonstrated
the down-regulation of the main lipogenic enzymes in obese
omental fat using a large cohort of individuals. In this scenar-
io, these findings provide evidence for an impaired capacity of
the adipose tissue to function as an energy reservoir. In addi-
tion, it is noteworthy the high number of mitochondrial en-
zymes included in the set of down-regulated proteins in the
obese adipose tissue, 14 proteins out of 24, which is consistent
with the reduction in the oxidative metabolism in obesity. Our
findings are in agreement with previous microarray analysis
revealing a coordinated down-regulation of catabolic path-
ways operating in the mitochondria such as: fatty acid B
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Fig. 5 - Immunofluorescence staining of ACY-1 in human omental pre-adipocytes and adipocytes differentiated in vitro. ACY-1
(in red) is shown in the nucleus of pre-adipocytes (day 0) (A). In differentiated adipocytes (day 14) ACY-1 is observed in the

cytosol and to a lesser extent in the nucleus (B). Close-up view of a differentiated adipocyte showing ACY-1 around the lipid
droplets (C). The counterstaining of nuclei (DAPI) is shown in blue. Lipid droplets have been stained with BODIPY 493/503 (in

green). Images are representative of three replicates.

oxidation, tricarboxylic acid cycle and electron transport
chain [24]. In addition, a strong correlation between impaired
adipocyte mitochondrial activity and/or content and obesity
has been well documented [25-27]. Decreased mitochondrial
capacity in adipocytes may alter adipocyte insulin sensitivity
and/or function due to the high energetic requirements for
fatty acid storage, adipokine secretion [28], insulin signalling
[29], and glucose uptake. Therefore, the relatively high num-
ber of mitochondrial proteins found down-regulated in our
study is consistent with previous evidences.

The set of up-regulated proteins, which pertain to the fol-
lowing significantly enriched classes: Cellular Process, Develop-
mental Process, Cellular Component Organization, and Structural
Molecule Activity, suggests that the enlargement of the obese
adipocytes, by increasing fat storage, is accompanied by: i) cy-
toskeleton changes, such as alteration of LMNA, LMNB1 and
integrin alpha 7; ii) changes in the extracellular matrix
(ECM), such as collagen (COL6A3) and lumican; and iii) tissue
structure modifications, such as alteration in epithelial cyto-
keratins, CK-7, CK-8 and CK-19, compatible with omental

mesothelium changes. Our findings showing the up-
regulation of proteins controlling cell architecture and tissue
remodelling are in agreement with previous transcriptomic
studies reporting that the expansion of adipose tissue is asso-
ciated with a remodelling of ECM together with changes of fat
cell cytoskeleton [23, 30] compatible with the need to adapt fat
pads as adiposity increase.

Several relevant proteins highlighted by our study were
more in-depth analyzed. Transketolase (TKT) expression levels
were reduced in obese patients. To our knowledge this is the
first time that a link between TKT and obesity is reported.
This protein is a thiamine diphosphate (ThDP)-dependent en-
zyme that catalyzes several reactions in the non-oxidative
branch of the Pentose Phosphate Pathway (PPP). In mammalian
cells, the main function of PPP is to produce the reduced form
of nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (NADPH),
which functions in detoxification processes and lipid biosyn-
thesis. Another function of PPP is to convert hexose into pen-
tose, which is required for nucleic acid synthesis [31]. TKT
haploinsufficient mice showed a markedly reduction in
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adipose tissue (77%) [32] which could be induced by NADPH de-
ficiency, limiting the production of lipids in the fat. The re-
duced levels of TKT found in the group of obese vs. non-obese
subjects could be explained by the occurrence of a compensato-
ry mechanism through which the obese adipose tissue would
prevent further enlargement. In this scenario, during the period
of dynamic obesity large amounts of NADPH are required for
fatty acid biosynthesis, and an increase in TKT function is
expected. In contrast, it is well known that lipogenic pathways
are reduced in established obesity [10] and TKT down-
regulation could be a late and adaptive process, aimed at limit-
ing a further development of fat mass. Immunostaining
methods showed for the first time the expression of TKT in
human omental adipose tissue. TKT, an ubiquitous enzyme en-
gaged in multiple metabolic pathways, was widely distributed
in adipocytes as well as other stromal cells. TKT was present
mainly in the cytoplasm of adipose cells, but a few nuclei also
expressed the protein. Interestingly, the nuclei of human pre-
adipocytes expressed TKT in contrast to fully differentiated ad-
ipocytes, in which TKT was only observed in the cytoplasm.
A nuclear localization of TKT had already been described [33];
in this regard, it is interesting to mention that in a highly prolif-
erative state increased cell division rate would require large
amounts of phosphate pentose, which would account for the
nuclear localization of TKT. On the other hand, mature adipo-
cytes keep pentose phosphate consumption to a minimum
while consuming many NADPH molecules for lipogenesis,
which would explain TKT localization in the cytoplasm of ma-
ture adipocytes. Taken together, these findings highlight
the potential role of this protein in adipose tissue and
adipogenesis.

2D-DIGE and immunoblotting analyses have shown signifi-
cant down-regulation of aminoacylase-1 (ACY-1) with obesity.
ACY-1 is a cytosolic, homodimeric, zinc-binding enzyme that
function in the catabolism and retrieval of acylated amino
acids. ACY-1 expression has been found associated to renal car-
cinoma [34] and to an inborn metabolic disorder [35]. Neverthe-
less, this is the first report on ACY-1 expression in human fat.
The nuclear localization of ACY-1 is striking. In agreement with
our finding, this enzyme had been previously found in the nucle-
us of rat normal proximal tubular cells [34]. It is possible that sev-
eral unidentified nuclear proteins are substrates for ACY-1. It is
noteworthy that ACY-1 physically interacts and functionally
modulates sphingosine kinase 1, SPHK1 [36], a lipid kinase that
converts sphingosine and ATP to sphingosine-1-phosphate
(S1P). S1P is a potent signalling molecule involved in angiogene-
sis and cell growth among other cellular processes [37]. Of note,
we have shown that both ACY-1 and SPHK1 are associated
with adipogenesis in 3 T3-L1 cells (Fig. 6 and Supplemental
Fig. 4) as already found with the latter [38]. These results collec-
tively support the hypothesis that the SPHK1/ACY-1 system
could play a role in obesity. Further studies are underway to ex-
plore ACY-1 functional role in adipose tissue.

Our results based on the 3T3-L1 adipocytes differentiation
process have shown for the first time an increment of ACY-1
and TKT levels. Long-lasting fat excess has been evidenced
to reduce adipogenesis in adipose tissue to limit further ex-
pansion of fat mass [8-11]. We hypothesize that the dimin-
ished levels of ACY-1 and TKT proteins in obesity stem from
the impaired adipogenic capacity of obese adipocytes.

The proteomic analysis has enabled the identification of other
relevant proteins involved in obesity or whose expression in fat
has been widely documented. Results revealed the over-
expression in obese subjects of HSP70. HSPs not only serve as
chaperones, mainly controlling protein folding of newly translat-
ed polypeptides but also protect cells against many chronically
and acutely stressful conditions [39]. In spite of the numerous cel-
lular processes in which HSP70 takes part, it can be hypothesized
that the higher levels of HSP70 found in the omental fat from
obese patients would serve to reduce the cellular stress associat-
ed to obesity. In skeletal muscle, evidences have shown that
there is a decreased expression of HSP70 in type 2 diabetes pa-
tients [40, 41] and in mice models an elevation of HSP70 protected
against obesity-induced hyperglycemia, hyperinsulinemia, glu-
cose intolerance and insulin resistance [41]. Nevertheless, no
similar studies have been conducted in adipose tissue to date.
We performed Western Blot analyses to compare omental fat
samples from obese patients with and without type 2 diabetes.
Interestingly, in agreement with these evidences, our results
revealed that the amount of HSP70 was significantly lower in
type 2 diabetes obese subjects than in obese without type 2 diabe-
tes (p=0.007), as illustrated in Supplemental Fig. 5. Therefore this
result supports a protection role for HSP70.

It is well established that monoamine oxidase A (MAOA), a
mitochondrial enzyme involved in the oxidative deamination
catabolism of neurotransmitters and exogenous amines, is
highly expressed in the adipocyte-enriched fraction of
human adipose tissue [42]. Our results showed reduced levels
of MAOA in obese subjects, which is in agreement with an ear-
lier report revealing reduced MAOA activity in the adipose tis-
sue from obese subjects [43]. Our study also showed reduced
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expression levels of FABP5 in obese individuals, in consis-
tence with previous studies in subcutaneous fat [44]. FABP5
is a relevant adipose tissue protein that facilitates lipid
usage in metabolic pathways and plays a role in metabolic
syndrome, insulin resistance, type 2 diabetes, and atheroscle-
rosis, as elucidated in studies based on genetically modified
mice [45]. Mice lacking FABP5 was protected against diet-
induced obesity, insulin resistance and other related diseases
[46]. Ongoing studies in our laboratory attempt to evaluate
whether these results might be extrapolated to humans.

In summary, this work is, to our knowledge, the first pro-
teomic study on omental fat comparing non-obese and
obese people and represents one of the few proteomic ana-
lyses in human adipose tissue. Our findings evidence a clear-
ly distinctive biological profile of obese and non-obese
subjects highlighting a noticeably decreased expression of
proteins related to metabolic processes and an increased ex-
pression of proteins that develop structural functions in the
cell in response to obesity. Besides, our study has revealed
that TKT and ACY-1 are promising new players involved in
obesity. Our results will strengthen the understanding of mo-
lecular pathogenesis of obesity, whilst the identified proteins
can be regarded as potential targets for future therapeutic
strategies.

Supplementary materials related to this article can be
found online at doi:10.1016/j.jprot.2011.09.016.
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Abstract

Background: Protein expression studies based on the two major intra-abdominal human fat depots, the subcutaneous and
the omental fat, can shed light into the mechanisms involved in obesity and its co-morbidities. Here we address, for the first
time, the identification and validation of reference proteins for data standardization, which are essential for accurate
comparison of protein levels in expression studies based on fat from obese and non-obese individuals.

Methodology and Findings: To uncover adipose tissue proteins equally expressed either in omental and subcutaneous fat
depots (study 1) or in omental fat from non-obese and obese individuals (study 2), we have reanalyzed our previously
published data based on two-dimensional fluorescence difference gel electrophoresis. Twenty-four proteins (12 in study 1
and 12 in study 2) with similar expression levels in all conditions tested were selected and identified by mass spectrometry.
Immunoblotting analysis was used to confirm in adipose tissue the expression pattern of the potential reference proteins
and three proteins were validated: PARK7, ENOA and FAA. Western Blot analysis was also used to test customary loading
control proteins. ENOA, PARK7 and the customary loading control protein Beta-actin showed steady expression profiles in
fat from non-obese and obese individuals, whilst FAA maintained steady expression levels across paired omental and
subcutaneous fat samples.

Conclusions: ENOA, PARK7 and Beta-actin are proper reference standards in obesity studies based on omental fat, whilst
FAA is the best loading control for the comparative analysis of omental and subcutaneous adipose tissues either in obese
and non-obese subjects. Neither customary loading control proteins GAPDH and TBB5 nor CALX are adequate standards in
differential expression studies on adipose tissue. The use of the proposed reference proteins will facilitate the adequate
analysis of proteins differentially expressed in the context of obesity, an aim difficult to achieve before this study.
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Introduction

Quantitative proteomic and genomic technologies have recently
revolutionized the search for disease-specific biomarkers or
molecular signatures, enabling a better understanding of molecular
events associated with disease development and progression, and
eventually proposing therapeutic targets. At the protein expression
level, confirmation of differences detected by proteomics is usually
carried out by complementary approaches like immunoblotting
analysis. Although classical Western Blot is typically used for
qualitative purposes, quantification and accurate comparison of
protein levels is feasible by the inclusion of reference standard
proteins to better assess biological and experimental variations.

Ideally, a “good” internal reference control is expected to show
constant expression levels across samples within a given experi-
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mental design. There is mounting evidence that housekeeping
proteins used as ubiquitous loading controls, such as glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Beta-actin and
tubulin beta chain (TBB5) often show varying expression levels
across samples and experimental conditions [1,2,3]. Since these
proteins are also used in human adipose tissue expression studies,
there are unmet needs to validate and/or identify a set of stable
reference proteins for data standardization in this tissue.

Adipose tissue, previously seen as an inert fat depot, is now
recognized as a highly active organ with many important
physiological and pathological roles. This endocrine organ cross-
talks with other essential organs acting as a crucial regulator of
whole-body homeostasis [4,5]. Human adipose tissue comprises
two major intra-abdominal depots, the subcutaneous and the
omental fat depot. A number of epidemiologic studies have shown
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that the size of the omental, more than the subcutaneous, fat is
closely associated with a higher risk of obesity-related co-
morbidities, such as insulin resistance, type 2 diabetes and
cardiovascular disease [5,6]. However, the underlying mechanisms
for this association are not yet clear. Neither are the molecular
mechanisms that lead to and take part in the development of
obesity and the pathologies associated to obesity well understood.

Expression studies in adipose tissue are pivotal to gain insight
into the mechanisms involved in obesity and its co-morbidities,
and ultimately find novel markers and therapeutic targets.
Recently a number of genomic and proteomic studies have
revealed potential genes and proteins involved in obesity and/or
type 2 diabetes [7,8,9], as well as differentially expressed genes and
proteins in the omental and subcutaneous fat comparisons
[10,11,12,13,14,15]. Most studies resort to real time-PCR and
Western Blot to validate these genes and proteins, respectively;
however, despite that several genes have been proposed as suitable
endogenous controls in gene expression studies on adipose tissue
[16,17,18] no studies have attempted the identification and
validation of adequate protein reference standards. As a
consequence, expression studies continue to rely on customary
loading controls (GAPDH, Beta-actin, TBB5) with unproven
performance, which could overshadow the study conclusions
owing to misinterpretation of results.

In the quest for reliable protein markers (i.e. showing steady
expression) in human adipose tissue we have reanalyzed previously
data from two-dimensional fluorescence difference gel electropho-
resis (2D-DIGE) [10] and [19] for later protein identification by
matrix-assisted laser desorption/ionization mass spectrometry
(MALDI-MS) and Western Blot. Moreover we have studied, for
the first time to our knowledge, reference standards frequently
used In protein expression studies related to obesity research to
find out their suitability as loading controls in immunoblotting
analysis in human adipose tissue.

Methods

Ethics Statement

This study has been conducted according to the recommenda-
tions of the Declaration of Helsinki and was approved by the
Ethics Committees of Hospital Dr. Josep Trueta (Girona, Spain).
Signed informed consent was obtained from all subjects.

Biological samples

Omental and subcutaneous adipose tissue samples used in 2D-
DIGE analysis had been previously described [10] and [19].
Additional samples of omental and subcutaneous adipose tissue
were obtained from 20 men and 30 women, who had been
submitted for elective surgical procedures (cholecystectomy,
surgery of abdominal hernia and gastric by-pass surgery). Clinical
and biochemical characteristics of these 50 subjects are described
in Table SI1. Non-obese subjects had a body mass index
(BMI)<<30 kg/m” and obese subjects had a BMI>30 kg/m?.
During surgery, biopsies of adipose tissues were obtained after an
overnight fast, washed in chilled 9 g/L NaCl solution, partitioned
into pieces, and immediately frozen in liquid nitrogen and stored
at —80°C until protein extraction. The surgeon aimed to obtain
the samples from similar anatomical locations in all the subjects.
All subjects were of Caucasian origin and reported that their body
weight had been stable for at least three months before the study.
None of the subjects had type 2 diabetes or any other systemic
disease apart from obesity and all were free of any infections within
the previous month before the study. Liver disease and thyroid
dysfunction were specifically excluded by biochemical work-up.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Other exclusion criteria for those patients included the following:
1) clinically significant hepatic, neurological, or other major
systemic disease, including malignancy; 2) history of drug or
alcohol abuse, defined as >80 g/day, or serum transaminase
activity more than twice the upper normal range limit; 3) elevated
serum creatinine concentrations; 4) acute major cardiovascular
event in the previous 6 months; 5) acute illnesses and current
evidence of chronic inflammatory or infectious diseases; and 6)
mental illness rendering the subjects unable to understand the
nature, scope, and possible consequences of the analysis.

2D-DIGE separation and analysis

Protein extract preparation and separation by 2D-DIGE have
been independently described for study 1, which compared
omental and subcutaneous fat depots from obese individuals
[10] and for study 2, which compared omental adipose tissue from
non-obese and obese individuals [19]. Briefly, proteins were
extracted from adipose tissue biopsies and the concentration was
determined using the RC/DC Protein Assay (Bio-Rad Laborato-
ries, Hercules, CA, USA). Protein extracts were labelled with Cy2,
Cy3 or Cyb fluorescent cyanine dyes, and were mixed and
separated on 2-DE gels using 24 ¢cm pH 3-11 NL strips in the first
dimension and 12% SDS-PAGE gels in the second dimension.
After SDS-PAGE, gels were scanned with a Typhoon 9400
fluorescent scanner (GE Healthcare) at 100 um resolution using
appropriate individual excitation and emission wavelengths and
filters. Gel images previously analyzed with the DeCyder software
(GE Healthcare) to detect the corresponding proteins differentially
expressed in either study 1 [10] and study 2 [19] were now
reanalyzed with DeCyder software v7 to reveal protein spots
which remained significantly unaffected (i.e. with average ratio
around 1) across samples in each study.

In-gel trypsin digestion and mass spectrometry

Protein spots which remained significantly unaffected across
samples as revealed by DeCyder software were selected for gel
excision from silver-stained gels, digested automatically and
analyzed in an Ultraflex MALDI TOF/TOF mass spectrometer
(Bruker Daltonik, Bremen, Germany) [20] to obtain the
corresponding MALDI-MS and MALDI-MS/MS spectra. In a
first step, MALDI-MS spectra were acquired by averaging 300
individual spectra in the positive ion reflector mode at 50 Hz laser
frequency in a mass range from 800 to 4000 Da. In a second step,
precursor ions showing in the MALDI-MS mass spectrum were
subjected to fragment ion analysis in the tandem (MS/MS) mode
to average 1000 spectra. Peak labeling, internal calibration based
on two trypsin autolysis ions with m/z=842.510 and m/
z=2211.105, as well as removal of known trypsin and keratin
peptide masses were performed automatically using the flexAna-
lysis 2.2 software (Bruker Daltonik). No smoothing or any further
spectral processing was applied. MALDI-MS and MS/MS spectra
were manually inspected in detail and reacquired, recalibrated
and/or relabeled using the aforementioned programs and
homemade software when necessary.

Database searching

MALDI-MS and MS/MS data were combined through the
BioTools 3.0 program (Bruker Daltonik) to search a nonredundant
protein database (NCBInr 20091022; ~7.0x10° entries; National
Centre for Biotechnology Information, Bethesda, US), using the
Mascot 2.2 software (Matrix Science, London, UK; http://www.
matrixscience.com) [21]. Other relevant search parameters were
set as follows: enzyme, trypsin; fixed modifications, carbamido-
methyl (C); allow up to 1 missed cleavage; peptide tolerance
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*20 ppm; MS/MS tolerance *0.5 Da. Protein scores greater
than 81 were considered significant (p<<0.05).

Immunoblotting analysis

Fat tissue was homogenized in radioimmnuno precipitation
assay (RIPA) buffer as described in [10]. Protein extracts (10 pg)
were loaded, resolved on 10-14% SDS-PAGE and transferred to
Hybond ECL nitrocellulose membranes by conventional proce-
dures. Membranes were stained with 0.15% Ponceau red (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA) to ensure equal loading after transfer
and then blocked with 5% (w/v) BSA or dried nonfat milk in TBS
buffer with 0.1% Tween 20. The antibodies used for Western Blot
analysis revealed in each case single bands at the expected
molecular masses. The primary antibodies used were 1:10000
rabbit anti-ENOA (sc-15343), 1:200 goat anti-PARKY7 (sc-27004),
1:1000 goat anti-FAA (sc-66223), 1:2000 goat anti-Beta-actin (sc-
1616), 1:500 goat anti-PGK1 (sc-17943), 1:5000 mouse anti-TBB5
(sc-134234), and 1:5000 rabbit anti-CALX (sc-11397) all from
Santa Cruz Biotechnology, Inc (Heidelberg, Germany) and 1:4000
mouse anti-GAPDH, AM4300 (Ambion, Austin, USA). Blots were
incubated with the appropriate IgG-HRP-conjugated secondary
antibody. Immunoreactive bands were visualized with ECL-plus
reagent kit (GE Healthcare). Blots were exposed for different
times; exposures in the linear range of signal were selected for
densitometric evaluation. Optical densities of the immunoreactive
bands were measured using Image J analysis software.

Immunohistochemistry

Five-micron sections of formalin-fixed paraffin-embedded
adipose tissue were deparaflinized and rehydrated prior to antigen
unmasking by boiling in 1 mM EDTA, pH 8. Sections were
blocked in normal serum and incubated overnight with the
following antibodies: rabbit anti-ENOA (sc-15343) at 1:100
dilution, goat anti-PARKY7 (sc-27004) at 1:50 dilution, and goat
anti-FAA (sc-66223) at 1:50 dilution. Secondary antibody staining
was performed using the VECTASTAIN ABC kit (Vector
laboratories, Inc Burlingame, CA) and detected with diaminoben-
zidine (DAB, Vector Laboratories, Inc). Sections were counter-
stained with hematoxylin prior to dehydration and coverslip
placement. As a negative control, the entire immunohistochemical
procedure was performed on adjacent sections in the absence of
primary antibody.

Statistical analyses

Descriptive results of continuous variables are expressed as
mean =+ standard deviation (SD). Before statistical analysis,
normal distribution and homogeneity of the variances were
evaluated using Levene’s test. One-way ANOVA, for multiple
comparisons, using post-hoc by Bonferron’s test (when equal
variances could be assumed), was used to compare groups. The
statistical analyses were performed using the program SPSS 16.0
(SPSS Inc., Illinois, USA). Statistical comparisons of the Western
Blot densitometry data were carried out using the Student’s ¢ test
for paired (omental vs. subcutaneous) and independent (obese vs.
non-obese) samples, and results were expressed as means = SD
using SPSS. The coeflicient of variation (CV) was also calculated.
Statistical significance was set at p<0.05.

Results

Reference proteins for comparative expression studies

between omental and subcutaneous adipose tissue
We had previously found over-expression of GAPDH in the
omental compared to the subcutaneous human adipose tissue [10].
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Given that this protein is a customary loading control in
expression studies, we evaluated other common reference proteins,
namely Beta-actin and TBB5, as well as calnexin (CALX) in
omental and subcutaneous adipose tissue by Western Blot. We
have tested samples from 50 patients, including males and females
across a wide BMI range and a wide age range, as described in
Table S1. Beta-actin and CALX levels were higher in the omental
than in the subcutaneous fat (p<<0.05), as was the case for
GAPDH, while TBB5 showed a very heterogeneous expression
profile across samples (coefficient of variation, CV = 59%). Figure 1
shows a representative group of samples to illustrate the expression
pattern of these proteins. Results demonstrate that neither
customary Beta-actin, TBB5 and GAPDH nor CALX are
adequate reference standards for protein expression studies
addressing the comparison of omental and subcutaneous samples.

In view of the lack of suitable standard proteins, a reanalysis was
accomplished with data from our previously published proteomic
study based on 2D-DIGE and MALDI-MS analyses [10] to
uncover appropriate reference standards. Twelve spots with
similar expression levels across samples were selected and
identified by MALDI-MS (Table 1 and Figure 2A).

Based on 2D-DIGE results, a set of three least-variable proteins,
namely enolase 1 (ENOA), phosphoglycerate kinase 1 (PGK1) and
fumarylacetoacetase (FAA), were evaluated by Western Blot in fat
tissue samples from the subjects included in the study. Figure 2B
shows expression levels of these three proteins in a representative
group of samples. Results demonstrate that FAA maintained
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Figure 1. Protein expression levels in human omental and
subcutaneous adipose tissue. Representative Western Blot analysis
of Beta-actin, GAPDH, CALX and TBB5 in omental (O) and subcutaneous
(S) fat samples. Paired relative intensity values from band densitometry
in omental and subcutaneous fat samples from the same individual are
represented.

doi:10.1371/journal.pone.0030326.g001
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Figure 2. Proteins identified by 2D-DIGE and MS showing sustained expression levels in omental and subcutaneous adipose
tissues. Protein extracts from subcutaneous and omental adipose tissue paired samples were analyzed by 2D-DIGE [10]. Proteins were revealed by
AgNOs staining and based on DeCyder analysis the spots of interest were excised from the gel and subject to MS-based identification. A
representative silver-stained gel is shown; the numbers correspond to 12 selected protein spots as indicated in Table 1 (A). Representative Western
Blot analysis of selected proteins in omental (O) and subcutaneous (S) fat samples. Paired relative intensity values from band densitometry in fat

samples from the same individual are represented (B).
doi:10.1371/journal.pone.0030326.9002

steady expression levels across paired omental and subcutaneous
fat samples, with a CV of 16%, ENOA was over-expressed in the
omental fat biopsies compared to subcutaneous fat, and PGK1
showed variable expression levels across the majority of paired
samples, presenting a GV of 59% (Figure 2B). Consequently, FAA
was the most suitable loading control for studying differential
expression between omental and subcutaneous adipose tissue.

Reference proteins for comparative expression studies in
omental adipose tissue from obese and non-obese

individuals

The expression patterns of GAPDH, Beta-actin, TBB5 and
CALX were evaluated by immunoblotting analysis, using omental
fat protein extracts from non-obese and obese patients. Expression
levels of GAPDH, TBB5 and CALX were higher in obese
patients. GAPDH and TBB5 showed considerable intra-group
variation, especially TBB5 with CV =70% (Figure 3). According-
ly, these proteins do not constitute appropriate loading controls in
comparative protein expression studies comprising non-obese and
obese individuals. On the contrary, results unveiled that Beta-actin
was an appropriate reference standard, albeit the moderate intra-
group variation observed for this protein (CV =21%).

To uncover alternative suitable reference proteins, a reanalysis
was accomplished with data from our previous proteomic study
comparing omental fat biopsies from six obese and six non-obese
subjects based on 2D-DIGE [19]. Twelve protein spots with steady
levels across samples were selected and excised from silver-stained
gels, digested with trypsin, and analyzed by MALDI-MS (Table 1
and Figure 4A), including ENOA, FAA and Parkinson disease
protein 7 (PARKY7), which showed the least variability across

@ PLoS ONE | www.plosone.org 5

samples according to DeCyder software. This is illustrated in
Figure 4B, where representative zoomed images of 2D-DIGE gels
around PARKY7 spot demonstrate sustained levels of this protein,
with a fold change ratio between the two sample groups of 1.07.

These three proteins were further evaluated by Western Blot
using omental samples from non-obese and obese subjects. This
study revealed nearly invariable ENOA and PARKY7 levels in
obese and non-obese individuals, together with a highly homoge-
neous intra-group expression pattern across samples (SD 0.11 and
0.13 for non-obese and obese samples, respectively, with ENOA;
SD 0.2 and 0.14 with PARKY7). CV values were 16% for ENOA
and 22% for PARKY, the latter being similar to the CV value of
Beta-actin. FAA exhibited slightly heterogeneous expression
patterns across samples, with a CV of 35% (Figure 4C). Therefore,
our studies unveiled that ENOA, PARK?7 and Beta-actin can be
considered adequate reference proteins for expression studies in
human omental adipose tissue in non-obese and obese subjects.

To extend the validity of the proposed protein markers to tissues
from obese type 2 diabetic patients, the expression levels of
ENOA, PARK7, FAA, Beta-actin, GAPDH, TBB5 and CALX
levels were compared by immunoblotting analysis. We used
omental adipose tissue proteins from non-obese and non-diabetic
subjects us. obese and type 2 diabetic patients. Type 2 diabetes was
diagnosed when fasting serum glucose was above 126 mg/dl or
serum glucose 2 hour after oral glucose tolerance test was above
200 mg/dl, repeated at least 2 times. ENOA and PARK7 showed
the most steady expression profiles across samples with CV of 13%
and 20%, respectively, therefore revealing as the most appropriate
reference standards when comparing non-diabetic and type 2
diabetic subjects (Figure S1).
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Figure 3. Protein expression levels in omental adipose tissue
from non-obese and obese subjects. Representative Western Blot
analysis of Beta-actin, GAPDH, TBB5 and CALX expression in omental fat
samples from non-obese (control) and obese subjects. Relative intensity
values from band densitometry are expressed as mean = SD.
doi:10.1371/journal.pone.0030326.9003

Discussion

Reference standards with steady expression across tissue sample
cohorts are indispensable in clinical research to reliably determine
altered proteins associated to human disease. We have successfully
identified and validated proteins with sustained expression levels to
be used as reference standards in expression studies on human
adipose tissue with relevance to the pathophysiology of obesity. An
objective of many differential expression studies is to define protein
profiles that can distinguish between normal and pathological
states, enabling a better understanding of molecular events
associated with disease development and progression, and
eventually proposing novel biomarkers or therapeutic targets.
Confirmation of differences at the protein expression level is
usually carried out by immunoblotting analysis, which becomes
quantitative by wusing loading controls. Nevertheless, these
quantitative measurements are prone to error due to overloading
of internal standards and over-reliance on normalization [1,3].
With the antibodies and experimental conditions used in this
study, 10 pg of proteins have enabled linearity in Western Blot
analysis. This emphasizes the need to optimize experimental
conditions for a given assay, including avoidance of blot
overexposure to ensure a linear relation between protein
concentration and Western Blot signal.

Most reference controls consist of housekeeping genes and
proteins, as these are constitutively expressed for functions
required for cell maintenance. However, lately many gene
expression studies, a few of them based on adipose tissue, have
shown that several of the commonly used housekeeping genes may
be unsuitable due to the influence of physiological and
pathological events on their expression [17,18]. Although a few
protein studies have addressed this point [2,22], no systematic
work has evaluated customary reference proteins in adipose tissue,
and therefore expression analyses continue to rely on Beta-actin,
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TBB5, GAPDH and/or CALX [23,24,25,26,27,28,29]. It is
noteworthy that constitutive expression in cells does not preclude
regulation; in fact our results show that most proteins currently
used as loading controls cannot be regarded suitable reference
standards in human adipose tissue. While Beta-actin is the only
customary reliable reference when comparing omental fat from
obese and non-obese subjects, it is utterly inadequate for the
comparison of omental and subcutaneous fat. As a consequence,
housekeeping proteins to be used as reference standards should be
carefully assayed.

Consequently, we resorted for the first time to 2D-DIGE, MS
and immunoblotting analyses to identify adipose tissue reference
proteins equally expressed in the two major intra-abdominal fat
depots, the omental and the subcutaneous depots, across a wide
adiposity range. In addition, since omental adipose tissue has been
linked to many of the morbidities associated with obesity,
including type 2 diabetes and cardiovascular disease [5,6], we
have searched for reference proteins by comparing omental fat
biopsies from obese and non-obese subjects. In fact, it has been
speculated whether omental fat would be a causal factor, or a
marker of “dysfunctional adipose tissue” [30].

Our study has revealed a trend to increased protein levels in
the omental versus subcutaneous fat (Figure 1 and Figure 2B).
Mesothelium tissue, which is present only in the omental fat [31],
could in some instances account for these increased levels, as is
the case for ENOA, which is also expressed in the mesothelial
cells (Figure 5). Nevertheless, ENOA expression remained steady
in the omental fat from non-obese and obese individuals. It is not
surprising that this highly conserved, multifunctional enzyme
mvolved in a variety of cellular biological processes such as
growth control, may exert similar functions regardless of obesity
and/or type 2 diabetes states. Likewise, PARK?7 showed stable
expression levels in non-obese and obese adipose tissue. The
product of the gene D7-1 is a highly conserved protein implicated
in a number of cell processes. First identified as an oncogene
driving to abnormal cellular responses related to cell survival
[32], Dj-1 is also recognized as one of the defective genes in
Parkinson disease, due to loss-of-function mutations [33].
Although PARK7 has been found modulated in several
pathological conditions, such as endometriosis and hepatocellular
carcinoma [34,35,36], our results, supported by two techniques,
show that PARK?7 is not differentially expressed in obesity. As far
as we know, this protein had not been studied in human adipose
tissue yet. Our findings based on immunohistochemical analyses
have shown for the first time expression of PARK?7 in adipocytes,
mesothelial cells and other stromal cells in omental adipose tissue,
supporting its ubiquitous expression [37]. PARK?7 antibody
stained mainly the nucleus of cells, but cytoplasm expression was
also observed (Figure 5). It is noteworthy that the optional use of
PARK7 or ENOA (19.9 and 47.2 kDa, respectively) enables
quantitative Western Blot analysis in a wide range of protein
molecular weight.

Conversely, FAA maintained steady expression levels across
paired omental and subcutaneous fat samples. Neither had FAA
been studied in adipose tissue yet; this protein acts as the terminal
enzyme in the tyrosine catabolism pathway, and its defects cause
an autosomal recessive inborn error of metabolism named Type 1
tyrosinemia (HT) which has been studied mostly in liver and
kidney, two of the organs affected in this disorder [38]. To our
knowledge no proteins with comparable expression levels between
omental and subcutaneous adipose tissue have been reported yet.
Immunohistochemical analysis using an FAA antibody provided
further evidence, as mesothelial cells in omental adipose tissue fail
to stain (Figure 5).
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Figure 4. Proteins identified by 2D-DIGE and MS showing sustained expression levels in omental adipose tissue from non-obese
and obese subjects. Protein extracts from omental fat of obese and non-obese subjects were analyzed by 2D-DIGE as described [19]. A selected
silver-stained gel is shown with spots numbered as indicated in Table 1 (A). Sustained expression of PARK7 in obese and non-obese (control) subjects
by DeCyder analysis. Zoomed images of 2D-DIGE gels around PARK7 spot (circled), 3D-view of selected spots (arrow) and graphical representation of
the Standardized Abundance (Log) of PARK7 spot is shown (B). Representative Western Blot analysis of ENOA, PARK7 and FAA expression in omental
fat samples from non-obese and obese subjects. Relative intensity values from band densitometry are expressed as mean = SD (C).
doi:10.1371/journal.pone.0030326.9g004

In summary, we have unveiled that neither customary adequate reference standards in obesity studies based on human
GAPDH and TBB5 nor CALX can be regarded proper loading omental adipose tissue, whilst FAA is the best loading control for
controls in differential protein expression studies on adipose the comparative analysis of omental and subcutaneous fat depots.
tissue. Consequently, using proteomic approaches we have The use of the reference proteins proposed in this work will

demonstrated that Beta-actin, ENOA and PARK?7 are the most facilitate the adequate analysis of proteins differentially expressed
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Figure 5. Immunohistochemical detection of ENOA, PARK7 and FAA in omental adipose tissue. Images are representative of adipose
tissue sections collected from five subjects. Magnification x100. a, adipocyte; me, mesothelium; sc, stromal cells; v, vessel.

doi:10.1371/journal.pone.0030326.9005

in adipose tissue in the context of obesity, a goal difficult to meet
before this study.

Supporting Information

Figure S1 Protein expression levels in omental adipose
tissue from non-obese and non-diabetic, and type 2
diabetic obese subjects. Representative Western Blot analysis
of ENOA, PARKY7, FAA, Beta-actin, GAPDH, TBB5 and CALX
expression in omental fat samples from non-obese and non-
diabetic (control), and type 2 diabetic obese subjects. ENOA,
PARK?7 and Beta-actin proteins show steady expression profiles
across samples with CV of 13%, 20% and 28% repectively.
Relative intensity values from band densitometry are expressed as
mean * SD.

(TIF)
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