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En las tres construcciones se añadió una etiqueta (myc o HA) para la detección de la 

proteína por western blot, utilizando anticuerpos anti-myc o anti-HA.  Inicialmente en la 

construcción de pEGFP-N1, se añadió un codón de terminación (TAA) antes de la 

secuencia que codifica la Green Fluorescent Protein (GFP). La GFP se incluyó para poder 

localizar las isoformas de Pgc1α por medio de microscopía de fluorescencia sin necesidad 

de utilizar anticuerpos (inmunohistoquímica).  

2.6.4. Elaboración de las construcciones 

En la Tabla 2.5, se detalla el nombre, la proteína codificada y la especie, así como el 

plásmido hospedador, la resistencia antibiótica del plásmido y la etiqueta con la que se 

marcaron las proteínas. Las construcciones pPLM se usaron para expresión de proteína 

en E. coli y las pCMP para expresión en células eucariotas.   

Tabla 2.5. Construcciones utilizadas en este trabajo. 

Clon Proteína codificada Especie Plásmido Resistencia Etiqueta 

pPLM3 Pck1 Cerdo pET15b-PP Ampicilina N-His 
pPLM7 Pck1 Rata pET22b-SUMO Ampicilina N-His 

pPLM12 N-Pig (1-259)-C-Rat (260-622) Pck1 Cerdo/Rata pET15b-PP Ampicilina N-His 

pPLM13 N-Pig (1-259)-C-Rat (260-622) Pck1p.M139L Cerdo/Rata pET15b-PP Ampicilina N-His 
pPLM27 Pck1 Rata pCDF-Duet1 Estreptomicina N-His 
pCMP3 Pck1 Cerdo pCMV-Myc Ampicilina N-Myc 

pCMP16 Pgc1α p.C430S Cerdo pEGFP-N1 Kanamicina C-Myc 

pCMP23 Pck1 Rata pCMV-HA Ampicilina N-HA/C-His 

2.6.4.1.  Amplificación de los fragmentos por PCR 

En primer lugar, se diseñaron las reacciones de PCR para amplificar el fragmento que se 

quería introducir en el plásmido. En la Tabla 2.6 se detallan los cebadores utilizados. 

Algunos de estos cebadores son comunes a varios clonajes. Las secuencias de corte 

reconocidas por enzimas de restricción aparecen subrayadas. La secuencia del epítopo 

myc en pCMP16 y la de la cola de histidinas de pCMP23 aparecen resaltadas en cursiva. 

En todos los cebadores se incluye la secuencia 5’-CTAGGATC-3’ que no es reconocible 

por ninguna enzima de restricción. Esta secuencia es necesaria antes del sitio de 

restricción ya que las nucleasas necesitan un número mínimo de nucleótidos en el 

extremo 5’ y 3’ para realizar el corte eficazmente. Este número es variable, pero es 
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resultando en un proceso de amplificación lineal en lugar de exponencial. En la Tabla 

2.10 se recogen las construcciones obtenidas por medio de esta técnica. 

Tabla 2.10. Relación de construcciones generadas por mutagénesis dirigida. 

Clon Proteína codificada Especie Origen 

pPLM4 Pck1 p.M139L Cerdo pPLM3 

pPLM8 Pck1 p.M139L Rata pPLM7 

pPLM9 Pck1-WT-NheI nt 753 Cerdo pPLM3 

pPLM10 Pck1 p.M139L-NheI nt 753 Cerdo pPLM4 

pPLM11 Pck1-WT-NheI nt 753 Rata pPLM7 

pPLM19 Pck1 p.K70Q Rata pPLM7 

pPLM20 Pck1 p.K71Q Rata pPLM7 

pPLM21 Pck1 p.K91Q Rata pPLM7 

pPLM22 Pck1 p.K124Q Rata pPLM7 

pPLM23 Pck1 p.K316Q Rata pPLM7 

pPLM24 Pck1 p.K521Q Rata pPLM7 

pPLM25 Pck1 p.K524Q Rata pPLM7 

pPLM26 Pck1 p.K594Q Rata pPLM7 

pPLM28 Pck1 p.K91AcK Rata pPLM27 

pPLM29 Pck1 p.K473AcK Rata pPLM27 

pPLM30 Pck1 p.K521AcK Rata pPLM27 

pPLM37 Pck1 p.S90E+K91AcK Rata pPLM28 

pCMP4 Pck1 p.M139L Cerdo pCMP3 

pCMP6 Pck1 p.K14A Cerdo pCMP3 

pCMP7 Pck1 p.M139L-K14A Cerdo pCMP4 

PCMP17 Pgc1α salvaje Cerdo pCMP16 

pCMP20 Pgc1α p.C430S-GFP Cerdo pCMP16 

pCMP21 Pgc1α-GFP Cerdo pCMP16 

pCMP26 Myc-6xHis-Pck1 Cerdo pCMP3 

pCMP27 Myc-6xHis-Pck1 p.M139L Cerdo pCMP4 

pCMP28 Pck1 p.S90A Rata pCMP23 

pCMP29 Pck1 p.T92A Rata pCMP23 

 

Para las reacciones de PCR se utilizaron los siguientes cebadores (Tabla 2.11 y Tabla 

2.12). 
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Tabla 2.12. Relación de oligonucleótidos usados para generar construcciones por mutagénesis dirigida en 
plásmidos de expresión en células eucariotas. Los nucleótidos modificados por el cebador aparecen subrayados. 
Los cebadores cuyo nombre incluye la denominación “-F” amplifican la hebra codificante de la construcción mientras 
que los que contienen la denominación “-R” amplifican la hebra complementaria de la construcción. 

Clon Nombre Secuencia Cambio Objetivo 

pCMP4 
SsPck1M139L-F 5’-GACCAAATCCACATCTGCGATGGCTCCGAGG-3’ 

ATG→CTG 
Mutación 

M139L SsPck1M139L-R 5’-CCTCGGAGCCATCGCAGATGTGGATTTGGTC-3’ 

pCMP6 
SsPck1K14A-F 5'-CAACCACTCGGCCGCAGTCGTCCGGGGCACCC-3' 

AAA→GCA Mutación K14A 
SsPck1K14A-R 5'-GGGTGCCCCGGACGACTGCGGCCGAGTGGTTG-3' 

pCMP7 
SsPck1K14A-F 5'-CAACCACTCGGCCGCAGTCGTCCGGGGCACCC-3' 

AAA→GCA Mutación K14A 
SsPck1K14A-R 5'-GGGTGCCCCGGACGACTGCGGCCGAGTGGTTG-3' 

pCMP17 
SsPgc1S430C-F 5’-CAGACTCAGACCAGTGCTACCTGACCGAGACGTC-3’ 

AGC→TGC 
Mutación 

S430C SsPgc1S430C-R 5’-GACGTCTCGGTCAGGTAGCACTGGTCTGAGTCTG-3’ 

pCMP20 
SsPgc1-GFP-F 5’-CAGAAGAGGATCTGTTGGATCCACCGGTCGCCACC-3’ 

TGA→TGG 
Incorporar 

expresión GFP SsPgc1-GFP-R 5’-GGTGGCGACCGGTGGATCCAACAGATCCTCTTCTG-3’ 

pCMP21 
SsPgc1-GFP-F 5’-CAGAAGAGGATCTGTTGGATCCACCGGTCGCCACC-3’ 

TGA→TGG 
Incorporar 

expresión GFP SsPgc1-GFP-R 5’-GGTGGCGACCGGTGGATCCAACAGATCCTCTTCTG-3’ 

pCMP26 
pCMP27 

SsMycHis-Pck1-F 
5’-CACCACCACGCATCAATGCA 

GAAGCTGATCTCAGAGGAGG-3’ Inserción 
Incorporar cola 

histidinas 
SsMycHis-Pck1-R 5’-ATGATGATGCATGGTGGGCCCGCGGGT-3’ 

pCMP28 
RnPck1S90A-F 

5’-CAGGATCGAAGCGAAGACG 
GTCATCATTACCCAAGAGC-3’ AGC→GCG Mutación S90A 

RnPck1S90A-R 5’-GCCACATCCCTGGGGTCA-3’ 

pCPMP29 
RnPck1T92A-F 5’-CGAAAGCAAGGCGGTCATCATTAC-3’ 

ACG→GCG Mutación T92A 
RnPck1T92A-R 5’-ATCCTGGCCACATCCCTG-3’ 

 

Las reacciones de PCR se prepararon como se detalló anteriormente (véase Tabla 2.7) y 

el programa utilizado fue el siguiente (Tabla 2.13): 

 

Tabla 2.13. Etapas de la reacción de PCR durante la mutagénesis utilizando 
la polimerasa Pfu Ultra II. 

Etapa Temperatura (˚C) Tiempo (s) Número de ciclos 

Desnaturalización 95 120 1 

Desnaturalización 95 20 
25 Hibridación 60 20 

Extensión 72 240-300* 

Extensión final 72 240-300* 1 

*  Tiempo de extensión: 240 segundos se utilizaron para la amplificación de 
plásmidos que incluyeron Pck1 (1869 bp) y 300 segundos para la amplificación 
de construcciones que contenían Pgc1α (2391 bp). 
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Scientific, Waltham, MA, EEUU). La proteína se concentró y se cuantificó por el método 

Bradford. Se conservó a -80 ˚C. 

2.8. Expresión y purificación de Pck1 en células HEK293T  

Las HEK293T son una línea celular inmortalizada cuyo origen son células embrionarias 

de riñón modificadas. Una de las características de mayor interés es la facilidad de estas 

células para ser transfectadas, es decir, incorporar DNA exógeno en su interior del 

mismo modo que la transformación en E. coli pero, en este caso, la mayoría de veces, 

de manera transitoria, puesto que los plásmidos utilizados no suelen llevar un origen de 

replicación eucariota ni se suele usar selección con antibióticos, excepto para 

determinadas aplicaciones, por lo que el plásmido se va perdiendo a medida que las 

células se dividen. Dado que la acetilación de Pck1 es dependiente de la concentración 

de glucosa en el medio, se purificó dicha proteína de células HEK293T transfectadas e 

incubadas a diferentes concentraciones de glucosa.  

2.8.1. Cultivo y transfección 

Las células HEK293T se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% suero fetal 

bovino (FBS) en placas de 150 mm de diámetro en un incubador en condiciones estándar 

(37˚C, 5% CO2 y atmósfera humidificada). Tras alcanzar la confluencia, 1/3 de las células 

se sembró de nuevo en una placa de 150 mm. Las células se incubaron una noche en 

estas condiciones. Al día siguiente las células al 40-60% de confluencia se transfectaron 

utilizando el sistema Profection Mammalian Transfection System (Promega, Madison, 

WI, EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante. Este sistema utiliza la precipitación 

del DNA con CaCl2 para la transfección de células.  Se usaron 15 µg de la construcción 

pCMP23 (véase Tabla 2.5) por placa y un total de 6 placas. Tras la transfección, las células 

se incubaron 24 horas más en el incubador. Transcurrido ese tiempo, el medio fue 

reemplazado por DMEM con distintas concentraciones de glucosa (2.5, 5, 10, 15, 20 y 

25 mM, una condición por placa) sin FBS y se incubaron las células 24 horas más. Cuando 

se especifique, se añadió al medio el inhibidor de p300, C646 (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
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2.9.1.1.  Ensayo en el sentido de OAA a PEP 

Las condiciones del ensayo fueron 100 mM HEPES, pH 7.5, 10 mM DTT, 0.2 mM MnCl2, 

2 mM MgCl2, 1 mM ADP (sustrato de PK), 1 mM GTP, 0.4 mM NADH, 0.5 unidades de 

cada enzima acoplada PK/LDH, 400 µM OAA y 0.1 µg de Pck1. La reacción se comenzó 

añadiendo OAA a la mezcla, después de añadir Pck1. El Esquema 2.3 muestra las etapas 

de esta reacción. 

2.9.1.2.  Ensayo en el sentido de PEP a OAA 

La reacción se llevó a cabo en 100 mM HEPES, pH 7.5, 10 mM DTT, 0.2 mM MnCl2, 8 mM 

MgCl2, 2 mM PEP, 2 mM GDP, 0.4 mM NADH, 0.25 unidades de MDH y 0.2 µg de Pck1. 

La reacción se comenzó añadiendo Pck1 a la mezcla. El Esquema 2.4 muestra esta 

reacción. 

 

2.9.1.3. Determinación de la actividad piruvato kinasa (PK). 

Se ha descrito que la Pck1 es capaz de realizar actividad PK (Johnson et al., 2016). 

Durante la descarboxilación del OAA se forma un metabolito intermediario, el enolato. 

La protonación de este enolato da lugar a piruvato (Esquema 2.5). En esta reacción de 

𝐎𝐀𝐀 + 𝐆𝐓𝐏
𝐏𝐂𝐊𝟏
ሱۛ ሮۛ 𝐏𝐄𝐏 + 𝐆𝐃𝐏 + 𝐂𝐎𝟐 

𝐏𝐄𝐏
𝐏𝐊
ሱሮ  𝐏𝐢𝐫𝐮𝐯𝐚𝐭𝐨 +𝐍𝐀𝐃𝐇 

𝐋𝐃𝐇
ሱۛሮ  𝐋𝐚𝐜𝐭𝐚𝐭𝐨 + 𝐍𝐀𝐃+ 

Esquema 2.3. Representación del ensayo enzimático en sentido de OAA a PEP para Pck1. 

𝐏𝐄𝐏 + 𝐆𝐃𝐏 + 𝐂𝐎𝟐

𝐏𝐂𝐊𝟏
ሱۛ ሮۛ  𝐎𝐀𝐀 + 𝐆𝐓𝐏 

𝐎𝐀𝐀 + 𝐍𝐀𝐃𝐇 
𝐌𝐃𝐇
ሱۛ ሮ  𝐌𝐚𝐥𝐚𝐭𝐨 + 𝐍𝐀𝐃+ 

Esquema 2.4. Representación del ensayo enzimático en sentido de PEP a OAA para Pck1. 
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sola o en la presencia individual de sustratos OAA, GTP, PEP o GDP (1 mM). Se incubaron 

los capilares a distintos tiempos e inmediatamente se introdujeron en agua con hielo. 

La actividad se determinó en uno de los sentidos de la reacción (véase 2.9.1.2). Los 

valores el logaritmo de la actividad se representaron frente al tiempo y se obtuvo una 

recta de regresión que permitió obtener el valor Dt. 

2.10.4. Determinación de la sensibilidad a proteasas 

La sensibilidad a proteasas es una forma indirecta de detectar cambios en la estructura 

cuando se quiere comparar variantes. Por ello, se trataron Pck1 salvaje y p.M139L (1 

mg/mL) de cerdo en presencia de tripsina (0.2 µg totales) (Sigma, St. Louis, MO, EEUU) 

o proteinasa K (0.4 µg totales) (Durviz, Paterna, España). Las reacciones se llevaron a 

cabo en un volumen de 10 µL en un baño termostatizado a 37˚C. La incubación se llevó 

a cabo a distintos tiempos, tras los cuales las muestras se hirvieron inmediatamente en 

tampón de carga durante 5 minutos y se resolvieron por SDS-PAGE. 

2.11. Preparación de péptidos y análisis por LC-MS/MS 

La técnica de espectrometría de masas utilizada combina las propiedades de los 

péptidos de ser eluídos tras su paso por una cromatografía líquida (LC) y sus propiedades 

volátiles una vez ionizados en un campo eléctrico utilizando dos analizadores (MS/MS) 

en un único equipo de espectrometría de masas.  Con ello se aumenta la sensibilidad de 

la técnica. Conocidas las enzimas que han digerido la proteína de interés y los péptidos 

resultantes, se contrastan los datos obtenidos durante el experimento de LC-MS/MS 

para identificar la masa de estos péptidos. Una modificación de este protocolo permite 

cuantificar el porcentaje de una población del mismo péptido que se encuentra 

acetilada. Dado que la Pck1 se acetila se decidió conocer qué sitios presentaban mayores 

porcentajes de esta modificación. El protocolo que se siguió se ha descrito previamente 

(Baeza et al., 2014) y cuyas etapas se representan en el Esquema 2.6. 
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Esta parte fue posible gracias a la colaboración del Dr. Josué Baeza (Wisconsin Institute 

for Discovery, Madison, WI, EEUU). Los experimentos se llevaron a cabo con Pck1 de 

rata purificada de células HEK293T (véase 2.8). 2 µg de esta proteína se resuspendieron 

en 25 µL de tampón 200 mM NH4HCO3, pH 8, 6 M urea filtrada y desionizada y 5 mM 

DTT. Cada muestra se desnaturalizó y se redujo por calor a 60˚C durante 20 minutos en 

un Thermomixer (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) a 1000 rpm. Se añadió 

iodoacetamida a cada muestra hasta una concentración de 80 mM para alquilar 

cisteínas. Las muestras se incubaron a 37˚C durante 20 minutos y 1000 rpm. Las lisinas 

Población de proteínas de una 

célula con distintos niveles de 

acetilación. 

 

Las proteínas se desnaturalizan y 

con anhídrido acético isotópico 

se acetilan químicamente todas 

las lisinas no acetiladas.  

La proteína se digiere con 

proteasas y los péptidos se 

inyectan en una columna de LC-

MS/MS. 

 

Se compara la población de un 

determinado péptido acetilado 

químicamente (rojo) con aquella 

acetilada de manera endógena 

(negro). 

Esquema 2.6. Diagrama explicativo de la cuantificación del grado de acetilación 
en péptidos de proteína. Este esquema ha sido tomado de Baeza et al., J. Biol. 
Chem. (2014);289(31):21326-38. doi: 10.1074/jbc.M114.581843. 



83 
 

 

no acetiladas se marcaron químicamente incubando las muestras a 60˚C durante 20 

minutos con D6-anhídrido acético (99.8% pureza, Cambridge Isotopes, Tewksbury, MA, 

EEUU). La adición de este isótopo produce una caída en el pH de la muestra. Entonces, 

tras la incubación se añadió NH4OH hasta alcanzar un pH~8.5. Se repitió el proceso de 

incubación con D6-anhídrido acético. Para hidrolizar los ésteres O-acetilo que pudieran 

haberse formado durante la acetilación química, la muestra se llevó a pH~8.5 y se incubó 

a 60˚C durante otros 20 minutos.  La concentración de urea se llevó a 2 M tras la adición 

de 100 mM NH4HCO3, pH 8.5, hasta un volumen final de 75 µL. Las muestras se digirieron 

con 1 µg de tripsina a 37˚C durante 4 horas y 500 rpm. Para incrementar la cobertura de 

péptidos detectados, se llevó a cabo una segunda digestión con 0.5 µg de GluC, una 

endoproteinasa que corta en el extremo C-terminal del residuo ácido glutámico. El 

volumen final fue de 150 µL y la incubación continuó toda la noche a 37˚ C. Se eliminó 

la sal de las muestras antes del MS siguiendo el protocolo descrito previamente (Fan et 

al., 2016). Las columnas de desalinizado se prepararon utilizando 3M Empore™ C18 

47mm extraction disks (model 2215) (Sigma, St. Louis, MO, EEUU). Los péptidos se 

separaron en un espectrómetro de masas hybrid quadrupole-Orbitrap (Thermo Q 

Exactive) (Thermo Fisher, Waltham, MA, EEUU) equipado con Dionex Ultimate 3000 

RSLC nano HPLC y una columna de fase reversa Waters Atlantis dC18 (100 μm × 150 mm) 

(Atlantis, Milford, MA, EEUU). La fase móvil consistió en 0.1% ácido fórmico (A) y 

acetonitrilo con 0.1% ácido fórmico (B). Los péptidos se eluyeron con un gradiente lineal 

del 2 al 40% de B con un flujo de 0.8 µL/min a lo largo de 40 minutos inyectado por 

ionización de nanoelectrospray. La búsqueda de péptidos se llevó a cabo por medio de 

una base de datos Mascot. Se seleccionó tripsina y GluC como enzimas de corte, se 

consideró la alquilación de cisteínas como modificación fija y la oxidación de metioninas 

y la acetilación de lisinas (D6 y D3) se consideraron modificaciones variables. La 

tolerancia fue de ±10 ppm y ±0.1Da.  
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2.12. Experimentos de dinámica molecular 

Este trabajo se realizó con la colaboración del Dr. Francisco Corzana (Universidad de La 

Rioja, España). La dinámica molecular permite conocer, a través de simulaciones, el 

comportamiento que tendría una proteína en unas condiciones de temperatura y 

presión en una solución acuosa. Estas técnicas se llevan a cabo computacionalmente a 

partir de estructuras de proteína ya conocidas. Se decidió comparar el comportamiento 

de la Pck1 salvaje de rata y la variante K91AcK. Las simulaciones se llevaron a cabo 

utilizando AMBER 12 (Case et al., 2012) y el campo de fuerza FF14SB (Maier et al., 2015). 

La estructura cristalina que se empleó fue la Pck1 de rata en complejo con oxalato y GTP 

(PDB 3DT2). La estructura se modificó para incorporar la acetil-lisina en posición 91 

según los parámetros previamente publicados (Papamokos et al., 2012).  El complejo 

fue sumergido en una caja de 10 Å de moléculas TIP3P de agua (Kiyohara et al., 1998), 

que es el modelo estándar de agua que se utiliza en simulaciones. En primer lugar, se 

minimizaron las posiciones del solvente y luego las de los átomos de la celdilla de 

simulación. El sistema se calentó desde 0 hasta 300 K gradualmente bajo una presión 

constante de 1 atm. Se aplicaron restricciones de 30 kcal mol-1 al soluto y el esquema de 

temperaturas de Andersen. Los intervalos durante el calentamiento fueron de 1 fs 

permitiendo el ajuste homogéneo. Los efectos electrostáticos se modelaron según el 

método particle-mesh-Ewald (Darden et al., 1993) y se limitaron a 8 Å las interacciones 

de Lennard-Jones y las electrostáticas. El sistema se equilibró durante 2 ns con un 

intervalo de 2 fs, volumen y temperatura constantes (300 K). Se generaron trayectorias 

durante 600 ns bajo esas condiciones. 

 

2.13. Experimentos en células de mamífero 

En esta sección se describen los experimentos realizados en células eucariotas. Por 

motivos organizativos y de comprensión ya se habló de la purificación de Pck1 a partir 

de células HEK293T en el punto 2.8. Las líneas celulares que se utilizaron fueron las 
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HEK293T y las HepG2. Como se ha mencionado anteriormente, el origen de las células 

HEK293T es el tejido renal mientras las HepG2 son células humanas de origen hepático. 

Salvo que sea especificado de otra forma, las células HEK293T se cultivaron en DMEM 

con 10% FBS y en el caso de las células HepG2 se utilizó MEM suplementado con un 10% 

de FBS. 

2.13.1. Transfección de las células 

La técnica de transfección se explicó en el punto 2.8. Sin embargo, el método de 

transfección que se utilizó en esta sección se basó en la formación de liposomas, 

vesículas que pueden fusionarse con la membrana plasmática y liberar el plásmido en el 

interior de la célula. Dependiendo del experimento se utilizaron como reactivos o 

GeneJuice (Millipore, Billerica, MA, EEUU), o Lipofectamine 2000 o Lipofectamine 

RNAiMAX (Thermo Fisher, Waltham, MA, EEUU). Se llevaron a cabo dos tipos de 

transfección, la directa y la reversa. 

2.13.1.1.  Transfección directa 

Las células se crecieron en frascos de 25 o 75 cm2 o en placas de 100 o 150 mm de 

diámetro. Para la siembra, se eliminó el medio con una bomba de vacío, se añadió PBS 

para lavar las células, el PBS se retiró y se añadió tripsina, incubando a 37˚ C. Una vez 

despegadas las células, se diluyeron en función de las necesidades del experimento en 

medio DMEM suplementado con 10% FBS y se sembraron en placas de 6, 12 o 24 pocillos 

según el experimento.  Las células se sembraron un día antes de la transfección con el 

fin de alcanzar una confluencia de entre el 60 y el 80 % para el momento de la 

transfección.  Este tipo de transfección se llevó a cabo utilizando GeneJuice. En un tubo 

de 1.5 mL se añadió medio Optimem (Thermo Fisher, Waltham, EEUU) y el reactivo de 

transfección GeneJuice, de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Pasados 5 minutos 

de incubación a temperatura ambiente se añadió el DNA en una proporción 1:3 (µg/µL) 

DNA:GeneJuice. Se incubó a temperatura ambiente 15 minutos y se añadió a cada 

pocillo la cantidad correspondiente de la mezcla. 


