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RESUMEN

Introduccion: la deficiencia de HMG-CoA sintasa mitocondrial humana es un error congénito
del metabolismo que muestra un patron de herencia autosémico recesivo. Tiene muy baja
prevalencia. Esta producida por mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta del
gen HMGCS2. Fue descrita por primera vez en 1997. La enzima mHS tiene un rol importante
en la cetogénesis, ya que es la encargada de catalizar la condensacién del acetil-CoA vy el
acetoacetil-CoA para formar HMG-CoA en las mitocondrias de los hepatocitos. Su clinica es
muy inespecifica y se caracteriza por crisis agudas de hipoglucemia con hipocetonemia. Los
sintomas mas frecuentes son nauseas, vomitos, irritabilidad y letargia. Sin tratamiento, puede
progresar a encefalopatia, coma y muerte. Material y métodos: en este trabajo se ha
utilizado un método de mutagénesis dirigida y ensayo enzimatico “in vitro” para medir la
actividad de la variante alélica R501P, reportada por primera vez. Para llevarlo a cabo, se han
empleado células de Escherichia coli usando el vector de expresion pMAL-c2X-mHS.
Posteriormente, el efecto de cada mutacién en la estructura de la proteina ha sido analizado
con un modelo bioinformatico en 3D. Ademas, se ha comparado su actividad con la de la
proteina wild-type (WT) y con la variante R501Q, previamente reportada y de localizacion
anéloga en la proteina. Resultados: todas las proteinas recombinantes se han conseguido
obtener solubles en disolucién. La proteina WT ha alcanzado una concentracion de
0,298pg/ul y una actividad enzimética de 0,910 U/mg, mientras que las variantes R501P y
R501Q han presentado una concentracion de 0,241ug/ul y 0,304ug/ul respectivamente y una
ausencia total de actividad. Las predicciones bioinformaticas se correlacionan con estos
resultados: el efecto producido en ambas mutaciones es la distorsion de una zona de la
proteina préxima a la superficie de dimerizacion, impidiendo asi su actividad catalitica.
Discusién: por tercera vez se ha comprobado la buena reproductibilidad del método de
expresioén, purificacion y ensayo enzimatico de la enzima mHS humana. Debido a la
inespecificidad del diagndstico clinico y bioquimico, el estudio molecular y la caracterizacién
funcional de las mutaciones “in vitro” emerge como el método de eleccion para el diagnéstico
de certeza de estos pacientes.

Palabras clave: cuerpos ceténicos, cetogénesis, HMG-CoA, deficiencia HMG-CoA sintasa
mitocondrial, HMGCS2.



ABSTRACT

Introduction: the human mitochondrial HMG-CoA synthase deficiency is an inborn error of
metabolism that shows an autosomal recessive inheritance pattern. It has a very low
prevalence. It is caused by mutations in homozygosis or compound heterozygosis of the
HMGCS2 gene. It was first described in 1997. The mHS enzyme plays an important role in
the ketogenesis, since it is responsible for catalysing the condensation of acetyl-CoA and
acetoacetyl-CoA to form HMG-CoA in the mitochondria of the hepatocytes. Its clinical
manifestations are very non-specific and it is characterized by acute hypoglycemic crises with
hypoketonemia. The most frequent symptoms are nausea and vomiting, irritability and
lethargy. Without treatment, it can progress to encephalopathy, coma and death. Material and
methods: in this work, we have used a method of site-directed mutagenesis and enzymatic
assay "in vitro" to measure the activity of the allelic variant R501P, reported for the first time.
To carry it out, Escherichia coli cells have been used using the expression vector pMAL-c2X-
mHS. Subsequently, the effect of each mutation on protein structure was analyzed with a 3D
bioinformatic model. In addition, its activity has been compared with the wild-type protein (WT)
and with the R501Q variant previously reported, and with analogous location in the protein.
Results: all recombinant proteins have been obtained soluble in solution. The WT protein has
reached a concentration of 0.298ug/ul and an enzymatic activity of 0.910 U/mg, whereas the
R501P and R501Q variants, have obtained a concentration of 0.241ug/ul and 0.304ug/ul
respectively, and a totally lack of activity. The bioinformatic predictions correlate with these
results: the effect produced is the distortion of a zone of the protein close to the surface of
dimerization, avoiding its catalytic activity. Discussion: good reproducibility of the method of
expression, purification and enzymatic assay of the human mHS enzyme has been
demonstrated for the third time. Due to the lack of specificity of clinical and biochemical
diagnosis, the molecular study and functional characterization of "in vitro" mutations emerge
as the method of choice for the certainty diagnosis of these patients.

Keywords: ketone bodies, ketogenesis, HMG-CoA, mitochondrial HMG-CoA synthase
deficiency, HMGCS2.



1.1

INTRODUCCION

METABOLISMO DE LOS CUERPOS CETONICOS

La cetogénesis es un proceso metabdlico cuya finalidad es la formacion de los cuerpos cetonicos
acetona, acetoacetato y p-hidroxibutirato a partir del acetil-CoA producido en la B-oxidacién de
los acidos grasos [1]. Tiene lugar principalmente en el interior de las mitocondrias de los
hepatocitos y, en menor medida, en rifilones, astrocitos y enterocitos [2].

Los cuerpos cetonicos sirven como fuente alternativa de combustible para las células en aquellas
situaciones en las que existe un insuficiente aporte de glucosa en relacion a las demandas, como
ocurre en el ayuno, el ejercicio intenso o el embarazo, o aquellas situaciones donde su utilizacién
es inadecuada, como en la diabetes mellitus [3].

En el ayuno, la hipoglucemia disminuye los valores de insulina circulantes y estimula un
incremento de las hormonas contrainsulares: glucagén, hormona del crecimiento (GH),
noradrenalina, cortisol... Esto produce un menor consumo de glucosa en el masculo, el tejido
adiposo y el higado, pero no en el cerebro, cuyo aporte de glucosa es a través de los
transportadores no insulinodependientes GLUT-1 y GLUT-3. A partir de las 12 horas de ayuno,
tras agotar las reservas de glucdgeno hepatico, se pone en marcha la lipdlisis. Los triglicéridos
se escinden en glicerol y acidos grasos libres, liberandose grandes cantidades al torrente
sanguineo [4].

A partir de este momento, toda la glucosa aportada a la circulacién va a provenir de la
gluconeogénesis, que tiene lugar en el higado y en los rifiones. Este proceso metabdlico va a
consumir los intermediarios del ciclo del acido citrico [3]. En la mitocondria, el acetil-CoA, al no
poder entrar en el ciclo, deriva hacia la formacion de cuerpos ceténicos [4]. En ayunos
prolongados, mas de las 2/3 partes de los requerimientos energéticos del cerebro provienen del
metabolismo de los cuerpos ceténicos [5].

Durante el embarazo, se producen numerosas adaptaciones metabolicas en la madre con el fin
de asegurar un adecuado suministro de metabolitos para el crecimiento y desarrollo del feto.
Entre ellos se encuentran los cuerpos cetdnicos que, ademas de ser empleados como
combustible, sirven como sustrato para la sintesis de lipidos cerebrales. No obstante, periodos
prolongados de hipercetonemia en la madre se han asociado a una mayor incidencia de
malformaciones fetales y deterioro del desarrollo neurofisiolégico [6].
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Figura 1.1 Ruta principal de la cetogénesis

La cetogénesis se realiza en cuatro pasos [3] (ver figura 1.1):

1.

Dos moléculas de acetil-CoA se condensan para formar acetoacetil-CoA. Reaccion
catalizada por la enzima acetoacetil-CoA tiolasa (EC 2.3.1.9).

El acetoacetil-CoA se une con una molécula de acetil-CoA para formar 3-hidroxi-3-
metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Reaccion catalizada por la enzima HMG-CoA sintasa
mitocondrial (mHS) (EC 2.3.3.10).

El HMG-CoA se escinde formando acetil-CoA y acetoacetato. Reaccidn catalizada por
la enzima HMG-CoA liasa (HL) (EC 4.1.3.4).

El acetoacetato formado es reducido reversiblemente a B-hidroxibutirato por la enzima
B-hidroxibutirato deshidrogenasa (EC 1.1.1.30). La acetona se forma espontaneamente
a partir de la descarboxilacién del acetoacetato o por accion de la enzima acetoacetato
descarboxilasa (EC 4.1.1.4).

Existe una ruta secundaria de sintesis de cuerpos ceténicos en la que se producen por
degradacion de la leucina. Una vez sintetizados, el acetoacetato y el B-hidroxibutirato son



1.2

transportados a los tejidos extrahepaticos, donde se convierten en acetil-CoA, que se oxida a
través del ciclo del acido citrico para producir energia [3].

En estos procesos interviene la enzima B-cetoacil-CoA transferasa o tioforasa (EC 2.8.3.5), que
transfiere el CoA del succinil-CoA al acetoacetato, formando acetoacetil-CoA. El higado carece
de dicha enzima, por lo tanto, es un érgano productor de cuerpos ceténicos pero no consumidor.
El B-hidroxibutirato es el cuerpo ceténico mas abundante en sangre [2].

En el caso de la diabetes mellitus no tratada, la sintesis excesiva de cuerpos cetdnicos supera
la capacidad oxidativa de los tejidos extrahepaticos. Los niveles sanguineos de acetoacetato y
B-hidroxibutirato aumentan, disminuyendo de este modo el pH. Dicha situacién, conocida como
cetoacidosis, puede conducir al coma o a la muerte [7].

Dentro de las alteraciones del metabolismo de los cuerpos ceténicos vamos a encontrar tanto
defectos a nivel de la cetogénesis: deficiencia de mHS y deficiencia de HL; como a nivel de la
cetolisis: deficiencia de succinil-CoA acetoacetato transferasa (SCOT) y deficiencia de pB-
cetotiolasa [1].

1.1.1 Regulacion de la cetogénesis

La cetogénesis esté regulada mediante diversos mecanismos. A nivel enzimético, por dos
enzimas principales: la carnitina palmitotransferasa | (CPT1) (EC 2.3.1.2) y la mHS [8]. La
CPT1 se encarga de la entrada del acil-CoA a la mitocondria, regulando la cetogénesis a nivel
de sustrato [9].

A nivel hormonal, el glucagon, el cortisol, la GH, las catecolaminas y las hormonas tiroideas
estimulan la lipdlisis y la movilizacion de &cidos grasos libres al torrente sanguineo y, de este
modo, la sintesis de cuerpos cetdnicos [2]. Por el contrario, en presencia de insulina la
cetogénesis se inhibe. El ayuno, la fiebre y los vémitos inducen tanto la oxidacién de acidos
grasos como la cetogénesis [1].

ENZIMA HMG-COA SINTASA MITOCONDRIAL

Como se ha comentado previamente, la enzima mHS tiene un rol importante en la sintesis de
cuerpos cetonicos, ya que es la encargada de catalizar la condensacion del acetil-CoA y el
acetoacetil-CoA para formar HMG-CoA [3]. Dicha enzima pertenece a una familia de enzimas
denominadas acil-condensasas. Niveles bajos de esta enzima también han sido hallados en
linfocitos, intestino, riflones, testes y ovarios [8].

Dicha reaccion, con un mecanismo enzimatico de tipo Bi Bi Ping Pong, consta de 3 pasos:
acilacion, condensacion e hidrolisis (ver figura 1.2). En el primer paso, el aminoéacido histidina
(His301) da protones al nucledfilo cisteina (Cys!%6), que ataca al grupo carbonilo del acetil-CoA,
transfiriendo asi un grupo acetilo a la enzima y liberando el CoA producido. En el segundo paso,
el grupo metilo de la enzima es desprotonado por el glutamato (Glu'3?) para formar un carbanién
que ataca al acetoacetil-CoA. En el tercer paso, el complejo enzima:HMG-CoA resultante es
hidrolizado para liberar el HMG-CoA [10].

Por otro lado, existe una isoforma de localizacion citosélica (cHS), que cataliza la misma reaccion
pero a nivel de la ruta del mevalonato, un importante metabolito intermediario en la biosintesis
de colesterol [11]. Esta codificada por el gen HMGCS1 (MIM*142940), localizado en el brazo
corto del cromosoma 5 (5p12). La secuencia de la enzima cHS presenta una homologia del 66%
con respecto a la enzima mHS [12].
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Figura 1.2 Reaccién catalizada por la mHS. Modificado de [10]
Abreviaturas: Ac-CoA: acetil-CoA; AcAc-CoA: acetoacetil-CoA; Enz: enzima

1.2.1 Gen HMGCS2

La enzima mHS esta codificada por el gen HMGCS2 (MIM*600234), localizado en el brazo
corto del cromosoma 1 (1p13-12) [13]. Dicho gen esta formado por 10 exones y 9 intrones y
posee una longitud total de 21708pb (NM_005518.3). La longitud del cDNA es de 2082pb
(NP_005509.1) y da lugar a una proteina de 508 aminoacidos. Hasta la fecha se han
reportado 34 mutaciones en el gen HMGCS2: 28 de tipo missense, 4 de tipo nonsense, 1
delecion de un exén y 1 intrénica de splicing. La mayoria de estas mutaciones se localizan en
el exén 2 (ver tabla 1.1).

1.2.2 Estructurade laenzima

La enzima mHS es un mondmero que consta de dos partes: el dominio superior es comun a
toda la familia de acil-condensasas y tiene funcion tiolasa; esta constituido por una estructura
central formada por 5 capas apapa. El dominio inferior, propio de las enzimas HMGCS, esta
formado por varias hélices a y laminas B. La zona entre ambos dominios forma un tinel que
corresponde al sitio activo de la enzima, que mide aproximadamente unos 15 A (ver figura
1.3).
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Figura 1.3 Estructura tridimensional de la enzima mHS
Modificado de [10]

No obstante, para que la enzima tenga actividad catalitica, es necesario que se unan dos
mondmeros, formando de esta manera un homodimero. Las uniones entre ambos se producen
por puentes salinos y los sitios activos de ambos mondmeros estan orientados simétricamente y
lo més distante posible uno del otro. Estos, son capaces de alojar a los dos sustratos, el acetil-
CoAy el acetoacetil-CoA (ver figura 1.4) [10].



Mutacion Localizacion Cambio en la proteina N° de familias Referencia
c.1?_104+2del E1 Del E1 (Hom.) 2 [14] [15]
.160G>A E2 p.V54M 1 [16]
c.167T>A E2 p.I156N 1 [10]
¢.252T>G E2 p.Y84X 1 [10]
€.334C>T E2 p.R112W 1 [17]
C.430G>T E2 p.V144L 1 [17]
c.431_432del E2 p.V144fs 1 [15]
c.437T>G E2 p.M146R 1 [17]
¢.500A>G E2 p.Y167C 1 [16]
c.502G>A E2 p.G168S 1 [15]
c.506G>A E2 p.G169D 1 [14]
€.520T>C E2 p.F174L 2 [15] [18]
¢.553T>C E2 p.W185R 1 [14]
c.563G>A E3 p.R188H 1 [19]
C.634G>A E3 p.G212R 3 [20] [21] [22]
C.656G>A E3 p.G219E 1 [23]
€.695G>T E4 p.G232V 2 [15] [24]
c.697A>G E4 p.T233A 1 [10]
C.727TA>G E4 p.K243E 1 [10]
c.797T>C E4 p.L266S 1 [14]
c.847C>T E4 p.Q283X 2 [15] [24]
€.920T>C E5 p.M307T 1 [19]
c.1016+1G>A 15 IVS5+1G>A 1 [22]
€.1078T>C E6 p.S360P 1 [15]
.1162G>A E6 p.G388R 2 [14] [25]
€.1175C>T E6 p.S392L 1 [23]
c.1220T7>C E7 p.1407T 1 [14]
.1270C>T E7 p.R424X 2 [18] [25]
€.1499G>A E9 p.R500H 2 [21] [23]
€.1498C>T E9 p.R500C 1 [23]
¢.1502G>A E9 p.R501Q 1 [17]
¢.1502G>C E9 p.R501P 1 Este trabajo
.1508A>G E9 p.Y503C 1 [26]
¢.1514G>A E9 p.R505Q 1 [14]

Tabla 1.1 Mutaciones reportadas hasta la fecha del gen HMGCS2

Abreviaturas: E: exdn; I: Intrén; Del: deleciéon; Hom: homocigosis
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Figura 1.4 Estructura tridimensional del homodimero de mHS
Las flechas indican la localizacion de los sitios activos
Modificado de [10]

1.2.3 Modelo bioinformatico en 3D

En el afio 2013, este laboratorio junto con la colaboracién del Profesor Paulino Gémez Puertas
del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa CSIC-UAM, realizaron el modelado
estructural de la HMG-CoA sintasa mitocondrial humana, por homologia de secuencias
utilizando como molde la estructura cristalizada de la HMG-CoA sintasa citosélica (CHS) y
gracias a herramientas bioinformaticas basadas en algoritmos para la prediccion de
estructuras tridimensionales [25].

Este modelo, junto con la estructura cristalina de la proteina mHS propuesta por Shafqgat [10],
se empleara para localizar y predecir el efecto final sobre la estructura proteica de las
variantes descritas en este trabajo.

1.3 DEFICIENCIA DE HMG-COA SINTASA MITOCONDRIAL

La deficiencia de mHS (MIM #605911) pertenece a un grupo de enfermedades denominado
Errores Congénitos del Metabolismo. Fue descrita por primera vez en 1997 [8]. Es muy poco
frecuente, con una prevalencia inferior a 1:1000000 y de caracter autosomico recesivo. Se debe
a mutaciones en homocigosis o heterocigosis compuesta en el gen HMGCS2. Hasta el momento
se han reportado 35 casos en todo el mundo (ver tabla 1.3). En el anexo 1 se encuentra un
resumen de los pacientes reportados hasta la fecha.

1.3.1 Manifestaciones clinicas y exploracién fisica

Su clinica es muy inespecifica, motivo que podria explicar su baja prevalencia. La enfermedad
suele ponerse de manifiesto en la infancia, tras enfermedades o situaciones en las que el
aporte calérico esta disminuido o se produce un estrés metabdlico en el organismo, como son
el ayuno, la gastroenteritis, la fiebre...

La enfermedad debuta con una clinica digestiva de nauseas y vomitos y, posteriormente,
dificultad respiratoria, irritabilidad, letargia y estupor. Si el paciente no recibe tratamiento,
puede progresar a encefalopatia, coma y muerte. Se ha relacionado con el Sindrome de
Muerte Subita del Lactante [8]. La presentacion clinica, como en otras metabolopatias, puede
ser similar al sindrome de Reye (Reye-like).



Dentro de la exploracién fisica es posible hallar una leve hepatomegalia, que revierte
rapidamente tras el tratamiento [27]. En la ecografia abdominal se puede observar un
aumento de la ecogenicidad en dicho 6rgano. El ECG, el ecocardiograma, y el examen
oftalmolégico son normales [16].

1.3.2 Diagnostico diferencial

La presentacion clinica de estos pacientes es similar a la de aquellos que poseen alguna
deficiencia a nivel de la B-oxidacion de los acidos grasos. No obstante, existen algunas
caracteristicas que nos permiten orientar el diagnostico. Por ejemplo, la deficiencia de
acetoacetil-CoA tiolasa se presenta tipicamente con hipercetosis [8]. La hipoglucemia y el
coma tienen un comienzo mas temprano que en la deficiencia de acil CoA-deshidrogenasa
de cadena media (MCAD), aunque en ésta Ultima los pacientes no suelen sobrevivir al primer
episodio [19].

Deficiencia de | Deficiencia de
mHS?! HL!
Nauseas y vomitos +/- +/-
Diarreas +/- +/-
(%0} . .
l®) Hipotonia - +/-
O )
= Letargia +/- +-
D' Respiracion alterada +/- +/-
(70}
@) Coma +/- +/-
|_
g Hepatomegalia + +-
Desarrollo normal + +/-
Secuelas/ fallecimiento +/- +/-
Hipoglucemia + +
Hipocetonemia + +
< | Hiperamoniemia - +/-
S
@ Transaminasas +/- +/-
o Q | Acidos grasos libres +/- +/-
(] L .
O Acidosis metabdlica +/- +
% Acilcarnitinas normales + +/-
o
)
m 2 . .
0 Acidos dicarboxilicos + -
O
I:: 4-hidroxi-6-metil-2-pirona +/- -
o . Acido adipico +- -
.S | Acido 3-hidroxi-3-metilglutérico - +
o |
Acido 3-hidroxi-isovalérico - +
Acido 3-metilglutacénico - +
Acido 3-metilglutarico - +

Tabla 1.2 Datos clinicos y bioguimicos en la deficiencia de mHS y de HL
Modificado de [28]
1. +Siempre; - Nunca; +/- A veces



Es importante distinguir entre la deficiencia de mHS y de HL, enzima que interviene tanto en
la ruta de la cetogénesis como en el catabolismo de la leucina [29]. La clinica en ambas es
muy similar, pero existen algunas caracteristicas que nos permiten diferenciarlas. En la
deficiencia de HL, también denominada aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica, la clinica suele
incluir a varios drganos. Las complicaciones a largo plazo, mas frecuentes que en la
deficiencia de mHS, incluyen macrocefalia, miopatias, retraso en el desarrollo y cardiopatia
dilatada [28].

A nivel bioquimico, la principal diferencia es el patrén bioquimico tipico en orina que presentan
los pacientes con deficiencia de HL. Se observan niveles elevados de acido 3-hidroxi-3-
metilglutararico, acido 3-hidroxi-isovalérico, acido 3-metilglutacénico y acido 3-metilglutarico
(ver tabla 1.2).

1.3.3 Prondéstico y tratamiento

Por lo general, el prondstico de la enfermedad es favorable y los pacientes permanecen
asintométicos entre las crisis agudas. Pese a que en la mayoria de los pacientes no se
producen secuelas tras los episodios, dos pacientes han fallecido a causa de complicaciones
por la enfermedad, fundamentalmente a nivel cerebral [20] [26]. La hipoglucemia hipocetésica
es un factor de riesgo para el dafio cerebral [18].

El tratamiento tiene como objetivo prevenir la movilizacion de las grasas. Esto se consigue
con la administracion de fluidoterapia y glucosa por via intravenosa, con la que rapidamente
revierten los sintomas. La acidosis metabdlica responde al aporte de bicarbonato. La
hemodiafiltracién en nifios con un peso inferior a 10kg y la hemodialisis en el resto de
pacientes son los métodos de eleccion para la eliminacién de moléculas potencialmente
téxicas y equilibrar el pH. La suplementacién con L-carnitina también esta indicada con el fin
de eliminar posibles téxicos [30]. Una vez han cesado los vémitos, se puede reanudar la
alimentacion por via oral e ir reduciendo progresivamente la administracién parenteral de
sueros. Antes del alta es crucial comprobar que el nifio puede tolerar al menos dos comidas
sucesivas.

Como tratamiento de mantenimiento se recomienda una dieta baja en grasas y evitar periodos
de ayuno prolongados. En situaciones de alto estrés metabdlico estaria indicado el aporte
caldrico extra, asi como antes de acostarse. Se ha planteado también que la ingesta rica en
proteinas podria favorecer la ruta secundaria de la cetogénesis, facilitando la produccion de
cuerpos cetonicos [16].

1.4 DIAGNOSTICO DE LA DEFICIENCIA DE mHS
1.4.1 Diagnéstico bioquimico

El dato analitico mas importante durante las crisis agudas es la hipoglucemia con
hipocetonemia. Los niveles de lactato, amonio y acilcarnitinas en plasma son normales [8].
Las transaminasas aparecen normales o discretamente elevadas [27]. En la gasometria
arterial se puede encontrar una acidosis metabolica con anion gap aumentado [24]. El ratio
acidos grasos/B-hidroxibutirato esta4 elevado (>2,5). Las pruebas de ayuno suelen ser
innecesarias para el diagnéstico, pero pueden ser (tiles para evaluar la intolerancia al mismo

[1].

En orina se encuentra abundante cantidad de acidos dicarboxilicos. La enfermedad posee un
perfil de excrecion de metabolitos en orina inespecifico. No obstante, recientemente se han
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propuesto la 4-hidroxi-6-metil-2-pirona (4-HMP) y el 4cido adipico como nuevos metabolitos
para su diagnoéstico [14]. Encontrar unos valores de 4-HMP superiores a 20umol/mmol
creatinina y un acido adipico por encima de 200 ymol/mmol creatinina permiten hacer un
diagnostico con un valor predictivo positivo del 80% [15].

1.4.2 Diagnoéstico anatomopatoldgico

En la biopsia hepatica pueden observarse alteraciones inespecificas: leve infiltracion grasa a
nivel periportal, dilatacién y proliferacion del reticulo endoplasmatico, inclusiones cristalinas
inespecificas en algunas de las mitocondrias... Al tratarse de una prueba invasiva, poco
especifica y que proporciona poca informacion, rara vez se ha llevado a cabo dicho estudio
[8] [27].

1.4.3 Estudio molecular del gen HMGCS2

Es el método de eleccion para confirmar la sospecha clinica de deficiencia de la enzima mHS.
Para llevarlo a cabo se necesita disponer de una muestra de DNA gendémico del paciente,
que puede obtenerse a partir de los linfocitos presentes en una muestra de sangre periférica
o de células desprendidas del epitelio de la mucosa oral.

Las técnicas empleadas para detectar mutaciones en el gen son: secuenciacion Sanger de
los exones y regiones intronicas adyacentes obtenidos por reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR); la técnica Single-Strand Conformational Polymorphism como método de
screening; Southern-Blot y Multiplex Ligation-Dependent Probe (MLPA) para grandes
deleciones; la técnica Allele-Specific Oligonucleotide (ASO) para el screening de mutaciones
previamente encontradas [18].

1.4.4 Actividad enzimatica

Hasta hace unos afos, la Unica forma de medir la actividad enzimética de mHS era
directamente a partir del homogeneizado hepatico obtenido por biopsia [8]. Esta técnica
presenta varios inconvenientes: es una técnica invasiva que requiere realizar una biopsia
hepatica al paciente y no ofrece unos resultados exactos y completamente fiables al poder
encontrar actividad residual por accién de la isoforma citosolica cHS.

Nuestro grupo, con el fin de solventar estos inconvenientes, ha propuesto un método,
incruento para el paciente, demostrando “in vitro” la actividad enzimatica de la proteina en
funcion de la mutacion presente mediante mutagénesis dirigida, expresion de la proteina y
ensayo enzimatico [28].
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Paciente Sexo Edad de debut Genotipo Referencia
1 H 6a F174L/F174L [8]
2 H lay4m R424X/-- [27]
3 H 11m G212R/R500H [21]
4 M 9m G212R/IVS5+1G>A [22]
5 M 4ay6m V54M/IY167C [16]
6 M lay7m V54M/IY167C [16]
7 H 7m R188H/M307T [19]
8 H la R188H/M307T [19]
9 - 8m Del E1 (Hom.) [14]
10 - 9m Del E1 (Hom.) [14]
11 - 6m Del E1 (Hom.) [14]
12 . 10 m Del E1 (Hom.) [14]
13 - 3aylm L266S/1407T [14]
14 - 6m G388R/G388R [14]
15 - - G388R/G388R [14]
16 - 2ay5m G169D/R505Q [14]
17 - 8m G232V/Q283X [24]
18 - 14 m = [24]
19 - - -I-- [31]
20 - - === [31]
21 H 15m G388R/R424X [25]
22 H 10 m G212R/G212R [20]
23 M 12m G212R/G212R [20]
24 M 13m W185R/Y503C [26]
25 M 8m S392L/R500H [23]
26 H 6m G219E/R500C [23]
27 - la Del E1 (hom.) [15]
28 - - G212R/V144fs [15]
29 - - G232V/Q283X [15]
30 - - W185R/Y503C [15]
31 - - S360P/S360P [15]
32 - - G168S/F174L [15]
33 H 3m R112W/-- [17]
34 - V144L/V144L [17]
35 M 6m R501Q/M146R [17]

Tabla 1.3 Pacientes reportados con deficiencia de mHS

Abreviaturas: H: hombre; M: mujer; A: afios; M: meses; Del: delecién; Hom: homocigosis

12



OBJETIVOS

1. Caracterizar funcionalmente la mutacién R501P del gen HMGCS2
mediante mutagénesis dirigida, expresion de la proteina y ensayo
enzimético.

2. Comparar la actividad enzimética de la variante alélica R501P con los

de la proteina WT y la variante R501Q, previamente reportada y de
localizacion analoga en la proteina.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 DATOS CLINICOS DEL PACIENTE

El paciente a estudio es un vardn, asintomético en el momento actual, sin que haya
presentado una clinica aparente de deficiencia de HMG-CoA sintasa mitocondrial. Como
hallazgo casual, se detecta mediante técnicas de secuenciacion masiva la posible mutacion
R501P en heterocigosis que afecta al gen HMGCS2. A nuestro laboratorio se le ha
solicitado caracterizar funcionalmente dicha mutacion para comprobar su posible caracter
patolégico y sus efectos en la proteina mHS.

3.1.2 GENHMGCS2Y VECTOR PMAL-c2X

Nuestro laboratorio dispone del vector de expresion pMAL-c2X, en el que previamente se ha
insertado el gen HMGCS2. Este plasmido consta de 6646pb. Sus principales caracteristicas
son las siguientes (ver figura 3.1):

Origen de replicacion auténomo, derivado del plasmido pBR322

Gen de resistencia a la ampicilina

Promotor “tac” (Pic), inducible por isopropil-3-D-tiogalactopiranésido (IPTG)
Gen represor lacl’, que impide la transcripcién en condiciones basales

Gen malE que codifica la proteina maltose binding protein (MBP)

arwbd e

La insercién de la secuencia de DNA a expresar se produce en una zona del vector llamada
polilinker o “region de clonaje multiple”, una zona con multiples sitios de corte enzimaticos.
El gen malE esta unido al polilinker a través de una zona de reconocimiento para la
proteasa especifica “Factor Xa”. Esto va a permitir la separacion de la proteina de interés,
en este caso la enzima mHS, de la proteina MBP tras purificar.
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Figura 3.1. Mapa esquematico del vector pMAL-c2X

3.2 METODOS

3.2.1 MUTAGENESIS DIRIGIDA

Para el estudio funcional de cada variante hay que generar un mutante del gen HMGCS2,
gue previamente se ha insertado en el plasmido recombinante pMAL-c2X (pMAL-c2X-mHS).
En este caso, se ha escogido el método de mutagénesis dirigida por PCR con el Kit
“QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis” de Stratagene. EI método a seguir
consta de varias etapas (ver figura 3.2):

Desnaturalizacion del plasmido que contiene el gen a mutar

Ligacion de los oligonucleodtidos disefiados para introducir la mutacion
Extensién con la enzima Pfu DNA polimerasa

Tratamiento con Dpn | para digerir las hebras metiladas sin mutar
Transformacién del plasmido mutado en células XL1Blue

Reparacion de las mellas por accién de una ligasa

O-Q-Q-

Figura 3.2. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida

S o
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3.2.1.1 PCR de la mutagénesis

El DNA empleado como molde ha sido el plasmido recombinante pMAL-c2X-mHS aislado
de bacterias BL21. A continuacidn, se indican los primers utilizados, los componentes y las
condiciones de la reaccion (ver tablas 3.1 a 3.3):

PRIMERS SECUENCIAS'.............. 3
HS_R501Q_F AGCAGCATCGCCAAAAGTATGCCCG
HS_R501Q_R CGGGCATACTTTTGGCGATGCTGCT
HS_R501P_F AGCAGCATCGCCCAAAGTATGCCCG
HS_R501P_R CGGGCATACTTTGGGCGATGCTGCT

Tabla 3.1 Primers utilizados en las reacciones de mutagénesis dirigida
En rojo se sefiala el nucleétido a mutar

Reactivos Cantidad
Buffer 10x 5ul
pMAL-mHS 1,5pl
Primer F 1l
Primer R 1pl
dNTPs 1l
H.0 39,5ul
Pfu Turbo® DNA polimerasa 1pl

Tabla 3.2 Componentes de la reaccion de mutagénesis dirigida

Temperatura | Tiempo
Inicio 95 °C 1
Desnaturalizacion 95°C 30”
Hibridacion 55°C 30” 12 ciclos
Extension 68°C 10’
Extension final 68°C 10’

Tabla 3.3 Condiciones de la reaccién de mutagénesis dirigida

3.2.1.2 Digestién enzimética

Tras finalizar la reaccion previa, se afiade 1ul de enzima Dpnl al producto resultante y se
incuba a 37 °C durante 1 hora (ver figura 3.3):

Figura 3.3 Esquema del proceso de digestion enzimatica con Dpnl
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Las hebras de DNA originales, a diferencia de las que contienen la mutacion, se encuentran
metiladas o hemimetiladas. La enzima Dnpl, una endonucleasa de restriccion, va a cortar el
DNA en la secuencia GATC de aquellas hebras que se encuentren metiladas. De este
modo, se van a eliminar todas las que no hayan mutado.

3.2.1.3 Transformacion de XL1-Blue

Una vez generado el vector con la mutacién, debe introducirse en una célula competente
capaz de admitir el DNA exdgeno. Este proceso, conocido como transformacion, se lleva a
cabo en bacterias Escherichia coli XL1-Blue mediante choque térmico (Protocolo: ver anexo
2.1).

3.2.1.4 Seleccidon de colonias positivas

El siguiente paso serd seleccionar aquellas colonias de bacterias XL1-Blue, previamente
cultivadas en el medio sélido LB-ampicilina, que hayan incorporado el plasmido pMAL-c2X-
mHS. Este medio contiene un antibidtico perteneciente al grupo de los B-lactamicos, la
ampicilina (ver figura 3.4), que actia sobre la biosintesis de la pared celular bacteriana,
teniendo, por lo tanto, actividad bactericida.

OH

Figura 3.4 Estructura quimica de la ampicilina

El vector pMAL-c2X-mHS porta el gen de resistencia bla, que codifica la enzima
periplasmatica [(-lactamasa, con capacidad para romper el anillo B-lactamico de la
ampicilina. De este modo, solamente aquellas bacterias XL1-Blue que hayan incorporado el
plasmido correctamente van a ser capaces de crecer en el medio.

a. PCR boiling

Esta técnica se basa en el método de PCR convencional, pero utilizando células en lugar de
DNA directamente. Estas, al ser sometidas a elevadas temperaturas, se lisan y liberan su
material genético a la disolucién. Para llevarlo a cabo se preparara la mezcla de PCR y
sobre ella se afiadird aquella colonia que haya crecido en el medio. Se prepararan tantas
mezclas como colonias queramos analizar.

Posteriormente, se comprueban los productos de PCR mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5%. Se consideraran colonias positivas todas aquellas que hayan amplificado
el inserto del tamafio adecuado (1400pb). A continuacion, se indican los primers utilizados,
los componentes y las condiciones de la reaccion (ver tablas 3.4 a 3.6):

Primers Secuencia 5'.............. 3'
mHS_EcoF AAGGGAATTCACAGCCTCTGCTGTC
mHS_EcoR CTTTCCATGGATCCGCAGAACAC

Tabla 3.4. Primers utilizados en la reaccion de PCR boiling
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Reactivos Cantidad

Master Mix 7,54l
Primer F (20 ng/pl) 0,5ul
Primer R (20 ng/ul) 0,5ul

H,O 11pl

“picar” colonia -

Tabla 3.5. Componentes de la reaccion de PCR boiling

Temperatura | Tiempo
Inicio 95°C 1
Desnaturalizacion 95°C 30”
Hibridacion 54°C 30” 35 ciclos
Extension 72°C 145”7
Extension final 68°C 5

Tabla 3.6. Condiciones de la reaccion de PCR boiling
b. Secuenciacion de colonias positivas

En todas las colonias en las que se confirme la insercién del pladsmido, se debera comprobar
que expresa la mutacion deseada y ninguna otra. Para ello, se llevara a cabo el aislamiento
del DNA plasmidico mediante “miniprep”. Antes de llevarlo a cabo, se “picara” cada una de
las colonias positivas, previamente chequeadas por PCR boiling y se inoculardn por
separado en 6,5ml de medio LB-ampicilina liquido. Se cultivaran durante 12 horas a 37°C y
150rpm de agitacion (Protocolo: ver anexo 2.4).

El método de “miniprep” estd basado en la lisis celular mediante choque alcalino y su
posterior neutralizacion. Bajo estas condiciones, el DNA cromosémico y el resto de
componentes celulares van a precipitar. EIl DNA plasmidico, por el contrario, permanecera
en disolucion. Posteriormente, para eliminar posibles impurezas, se pasara la mezcla por
una columna de silice en presencia de una disolucién de elevada fuerza i6nica. Se eluira y
aislara con la ayuda de una solucién de baja fuerza iénica. Para realizar este procedimiento
se empleard el Kit “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” de Fermentas.

Una vez el plasmido esté aislado y puro, se procedera a preparar la mezcla de la reaccion
de secuenciacion. En este caso se ha utilizado un método de secuenciacién automética
basado en el uso de dideoxinucle6tidos marcados con distintos fluorocromos. Para ello, hay
que disponer de 250-375ng de DNA (Protocolo: ver anexo 2.5).

3.2.1.5 Transformacién de BL21

Tras aislar el DNA plasmidico con la mutacién, se transformaran las cepas E. coli BL21-
Codon Plus® (DE3)-RIPL de Stratagene, para la expresion y purificacion de la proteina
recombinante. Los protocolos a realizar son los descritos en los puntos 3.2.1.3 y 3.2.1.4,
pero esta vez con la cepa BL21 y en vez de 5ul de producto de PCR, se debe afadir 5ul de
plasmido pMAL-c2X-mHS con la mutacion.
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3.2.2 EXPRESION DE MUTANTES Y OBTENCION PROTEICA

Los pasos a seguir para obtener tanto la proteina mHS-WT pura, como el resto de proteinas
mutadas son los siguientes: induccion de la expresidn del clon recombinante, lisis del cultivo
celular, purificacién mediante cromatografia en columna de amilosa y corte de la proteina de
fusion con una proteasa especifica.

3.2.2.1 Induccion de la expresion

Una vez transformada la cepa E. coli BL21-Codon Plus® (DE3)-RIPL con el plasmido
recombinante pMAL-c2x-mHS, se procederd a la expresion de la proteina recombinante
mediante la induccion con IPTG. Este es un inductor del promotor “tac”, al que se une de
manera irreversible. Esta unién impide la represion ejercida por la proteina codificada por el
gen lacl’, estimulando asi la transcripcion del DNA (Protocolo: ver anexo 2.6).

3.2.2.2 Lisis celular

Para poder extraer las proteinas previamente inducidas, se debe romper la membrana
celular de las bacterias. Para llevarlo a cabo, se emplear4 un tratamiento por choque
térmico con lisozima (Protocolo: ver anexo 2.7).

3.2.2.3 Purificacion y corte de la proteina de fusién

Como ya se ha comentado, el plasmido en el que hemos clonado la proteina es un plasmido
de fusién, que nos va a codificar nuestra proteina unida a la proteina MBP. Esta proteina,
ademas de facilitar el proceso de purificacion, va a dar estabilidad a las proteinas con las
gue se co-expresa.

El proceso consiste en la purificacion de proteina mediante cromatografia en columna con
resina de amilosa. La MBP, unida a la proteina recombinante, tiene gran afinidad por la
amilosa, por lo tanto, quedara retenida en la columna y el resto de proteinas celulares seran
eluidas.

Una vez aislada la proteina de fusion mHS-MBP, es posible separar las dos proteinas
mediante el corte con una proteasa especifica, el Factor Xa. Esta proteasa reconoce y corta
la secuencia de 4 aminoacidos que existe entre la MBP y la mHS, por lo que la MBP
quedara unida a la resina de amilosa mientras que la mHS quedara en disoluciéon. Para la
realizacion de la purificacion se utilizara el Kit “pMAL™ Protein Fusion and Purification
System” de New England Biolabs (Protocolo: ver anexo 2.8).

3.2.3 CUANTIFICACION PROTEICA

Con el fin de comprobar los resultados obtenidos con el procedimiento de expresion de
proteinas recombinantes, se detallan los métodos de cuantificacion e identificacion proteicas
con el Método Bradford y la técnica de Western Blot.

3.2.3.1 Método Bradford

Para determinar la concentracion de proteina total obtenida, se debe realizar el método
Bradford. Es un método colorimétrico de cuantificacion de proteinas basado en el cambio de
absorbancia que se produce a 595nm cuando interaccionan un colorante hidrofébico, el azul
de Coomassie, con el interior hidrofébico de las proteinas.
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El colorante se torna de color pardo a azulado y el maximo de absorcién del colorante
cambia de 465nm a 595nm. El cambio de absorbancia a 595nm es proporcional a la
concentracion de la proteina en la muestra. Este método es muy sensible a determinadas
sustancias y detergentes, pero rapido y facil de llevar a cabo.

Para su realizacion es necesaria la preparacion de una curva de calibrado empleando una
proteina patrén, la albimina de suero bovino (BSA), y el reactivo Bradford (Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate).

El procedimiento a seguir se muestra a continuacion;

1. Preparar una solucién de 1:5 de reactivo Bradford.

2. Partiendo de una solucion de BSA a 1mg/ml y con el reactivo Bradford como
disolvente, preparar muestras de manera que las concentraciones finales de BSA
estén en el rango de 0 a 15ug/ml de BSA.

3. Medir por triplicado la absorbancia a 595nm en el espectrofotometro.

Una vez se tenga la recta patron establecida, se procedera a medir la concentracién de
cada una de las proteinas recombinantes (WT y mutantes), preparando una disolucién con
5ul de proteina purificada y 100ul de reactivo Bradford a 1:5. Se medira la absorbancia a
595nm y el valor se extrapolara en la recta patron, dandonos asi la concentracion de
proteina total en la mezcla.

3.2.3.2 Western Blot

La comprobacién de la correcta expresion y purificacion de las proteinas se llevard a cabo
por electroforesis en geles SDS-PAGE y la metodologia Western Blot. Para la electroforesis
SDS-PAGE se utilizardn geles de poliacrilamida Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™
Precast Gels de Bio-Rad.

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS es una técnica que permite la separacion
de proteinas en funcién de su tamafio y su identificacién por comparacién con un patron de
pesos moleculares. Las proteinas son disociadas mediante la accion del SDS (detergente
aniénico), de un agente reductor y del calor. Las proteinas van a migrar en funcién de su
tamafio y no de su secuencia.

M, (kDa) = M (kDa) 1 2 3

75 =
50 —
37
25—
15—

75 =—
- 50 —
37 —
25— - — target
15— protein

Figura 3.5 Esquema del proceso de electroforesis en geles SDS y Western Blot

Los geles estan formados por cadenas polimerizadas de acrilamida que se entrecruzan con
cadenas de bisacrilamida formando mallas. Con el fin de mejorar la separacion, la
electroforesis es discontinua mediante dos geles de distinta porosidad. Las proteinas
inicialmente atraviesan un gel concentrador (de tamafio de poro mayor) acumulandose en la
interfase, a partir de la cual atraviesan el gel resolutivo (tamafio de poro menor), donde se
separaran de manera individual.
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Antes de realizar la carga, se sometera a las muestras a un pretratamiento con tampon de
carga, el cual contiene B-mercaptoetanol y SDS, que romperan los puentes disulfuro,
desnaturalizando asi las proteinas. Este tamp6n de carga debe ser preparado en el
momento de su uso y esta formado por dos soluciones (ver tablas 3.7 y 3.8).

En cada pocillo se cargard la misma concentracion de cada una de las proteinas
recombinantes. La mezcla de carga contendra dos volimenes de solucion proteica y un
volumen de tampén de carga. Se hervird a 100°C durante 5 minutos. Posteriormente, se
guardard a 4 °C hasta su uso.

Reactivos Concentracién
SDS 6% (v/v)
B-mercaptoetanol 15% (v/v)
TRIS 0,5M pH 6,8 130nM

Tabla 3.7 Composicion de la solucién 1 del tampdén de carga

Reactivos Concentracién
Sacarosa 20%

Azul de bromofeno (BPB) 0,05%
Agua c.s.p 50ml

Tabla 3.8 Composicion de la solucion 2 del tampdn de carga

La técnica Western Blot combina la especificidad de los anticuerpos con la resolucion de las
técnicas electroforéticas. Las proteinas previamente cargadas y separadas en un gel de
electroforesis son transferidas a una membrana de material sintético mediante la aplicacién
de un campo eléctrico perpendicular a ambos. Con la proteina inmovilizada en la
membrana, se procede a la deteccion inmunolégica mediante la incubacion con el
anticuerpo especifico. EI complejo antigeno-anticuerpo generado se visualizara por
inmunoensayo enzimatico indirecto con un anticuerpo secundario.

Se usa un sustrato cromogénico que genera un producto insoluble. Es una técnica muy util
que permite la identificacién de una determinada proteina y la determinacion de su masa
molecular.

Como marcador de pesos moleculares se empleara “Prestained SDS-PAGE Standards,
Broad Range” de Bio-Rad (Protocolos: ver anexos 2.9y 2.10).

3.24 ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA

La medida de actividad de las proteinas obtenidas se llevara a cabo con el método de
espectrofotometria de absorcién molecular a 304nm. Como el acetoacetil-CoA es el Unico
componente de la reaccibn que puede absorber a esta frecuencia de onda, puede
monitorizarse el consumo de este reactivo y cuantificar asi la actividad de la enzima mHS. A
continuacion, se muestra la reaccion:
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Acetil-CoA + Acetoacetil-CoA

HMG-CoA sintasa mitocondrial

HMG-CoA + CoA

Como blanco se tomaré la medida de la cubeta con la mezcla de reaccion (ver tabla 3.9) sin
acetoacetil-CoA ni enzima a 304nm. Por otro lado, dado que el acetoacetil-CoA es capaz de
degradarse espontaneamente en disolucién, se monitorizara una disoluciéon que contenga
997ul de mezcla de reaccion y 3ul de acetoacetil-CoA cada minuto durante 10 minutos. Este
valor correspondera a la desaparicion de acetoacetil-CoA sin accion de la enzima mHS, y
por lo tanto, se restara a los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las
proteinas recombinantes. El procedimiento a seguir se muestra a continuacion:

1. Preparar en un eppendorf la mezcla de acetilacion: afiadir 6ul de Acetil-CoA a 1mM
y 12ul de enzima a ensayar.

2. Incubar 17 minutos a 30°C.

3. Anadir 15ul de enzima acetilada sobre 982ul de mezcla de reaccion (Tabla 3.9) en
una cubeta de cuarzo.

4. Anadir 3yl de Acetoacetil-CoA a 25mM y mezclar por inversion.

Medir la absorbancia a 304nm durante 10 minutos.

6. Repetir la operacién 3 veces para cada una de las enzimas.

o

Reactivos Cantidad
MgCl, (1M) 5yl
BSA (1mg/ml) 10pl
Acetil-CoA 25 mM 8ul
Tampén TRIS-EDTA pH 8,2 959l

Tabla 3.9 Composicion de la mezcla de reaccion
3.2.4.1 Célculo del coeficiente de extincion molar

Para poder establecer la actividad enzimética de la enzima mHS se debera calcular el
coeficiente de extinciéon molar (¢) del acetoacetil-CoA. Para ello, se prepararan las mezclas
de reaccién sin enzima (ver tabla 3.9), a las que se les afiadiran concentraciones crecientes
de acetoacetil-CoA (0, 1, 2, 5 y 10mM). Se medir4 la absorbancia de cada una de las
mezclas a 304nm cada minuto durante 10 minutos. Posteriormente se calculara el AAbs
entre 5y 10 minutos.

Segun la ley de Lambert-Beer:
AAbs=¢-1-c

AAbs — Incremento de absorbancias
€ — Coeficiente de extincion molar

| — Anchura de la cubeta (1cm)

¢ — Concentracion de acetoacetil-CoA
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El coeficiente de extincion molar (€) es, por lo tanto, igual al cociente entre el incremento de
absorbancias y la concentracién de acetoacetil-CoA. Si lo representamos de manera grafica,
se obtiene una recta con pendiente igual a ¢.

3.2.4.2 Célculo de la actividad enzimatica

Los célculos de actividad enzimatica se llevaran a cabo aplicando la ecuacién de Lambert-
Beer: la diferencia entre lo absorbido por la muestra y por el blanco es proporcional al
namero de moles de acetoacetil-CoA que se han consumido en la reaccién. De esta
manera, la actividad enzimatica sera igual al nUmero de moles que desaparecen de sustrato
por unidad de tiempo:

A -A
[Acetoacetil-CoA] = M

A[Acetoacetil-CoA]

Actividad enzimatica = A

3.25 PREDICCION BIOINFORMATICA

El modelo bioinformatico desarrollado en colaboracion del Profesor Paulino Gbmez Puertas,
junto con la estructura cristalina de la proteina mHS propuesta por Shafgat [10], se
emplearan para localizar y predecir el efecto final sobre la estructura proteica de las
variantes descritas en este trabajo.
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4.1

RESULTADOS

ESTUDIO FUNCIONAL “IN VITRO”

A continuacién se describen los resultados obtenidos para cada una de las proteinas
recombinantes analizadas mediante el método de ensayo enzimatico “in vitro” desarrollado en
este laboratorio:

4.1.1 Mutagénesis dirigida
Se han creado de manera individual los mutantes missense de la enzima mHS a estudio. Las

mutaciones y los cambios de nucleétidos introducido en el pldsmido pMAL-c2X-mHS se
observan en la tabla 4.1:

Mutacién | Cambio a nivel de DNA | Referencia

R501P €.1502G>C No reportado

R501Q ¢.1502G>A [17]

Tabla 4.1. Variantes alélicas a estudio

Como DNA molde para las reacciones de mutagénesis se ha utilizado el plasmido pMAL-c2X-
mHS. La introduccién de la mutacion se ha realizado siguiendo los procesos descritos en el
punto 3.2.1.

Tras la transformacion en bacterias XL1-Blue se aislo el DNA plasmidico mediante “miniprep”
y por secuenciacion Sanger se confirmé la presencia de las variante alélicas. Esto permitio
comprobar que no se habian introducido mutaciones no deseadas.

En las figura 4.1 y 4.2 se muestran las secuencias correspondientes a la region con la
variacion de cada uno de los plasmidos mutantes aislados de las bacterias BL21. Se indica
la comparacién de la secuencia mutada (R501P y R501Q) con la secuencia WT. Para las
bacterias XL1-Blue estas secuencias fueron idénticas.
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4.1.2

Método Bradford

Wild-Type

CATCGCCGAAAGTATG
Mutacion R501P

i

CATCGCCCAAAGTATG

Figura 4.2. Secuencia en forward del plasmido
pPMAL-mHS con la mutacién R501P

Wild-Type

CATCGCCGAAAGTATG

Mutacion R501Q

ol

CATCGCCAAAAGTATG

Figura 4.1. Secuencia en forward del plasmido
pPMAL-mHS con la mutacién R501Q

La solucion obtenida tras la purificacion se cuantificé antes de llevar a cabo el Western-Blot,
para poder después normalizar segun concentracion. Para llevar a cabo la cuantificacion de
la concentracion de proteina total en la fraccion soluble se establecié una recta patron (ver
punto 3.2.3.1). Los resultados pueden verse en la figura 4.3:
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0,03 1
[ ]
0,025 +
0,02
0,015
0,01
0,005

y =0,0048x + 0,0012
R2=0,9834

Absorbancia sgsnm

[BSA] ng/ul

Figura 4.3 Recta de calibrado de la proteina BSA

A continuacion se midieron las absorbancias a 595 nm del resto de proteinas recombinantes
y se extrapolaron estos valores a la recta de calibrado. Los valores de proteina total

obtenidos pueden verse en la tabla 4.2:

Mutacién Absorbancia sgsnm Proteina total (ug/ul)
Wild-Type 0,057 0,298
R501P 0,046 0,241
R501Q 0,059 0,304

Tabla 4.2 Valores de concentracion de proteina total

4.1.3 Western Blot

Como puede observarse en la figura 4.4, se ha logrado sobreexpresar la enzima WT y los
mutantes de mHS (52kDa). Todos van acompafiados de restos de proteina MBP (43kDa),
gue no ha sido totalmente eliminada con el método de purificacion.

WT RS501P R501Q

S mHS

<4 \IBP

Figura 4.4 Tinciobn Coomassie en membrana con patrén de bandas
de lamHS WTy las enzimas mHS mutadas

Con el fin de demostrar que la proteina observada a 52kDa se corresponde a la proteina mHS
recombinante, se realiz6 un Western Blot con anticuerpos especificos anti-mHS. En la figura 4.5
observamos que todas las proteinas mHS estan presentes en cada una de las enzimas

sobreexpresadas.
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WT RS501P RS501Q

—— o

UKD s — . —

Figura 4.5 Western Blot de la parte soluble utilizando anticuerpos anti-mHS

4.1.4 Ensayo de la actividad enzimatica

Para poder calcular la actividad enzimatica, es necesario conocer el coeficiente de extincion
molar (¢) del acetoacetil-CoA en las condiciones de reaccién. Para ello, se afadieron
concentraciones crecientes de acetoacetil-CoA a la mezcla de reaccién y se midio la
absorbancia a 304nm. El valor se ha obtenido calculando la pendiente de la recta de regresion

(ver figura 4.6).

05 T
04 1

0,1 +

Absorbancia zpunm

[AcAcCoA] mM
Figura 4.6 Célculo del coeficiente de extincién molar del acetoacetil-CoA

Atendiendo a la férmula de Lambert-Beer (ver punto 3.2.4.1), vemos que el coeficiente de
extincién molar corresponde a la pendiente de la recta de regresion. Su valor resulté ser

0.006889uM-tcm-L.

Para los célculos de actividad enzimatica se midié la cantidad de acetoacetil-CoA que hay en
disolucién. Debido a que el acetoacetil-CoA sufre degradacién al estar en disolucién, primero
se procedié a medirla cantidad que se degrada sin actuacidon enzimética, obteniendo asi un
factor de correccion.

Aplicando este factor de correccién se ha determinado cual era la cantidad de acetoacetil-
CoA que desaparecia por accion de la enzima y no por degradacién. Siguiendo el proceso
que se detalla en el punto 3.2.4.1, el factor de correccion de absorbancia obtenido fue de

0,035 (ver tabla 4.3).

Tiempo | Blanco WT R501P R501Q

5 min 0,63 0,35 0529 0491|0605 067 0665|0685 0,688 0,704

10 min 0,595 | 0,21 0,408 0,367 | 0,582 0,644 0,642 | 0,654 0,662 0,672

A (5-10) | 0,035 0,1283* 0,024* 0,0297*

Tabla 4.3 Medidas de absorbancia de acetoacetil-CoA
*El valor corresponde a la media de los valores de las tres medidas
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Las medidas de actividad se realizaron segun se describe en el punto 3.2.4.1. Una vez
aplicado el factor de correccidon y hechos los calculos pertinentes, Unicamente se pudo
detectar actividad en la proteina WT. En la tabla 4.4 se muestran los resultados en forma de
actividad enzimatica y actividad enzimatica especifica, y el tanto por ciento de actividad
especifica con respecto a la enzima WT.

Mutacion | Actividad (umol/min) | Actividad especifica (umol/min-mgenzima) | Porcentaje

Wild-Type 2,709 0,910 + 0,0996 100%
R501P -0,319 -0,013 + 0,021 0%
R501Q -0,155 -0,051 + 0,031 0%

Tabla 4.4 Medidas de actividad enzimatica

PREDICCION BIOINFORMATICA

4.2.1 Variantes alélicas R501P y R501Q

El aminoéacido arginina (Arg®°) forma un puente salino con el aminoacido acido aspartico
(Aspl9), estabilizando mediante una unién de larga distancia la hélice a3 y la [amina B17. El
cambio que se produce en la Arg®1, residuo positivo, por prolina en la variante R501P y por
glutamina en la variante R501Q, seguramente perturbe la interaccion con Asp'®l, cargado
negativamente. El efecto producido en ambos casos sera la distorsion de una zona de la
proteina préxima a la superficie de dimerizacion.

Sustrato

Figura 4.6 Localizacién del aminoacido Arg®°® en la enzima mHS
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5.1

5.2

DISCUSION

ESTUDIO FUNCIONAL “IN VITRO”

Hasta la fecha, nuestro laboratorio es el Unico a nivel mundial que ha conseguido llevar a cabo
de forma eficiente una técnica de ensayo de actividad enzimatica “in vitro” de la proteina mHS
humana. Este método consiste en un sistema de clonaje, expresion y medida de la enzima en
bacterias de E. coli usando el vector de expresion pMAL-c2X-mHS.

En este trabajo se ha utilizado dicho método para medir la actividad enzimatica de una nueva
variante alélica del gen HMGCSZ2, la mutacién R501P. Ademas, se han comparado los resultados
con los de la proteina WT y la variante R501Q, previamente reportada y de localizacion anéloga
en la proteina.

El valor obtenido para la concentracion final de proteina WT ha sido de 0,298ug/ul. Los valores
para las proteinas mutadas R501P y R501Q han sido 0,241ug/ul y 0,304ug/ul respectivamente.
La actividad especifica de la proteina WT fue de 0,910 pmol/min*mg de enzima. En cuanto a las
variantes alélicas, se han logrado obtener estables en disoluciéon, pero sin llegar a presentar
actividad enzimatica.

Como se ha comentado previamente, la enzima mHS es un mondémero que necesita unirse a
otro para tener actividad catalitica [10]. Por lo tanto, mutaciones que afecten a la superficie de
dimerizacion o al centro catalitico podrian explicar la obtenciébn de proteinas estables en
disolucién, pero sin presentar actividad.

Aunque el diagnéstico de la deficiencia de mHS es dificil por su poca especificidad,
recientemente se ha propuesto un perfil de excrecion de metabolitos en orina con la
determinacion de valores elevados de 4-HMP y de acido adipico [14] [32]. No obstante, el hecho
de no estar presentes en todos los pacientes hace que el estudio molecular y la caracterizacion
funcional de las mutaciones “in vitro” sean los métodos de eleccion para estudiar a estos
pacientes.

LOCALIZACION Y EFECTO DE LAS VARIANTES

Dentro de la estructura realizada en la prediccion bioinformatica (ver punto 4.2.1) podemos ver
que la arginina forma un puente salino con el aspartato, estabilizando mediante una unién de
larga distancia la hélice o y la lamina 317. Este es un residuo conservado tanto en HMGCS?2 de
mamiferos como en su homdloga citosolica (cHS) e incluso en HMG-CoA sintasas tan alejadas
filogénicamente como las de bacterias y plantas.
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5.3

En la variante R501P, el cambio que se produce en la arginina, residuo hidrofilico cargado
positivamente y de gran tamafio por prolina, residuo hidrofébico alifatico y de pequefio tamafio,
seguramente perturbe la interaccién con el aspartato, residuo hidrofilico cargado negativamente
y de pequefio tamafio.

En la variante R501Q, el cambio que se produce en la arginina, residuo hidrofilico cargado
positivamente y de gran tamafio por glutamina, residuo hidrofilico sin carga, seguramente
perturbe la interaccion con el aspartato, residuo hidrofilico cargado negativamente y de pequefio
tamafio.

Por lo tanto, el efecto que se producira en ambas mutaciones seré la distorsion de una zona de
la proteina préxima a la superficie de dimerizacion. La ausencia de actividad catalitica se
justificaria entonces al estar afectada la unién de ambos monémeros.

VENTAJAS Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La mayor parte de los estudios funcionales de la enzima mHS se han realizado a partir de la
proteina procedente de extractos crudos de higado [8]. Siendo este un procedimiento complejo,
con un gran namero de pasos hasta su completa purificacion. Ademés de ser una técnica
invasiva para el paciente y no estar exenta de interferencias, fundamentalmente por la actividad
residual de la isoforma HMG-COoA sintasa citosélica humana (cHS).

Con el estudio de las variantes alélicas, se puede determinar con precisién la actividad
enzimética de un dimero cuyos mondémeros contengan la misma mutacion. Es decir, en aquellos
pacientes que presenten una mutacibn en homocigosis. Sin embargo, en pacientes con
mutaciones en heterocigosis compuesta se desconoce cual va a ser la proporcién de cada
mondmero y cdmo se van a unir para la formacién de los dimeros.

Es muy probable que muchos de estos pacientes nunca lleguen a debutar con la enfermedad o
tengan unos sintomas muy leves, lo que puede condicionar que pase desapercibida la deficiencia
y condicione su baja prevalencia. Todos estos aspectos hacen dificil establecer unas adecuadas
relaciones genotipo-fenotipo en estos pacientes, lo que dificulta conocer el pronéstico y poder
hacer un adecuado consejo genético a la familia.

Los estudios realizados previamente sobre la enzima mHS pensaban que dicha proteina era
inestable “in vitro” [18]. Los resultados de este trabajo, junto con los obtenidos previamente en
nuestro laboratorio demuestran lo contrario [17] [28]. Esté método consigue obtener una enzima
estable en disolucién, activa y con un alto grado de pureza. Ademas, nos ofrece la posibilidad de
realizar estudios de cualquier variante alélica de la mHS mediante mutagénesis dirigida sobre el
plasmido pMAL-c2x-mHS.

Todo ello convierte a la técnica de clonaje, expresion y ensayo enzimatico de la HMG-CoA

sintasa mitocondrial humana como el método de eleccidn para llegar a un diagnéstico de certeza
de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

Se hareportado por primera vez la mutacién patolégica R501P del gen
HMGCS2.

Se hacomprobado labuenareproductibilidad del método de expresion,
purificacidon y ensayo enzimatico de la enzima mHS humana. Se ha
obtenido una concentracién de 0,298ug/pl y una actividad enzimatica
de 0,910 U/mg de la proteina wild type.

Mediante mutagénesis dirigida en el plasmido pMAL-c2x-mHS se ha
conseguido introducir la mutacién R501P en la secuencia de la
proteina.

Mediante técnicas de expresién se ha conseguido obtener soluble la
proteina mutada R501P con una concentracion de 0,241ug/ul.

El ensayo enzimatico de la proteina mutada ha mostrado una ausencia
absoluta de actividad.

Los estudios bioinformaticos sugieren que la mutacion R501P, al igual

que la ya descrita R501Q, altera la superficie de dimerizacion de la
enzima HMG-CoA sintasa mitocondrial humana.
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Tabla 7.1 Sexo, genotipo, edad de debut y resumen de la historia clinica
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@ H: hombre; M: mujer @ A: afios; M: meses ® Del: delecién; Hom: homocigosis
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Tabla 7.2 Sexo, genotipo, edad de debut y resumen de la historia clinica

de los pacientes reportados con deficiencia de mHS
@ H: hombre; M: mujer @ A: afios; M: meses © Del: delecién; Hom: homocigosis
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Tabla 7.3 Sexo, genotipo, edad de debut y resumen de la historia clinica

de los pacientes reportados con deficiencia de mHS
@ H: hombre; M: mujer @ A: afios; M: meses © Del: delecién; Hom: homocigosis
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Anexo 2. Protocolos utilizados:

2.1 Transformacion de XL1-Blue:

Sacar una alicuota de células competentes XL1-Blue guardadas a -80°C y dejar en
hielo hasta su descongelacion.

Mezclar en un tubo de polipropileno, especial para transformacioén, 35ul de células
competentes XL1-Blue y 5ul de producto de PCR.

Incubar 30 minutos en hielo.

Choque térmico: calentar la mezcla de reaccién a 42°C durante 45 segundos en un
bafio de agua y seguidamente trasvasarla a hielo durante 2 minutos.

Anadir 300pl de medio de cultivo SOB atemperado y estéril (ver punto 7.2.2).
Incubar a 37°C y 150rpm durante 2 horas. En esta fase todas aquellas células que
hayan sido transformadas expresaran el gen de resistencia a ampicilina presente

en el DNA plasmidico.

Sembrar el volumen total de la mezcla anterior en una placa atemperada con medio
LB-ampicilina solido (ver punto 7.2.3).

Dejar crecer el medio durante 24 horas a 37°C.

2.2 Medios de cultivo - Medio SOB (Super Optimal Broth):

Este medio es mucho mas rico en nutrientes que el medio LB (Luria-Bertani). Se usara cuando
se requiera un rapido crecimiento bacteriano.

1.

Disolver 30,7 gramos de medio SOB de Pronadisa (ver tabla 7.4) en 1 litro de agua
destilada. Calentar y agitar hasta completa disolucion.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Conservar a 4°C.

Reactivos Cantidad
Triptona 20g
Extracto de levadura 5g
NaCl 0,5g
KClI 0,1869
MgSO, 59
Agua destilada c.s.p. 1l

Tabla 7.4 Composicion del medio SOB
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2.3 Medios de cultivo - Medio LB (Luria-Bertani):

a. Medio LB liquido:

1.

Disolver 20 gramos de LB (Lenox-Pronadisa) en 1 litro de agua destilada (ver
tabla 7.5). Calentar y agitar hasta su completa disolucién.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Conservar a 4°C.

Reactivos Cantidad
Triptona 109
Extracto de levadura 5g
NaCl 5g

Agua destilada c.s.p. 1l

Tabla 7.5 Composicion de medio LB liquido

b. Medio LB sdélido:

Disolver 35 gramos de LB-AGAR (Lenox-Pronadisa) en 1 litro de agua
destilada (ver tabla 7.6). Calentar y agitar hasta su completa disolucion.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Cuando el medio esté atemperado, afadir el antibiético ampicilina a una
concentracion final de 1:1000.

Afadir la solucién a las placas de cultivo. Una vez solidificadas, conservar a
4°C hasta su uso.

Reactivos Cantidad
Triptona 109
Extracto de levadura 5g
NaCl 59
Agar bacteriolégico 159
Agua destilada c.s.p. 1l

Tabla 7.6 Composicion de medio LB sélido
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2.4 “Miniprep”:

1.

Bajar el cultivo celular. Afiadir a un tubo Eppendorf 1,5ml de cultivo. Centrifugar 1
minuto a 13000 rpm y a temperatura ambiente. Eliminar el sobrenadante y repetir el
proceso sobre el mismo tubo Eppendorf.

Resuspender el pellet con 250ul de disolucién de resuspension.

Afadir 250ul de disolucion de lisis y mezclar por inversion 4-5 veces. Incubar 5
minutos a temperatura ambiente.

Aradir 350ul de solucién neutralizadora e invertir 4-6 veces. Centrifugar 5 minutos
a 13000 rpm.

Sobre la columna de separacién afadir el sobrenadante y centrifugar 1 minuto a
13000 rpm. Eliminar el eluido.

ARadir sobre la columna 500pl de solucién de lavado. Centrifugar 1 min a 13000
rpm. Descartar el eluido. Repetir el procedimiento 3 veces.

Introducir la columna en un tubo Eppendorf limpio. Aiadir 30ul de agua mili-Q, dejar
actuar durante 2 minutos y centrifugar 2 minutos a 13000rpm para eluir el DNA
plasmidico.

2.5 Mezcla de lareaccién de secuenciacion:

Medir la concentracion de DNA plasmidico por espectrofotometria aprovechando la
propiedad de absorbancia del DNA de doble cadena a 260nm.

Anadir en un tubo Eppendorf la cantidad suficiente de DNA para alcanzar 250ng en
disolucién aproximadamente.

Anadir 3,5ul del primer de secuenciacion a una concentracion de 1ng/ul (ver tabla
7.7).

Ajustar el volumen final con agua mili-Q hasta alcanzar los 19ul.

primers Secuencia 5'.............. 3'

mHS_SE3 | AGGATTCAGGCAATACTG
mHS_SR3 | CCTCGCTCCAGGGCCAG

mHS_SE5 | ACATGATCTTTCATACACC

Tabla 7.7 Primers secuenciacion DNA plasmidico*.
*Cada una de las colonias se secuenciaran con este trio de primers.

2.6 Induccion de la expresion:

1.

Preparacion del preinoculo: sobre 25ml de medio LB-ampicilina liquido (ver punto
2.3), picar una de las colonias de la cepa BL21 con el inserto. Incubar a 37°C durante
12 horas en agitacion en un shaker a 150 rpm.
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2. Trasvasar el preindculo a 1 litro de LB-ampicilina y dejar crecer, durante 3 horas
aproximadamente, hasta que la DOsgsnm alcance 0,8-1,2.

3. Bajar la temperatura de incubacién a 20°C.

4. Dejar pasar 20 minutos para que se atempere el medio e inducir la expresion
afiadiendo IPTG hasta una concentracion final de 0,3mM.

5. Dejar en agitacion a 150 rpm durante 18 horas a 20°C.

6. Centrifugar el cultivo 10 minutos a 4°C a 4000 rpm y recuperar el pellet.

2.7 Lisis celular:

1. Resuspender el pellet obtenido tras la induccién en 4ml de buffer de lisis (ver tabla
7.8).

2. Incubar a 37°C durante 15 minutos, invirtiendo cada 2-3 minutos.

3. Incubar inmediatamente a -80°C durante 45 minutos.

4. Descongelar el lisado a 37°C durante 2-3 minutos aproximadamente.
5. Centrifugar a 13000rpm durante 30 minutos a 4°C.

6. Recuperar el sobrenadante. Es la fase donde se van a encontrar todas las proteinas
solubles, entre ellas nuestra proteina recombinante.

Reactivos Concentracién
Tris-base pH 7,4 20mM
NaCl 200mM
EDTA imM
Lisozima Img/ml
DNAsa 10pg/ml
RNAsa 10pg/ml
PMSF (inhibidor proteasas) 100pg/ml
DTT imM
Glicerol 10%(v/v)
Tritén X-100 0,2%(v/v)

Tabla 7.8 Composicion del buffer de lisis
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2.8 Purificaciéon y corte de la proteina de fusion:

1.

10.

Equilibrado de las bolas de resina con amilosa (#800-21S de New England Biolabs).
Estas vienen reconstituidas en un 20% de alcohol, que hay que eliminar:

a. Tomar una cantidad determinada de bolas en un tubo Eppendorf y
centrifugar 5 minutos a 4000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

b. Rellenar el tubo con Column Buffer (ver tabla 7.9) y agitar la mezcla por
inversion. Centrifugar 5 minutos a 4000 rpm y eliminar el sobrenadante.
Repetir este paso dos veces.

c. Afadir la cantidad necesaria de Column Buffer para dejar las bolas de
amilosa al 50% de concentracion.

Afadir 100yl de la disolucién anterior por cada mililitro de disolucién de lisado e
incubar la mezcla de proteinas y amilosa durante 1 hora a 4°C con agitacion suave.

Centrifugar a 4000rpm durante 5 minutos y seguidamente, eliminar el sobrenadante.
Resuspender el pellet en 1ml de Column Buffer.

Trasvasar la disolucion a una columna cromatografica (“Poly-Prep®
Chromatography column” de Bio-Rad) y eluir el tampon sin dejar que la columna se

seque del todo.

Lavar con 6ml de Column Buffer y eluir el tampdn. Repetir el proceso 3 veces. Todos
estos pasos se realizaran a 4°C.

Recoger de la columna las bolas de amilosa unidas a la proteina de fusion y
centrifugar 1 minuto a 4000rpm y 4°C. Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el precipitado en 250l de Buffer de proteasa (ver tabla 7.10) y afiadir
Factor Xa hasta una concentracion de 0,1% (v/v).

Incubar durante 24 horas con agitacién suave a 4°C.

Centrifugar 1 minuto a 4000rpm y 4°C. Recuperar el sobrenadante y conservar a
-80°C.

Reactivos Concentracién
Tris-base pH 7,4 20mM
NaCl 200mM
EDTA imM

Tabla 7.9 Composicion del Column Buffer

43



Reactivos | Cantidad

Tris (pH 8) 20mM

NacCl 150mM
EDTA 1mM
DTT ImM

Glicerol 10%(v/v)

Factor Xa | 0,1%(v/v)

Tabla 7.10 Composicion del buffer de proteasa

2.9 Electroforesis SDS-PAGE:

1. Montar el sistema de electroforesis con el gel y el tampén de electroforesis (1x
Tris/glicina/SDS de Bio-Rad).

2. Cargar en cada uno de los pocillos las muestras previamente tratadas y el marcador
de pesos moleculares.

3. Correr el gel con un voltaje de 150V durante aproximadamente 1 hora.

2.10 Western Blot:

1. Activar la membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore) sumergiéndola en una
disolucién de metanol durante 30 segundos, 1 minuto en agua destilada y por dltimo
equilibrar en el tampdn de transferencia (1x Tris/glicina/metanol de Bio-Rad).

2. Retirar el gel de poliacrilamida y equilibrarlo en el tamp6n de transferencia.
3. Montar el sistema de transferencia segun el siguiente orden:

Esponja

Papel Whatman 3M

Gel de poliacrilamida

Membrana de nitrocelulosa (Inmobilon-P, Millipore)
Papel Whatman 3M

Esponja

~o o0 oW

4. Eliminar las burbujas de aire que hayan podido quedar atrapadas entre el gel y la
membrana.

5. Colocar el sistema de transferencia en la cubeta de transferencia. El gel en el polo
negativo (negro) y la membrana en el polo positivo (rojo). La cubeta ha de estar
refrigerada a 4°C.

6. Realizar la transferencia durante 90 minutos a una intensidad de 300mA.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Finalizada la transferencia, retirar la membrana y lavarla durante 10 minutos con
TBS-Tween (ver tabla 7.11) y agitacion. Repetir este paso dos veces.

Tefiir la membrana con Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250 de Sigma) al
1% disuelto en acido acético: metanol: agua (1:8:20) durante una hora.

Destefiir mediante una solucién decolorante con la siguiente composicién: acido
acético: metanol: agua (1:8:20).

Bloguear la membrana con una disolucion de TBS-Tween-Leche en polvo al 5% (ver
tabla 7.11) durante 1 hora.

Lavar la membrana durante 10 minutos con TBS-Tween con agitacion. Repetir este
paso dos veces.

Incubar la membrana con el anticuerpo primario especifico contra la proteina mHS
diluido 1:500 en TBS-Tween-Leche toda la noche a 4°C.

Lavar con TBS-Tween dos veces durante 10 minutos con agitacion.

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario diluido 1:1000 en TBS-Tween-
Leche durante 2 horas a temperatura ambiente. Tapar el sistema para evitar que
incida la luz sobre él.

Lavar con TBS-Tween dos veces durante 10 minutos con agitacion. Revelar la
membrana con el reactivo “EMD Millipore Immobilon™ Western Chemiluminescent
HRP Substrate” (ECL) de Millipore, con exposiciones cada 5 minutos durante 40
minutos.

Reactivos Cantidad
NaCl 89
KCI 0,29
TRIS 39
Tween 1ml
Leche en polvo* 50g
Agua c.s.p 1000ml

Tabla 7.11 Composicion del buffer de la solucion TBS-Tween
*Este reactivo se afiadira tan sélo en la solucion TBS-T-Leche
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Anexo 3: Abreviaturas

10x
4-HMP

ASO
BSA

C.S.p.
cDNA
cHS

cm

cm

CPT1
DNA
DNAsa
dNTPs
DOsgsnm
DTT

E. coli
ECG
EDTA

F

G

g

GH
GLUT-1
GLUT-3
HL
HMG-CoA
HMGCS1
HMGCS2
IPTG

KCI

kDa

kg

Minuto

Segundo

10 veces concentrado
4-hidroxi-6-metil-2-pirona

Adenina

Angstrém

Allele Specific Oligonucleotide
Albumina de suero bovino

Citosina

Cantidad suficiente para

DNA codificante

HMG-CoA sintasa citosoélica humana
Centimetro

Centimetro

Carnitina Palmitoiltransferasa |
Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleasa
Desoxirribonucleétidos

Densidad éptica a 595 nanémetros
Ditiotreitol

Escherichia coli
Electrocardiograma
Etilendiaminotetraacetato

Forward

Guanina

Gramo

Hormona del crecimiento
Transportador de glucosa 1
Transportador de glucosa 3
HMG-CoA liasa
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA

Gen de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa citosélica
Gen de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA sintasa mitocondrial
Isopropil-B-D-tiogalactopiranésido
Cloruro de potasio

Kilodalton

Kilogramo
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MBP
MCAD
mg
MgCl;
mHS
MIM#
MIM*
min
ml
MLPA
mM
NacCl
ng

NM
nm
NP

°C
PAGE
pb
PCR
PMSF

RNAsa
rpm
SCOT
SDS

TRIS
WT
AAbs

Hg

1]
MM
umol

Proteina de unién a la maltosa

Deficiencia de acil CoA-deshidrogenasa de cadena media

Miligramo

Cloruro de magnesio

HMG-CoA sintasa mitocondrial humana
Referencia para una enfermedad
Referencia para un gen

Minuto

Mililitro

Multiplex Ligation Probe Analysis
Milimolar

Cloruro de magnesio

Nanogramo

Secuencia de referencia del gen
Nandémetro

Secuencia de referencia de la proteina
Grado centigrado

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Fluoruro de fenilmetilsulfonio

Reverse

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

Succinil-CoA acetoacetato transferasa
Dodecilsulfato sodico

Timina
2-amino-2-hidroximetil-propano-1,3-diol
Wild type

Incremento de absorbancias
Coeficiente de extincion molar
Microgramo

Microlitro

Micromolar

Micromol
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Anexo 4: Lista de aminoacidos

I @ m m oo >
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Ala
Cys
Asp
Glu
Phe

Gly

His

lle

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
GIn
Arg
Ser
Thr

Val
Trp

Tyr

Alanina
Cisteina
Aspartato
Glutamato
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
Lisina
Leucina
Metionina
Asparagina
Prolina
Glutamina
Arginina
Serina
Treonina
Valina
Triptéfano

Tirosina
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