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Introduccion

INTRODUCCION

Durante los ultimos diez afios nuestro grupo de investigacién se ha
centrado en el estudio molecular de la aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica.
Esta enfermedad, de caracter autosémico recesivo, estd producida por la
deficiencia de la HMG-CoA liasa mitocondrial (HL), enzima que cataliza el
ultimo paso de la sintesis de cuerpos ceténicos (Faull et al., 1976) y que esta
codificada por el gen HMGCL. Un trabajo continuado y metddico ha permitido
gue la peninsula Ibérica se haya convertido en el lugar del mundo con mas
pacientes diagnosticados a nivel molecular. Ademas, en este tiempo, nuestro
grupo ha comunicado el mayor numero de variantes alélicas de |la
enfermedad, entre ellas, la segunda mas frecuente del mundo, la
denominada “mutaciéon Mediterranea” (Pié et al., 1997).

En el afo 2004 gracias al programa de busqueda de cDNAs completos
“The Mammalian Gene Collection”, nuestro grupo identific6 el mRNA Homo
sapiens 3-hydroxymethyl-3-methylglutaryl-Coenzyme A Iyase-like 1 o
HMGCLL1, que posee una gran homologia con el gen humano HMGCL. El
posible hallazgo de un nuevo gen (HMGCLL1) de caracteristicas analogas al
HMGCL nos estimulé a profundizar en su estudio.

Los estudios preliminares sobre el gen HMGCLL1 y la proteina que
codifica (HL-Likel), quedaron recogidos en la Tesis de Sebastidan Menao
Guillén (2006). Sin embargo, quedaron sin responder cuestiones importantes
en relacion a las posibles variantes del gen HMGCLL1, y a la localizacion,
funcion y distribucidn por tejidos de la nueva proteina. Por todo ello, el
objetivo fundamental de este trabajo ha sido continuar con el estudio del gen
HMGCLL1 y de la proteina HL-Likel, para intentar responder a las preguntas
de cdmo es, donde estd y cudl es la funcidn de esta nueva enzima humana.
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1.1. Vias de la cetogénesis

Los acidos grasos, al igual que los hidratos de carbono, son moléculas
muy importantes en el metabolismo energético celular, constituyendo su
oxidacioén la principal fuente de energia para muchos tejidos como el musculo
cardiaco (Kodde et al., 2007).

La mayor parte de la degradacion de los acidos grasos se obtiene
mediante la B-oxidacién, un proceso mitocondrial en el que se produce la
oxidaciéon escalonada y eliminacién de fragmentos de dos carbonos en forma
de acetil-CoA. Este producto puede ser utilizado para la sintesis de cuerpos
ceténicos o, a través del ciclo de Krebs, para formar CO, y H,0. Cuando el
acetil-CoA se acumula por encima de su capacidad de oxidacion o de uso
para la sintesis de acidos grasos, se produce la cetogénesis. Se trata de una
ruta anabdlica, que se origina en la mitocondria, mediante la cual el acetil-
CoA se transforma en cuerpos cetdénicos: acetoacetato, B-hidroxibutirato y
acetona. La sintesis de estos compuestos se realiza a través de cuatro pasos
enzimaticos que se muestran en la figura 1.1.

Acil-CoA

B-OXIDACION *

V

Acetil-CoA + Acetil-CoA

? Acetoacetil-CoA tiolasa
\/
Acetoacetil-CoA + Acetil-CoA
l HMG-CoA Sintasa
HMG-CoA
ACETOACETATO
CO, V\/ \ B-hidroxibutirato deshidrogenasa
ACETONA B-HIDROXIBUTIRATO

Figura 1.1. Reacciones enzimaticas de la ruta principal de la cetogénesis.

« En la primera reaccion, dos moléculas de acetil-CoA se condensan
para dar acetoacetil-CoA. Esta reaccidon esta catalizada por la enzima
acetoacetil-CoA tiolasa (E.C.2.3.1.9).

4
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« A continuacién, el acetoacetil-CoA generado, reacciona con otro
acetil-CoA para formar el 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA).
Esta es una reaccién de condensacién llevada a cabo por la enzima
HMG-CoA sintasa mitocondrial (mHS) (E.C.4.1.3.5).

« En la tercera reaccidon, el HMG-CoA se rompe dando acetoacetato,
gue es el primer cuerpo ceténico que se produce, y acetil-CoA. Este
paso esta catalizado por la HMG-CoA liasa (HL) (E.C.4.1.3.4).

« En la cuarta reaccién, el acetoacetato es reducido a B-
hidroxibutirato, segundo cuerpo cetdnico generado. La enzima que
participa en dicha reaccidon es la B-hidroxibutirato deshidrogenasa
(E.C.1.1.1.30).

« Alternativamente el acetoacetato puede sufrir una descarboxilacion
espontanea y formar acetona, tercer cuerpo ceténico.

El tejido principal donde se produce la cetogénesis es el higado
(Zammit, 1981). También se ha descrito, aunque en menor grado, en rifidn
(Nakatani et al., 1996), en intestino de ratas adultas (Thumelin et al., 1993),
durante la lactancia de éstas (Bekesi y Williamson, 1990; Hahn y Taller,
1987), y en astrocitos corticales de ratas recién nacidas (Blazquez et al.,
1998; Cullingford et al., 1998). Los cuerpos cetdnicos se transportan desde
alli a otros tejidos, en donde el acetoacetato y el B-hidroxibutirato pueden
reconvertirse de nuevo en acetil-CoA para la generacién de energia. Asi pues,
los cuerpos cetdnicos constituyen un combustible auxiliar cuando el
catabolismo de los hidratos de carbono estd limitado (Edmond et al., 1992;
Zammit, 1981).

Los cuerpos ceténicos pueden estar elevados tanto en situaciones
fisioldgicas: ayuno (Balasse, 1979), ejercicio prolongado, dieta rica en
grasas, embarazo (Herrera, 2002), etapa neonatal (Girard et al., 1985);
como en situaciones patoldgicas: diabetes (Barrena et al., 2009), estados de
obesidad y enfermedades relacionadas con defectos del metabolismo de la
glucosa o del glucégeno (Mitchell et al., 1998 (a)).

La produccién de cuerpos cetdnicos en las mitocondrias hepaticas es
un proceso complejo que estd controlado con gran precision (Guzman vy
Geelen, 1993; Zammit y Moir, 1994). Los pasos mejor regulados son
aquellos que determinan el aporte de acidos grasos al higado, su entrada a la
mitocondria y la canalizacion del poo/ de acetil-CoA hacia la sintesis de
cuerpos cetonicos (Fukao et al., 2004).

La salida de acidos grasos del tejido adiposo estd regulada
hormonalmente de manera compleja (Wang et al., 2008), lo que influye en la
disponibilidad de sustrato para la B-oxidacidon y para la sintesis de cuerpos
cetonicos.
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La entrada de acidos grasos de cadena larga a la mitocondria se
produce a través de las enzimas Carnitina Palmitoil Transferasas I y II (CPT-I
y CPT-II). La enzima CPT-I esta regulada negativamente por el malonil-CoA,
un éster de tres atomos de carbono, que también estda implicado en el
proceso de sintesis de acidos grasos (Saggerson, 2008). Durante la lipolisis
el nivel de malonil-CoA esta disminuido y los acidos grasos pueden entrar en
la mitocondria. Sin embargo, cuando se produce la sintesis de acidos grasos
por parte de la acetil-CoA carboxilasa, el nivel de malonil-CoA aumenta,
produciendo la inhibiciéon de la CPT-I (Eaton, 2002).

En 1968 se propuso por primera vez la hipdtesis de que la enzima
HMG-CoA sintasa mitocondrial actuaba también como punto de control
posterior a la reaccién catalizada por la CPT-I (Williamson et al., 1968). Esta
teoria fue apoyada por diferentes estudios (Dashti y Ontko, 1979), y quedd
finalmente confirmada en 1988, en un trabajo con ratas diabéticas realizado
por el grupo de la Dra. B.D. Grantham (Grantham y Zammit, 1988).

La enzima mHS estad regulada a través de dos mecanismos: a corto
plazo por succinilacion y desuccinilacién (Lowe y Tubbs, 1985), y a largo
plazo por una regulacién transcripcional. Ambos mecanismos de control estan
influenciados por factores nutricionales y hormonales (Hegardt, 1999). Esto
justifica la importancia de la cetogénesis en la diabetes, en estados de
inanicién, en procesos donde se produce una lipolisis intensa, en el periodo
fetal-neonatal y en la transicién entre la lactancia materna y el destete
(Hegardt, 1999).

Se considera, por tanto, que existen tres puntos de control en Ia
sintesis de cuerpos cetdénicos. El primero controla la salida de sustratos
(acidos grasos) del tejido adiposo; el segundo se encuentra a nivel de la
reaccion catalizada por la CPT-I y permite la entrada del sustrato a la
mitocondria para que se produzca la B-oxidacién; y el ultimo se localiza
dentro de la propia ruta cetogénica, a nivel de la enzima mHS.

Por otro lado, existe una ruta cetogénica alternativa a la descrita
anteriormente, que tiene lugar a partir de sustratos procedentes del
catabolismo de aminoacidos. Los animales consiguen un aporte importante
de energia en la degradacién de las proteinas, generando precursores
glucogénicos o cetogénicos. Algunos aminoacidos, como la leucina (Thomas
et al., 1982), durante su proceso de catabolismo, dan lugar a intermediarios
cetogénicos mediante los cuales se pueden obtener acetoacetato, PB-
hidroxibutirato y acetona. Ambas rutas cetogénicas confluyen en la enzima
HMG-CoA liasa mitocondrial (Figura 1.2).
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B- OXIDACION CATABOLISMO DE LA LEUCINA
Acil-CoA L-Leucina
' '
l 2-Ketoisocaproato
Acetil-CoA + Acetil-CoA 3-Meti|ctotoni|-CoA
v
1 3-Metilclutaconil-CoA

Acetoacetil-CoA /

———p HMG-CoA

Acet|I CoA
Acetil-CoA
cetil-Co \1 HMG-CoA Liasa

ACETOACETATO
02 V\/ \
ACETONA B-HIDROXIBUTIRATO

Figura 1.2. Convergencia de las rutas cetogénicas del acetil-CoA de la B-
oxidacidén y del catabolismo de la leucina.

1.1.1. LA CETOGENESIS DURANTE EL DESARROLLO

La cetogénesis es un proceso metabdlico importante durante el
desarrollo y en las primeras etapas de la vida del individuo (Girard et al.,
1985). Ademas, la expresion de la enzima HL parece ser imprescindible para
la vida en modelos animales, ya que su ausencia provoca letalidad
embrionaria (Wang et al., 1998). Sin embargo, esto no ocurre en humanos,
ya que los pacientes con déficit de la HL tienen un desarrollo intra-uterino
normal.

Algunos ejemplos de la importancia de los cuerpos cetdnicos durante el
desarrollo los encontramos en el cerebro inmaduro. Alli son unos precursores
para la sintesis de aminoacidos (aspartato, glutamato y glutamina) mas
importantes que la glucosa, y estan implicados en la biosintesis de lipidos
necesaria para el crecimiento y la reestructuracion de conexiones celulares
(Laeger et al., 2010).

Existen varios factores que entran en juego en Ilos cambios
experimentados en esta ruta y que abarcan desde factores hormonales y de
disponibilidad de sustrato, hasta de actividad de las enzimas implicadas
(Girard et al., 1985). Ademas, es necesario diferenciar entre la transicién
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entre la etapa fetal a la neonatal y la de la lactancia materna hasta el destete
y la alimentacién soélida.

En la transicion de la etapa fetal a la postnatal, se incrementa la
disponibilidad de &acidos grasos procedentes de los triglicéridos del tejido
adiposo o del higado, y de la leche materna. En humanos, los acidos grasos
utilizados para la sintesis de cuerpos cetdénicos derivan principalmente de
estas fuentes (Melichar et al., 1965). Sin embargo, en otras especies, como
las ratas, la cetogénesis procede casi exclusivamente de los acidos grasos de
la leche materna y no de las reservas del tejido adiposo (Ferré et al., 1978).

En esta etapa aumenta la ratio glucagdn:insulina plasmatica. Se
produce un marcado aumento del glucagéon plasmatico y un descenso de la
insulina en humanos (Platt y Deshpande, 2005), ratas (Blazquez et al., 1974;
Girard et al., 1973) y conejos (Callikan et al., 1979), lo que potencia la ruta
cetogénica.

Los estudios, realizados principalmente en ratas, han demostrado que
los ratios de oxidacidon de acidos grasos y de sintesis de cuerpos cetdnicos
son muy bajos en el higado fetal, pero que aumentan mucho en los recién
nacidos durante el primer dia de vida. Estos cambios van acompanados de un
aumento de la actividad de la enzima CPT-I (Foster y Bailey, 1976) y de las
enzimas implicadas en la ruta de sintesis del HMG-CoA (Hipolito-Reis et al.,
1974; Lockwood y Bailey, 1971), asi como de su nivel mRNA y proteina
(Prip-Buus et al., 1995; Thumelin et al., 1993).

En la transiciéon entre la lactancia y el destete también se producen
cambios a diferentes niveles. Algunas de las enzimas que muestran una
actividad elevada durante la etapa de la lactancia, y que estan involucradas
en la oxidacion de 4acidos grasos o en la cetogénesis, disminuyen
notablemente su actividad hasta alcanzar los valores registrados en adultos a
lo largo de esta etapa. Estos cambios han sido muy bien estudiados en el
cerebro (Prins, 2008).

Ademas, se produce una disminucion progresiva de la cantidad de
glucagén en sangre mientras que aumenta la de insulina (Beaudry et al.,
1977; Girard et al., 1977), lo que se relaciona con un descenso de la
cetogénesis y un aumento de la lipogénesis hepatica.

Todas estas acciones llevan hasta la “normalizacion” de la actividad de
las enzimas de la ruta cetogénica que se encuentra en animales adultos,
salvo las excepciones metabdlicas comentadas anteriormente.

En la figura 1.3 se indican, de manera esquematica, los cambios
producidos en la actividad enzimatica de las principales enzimas del
metabolismo de los cuerpos cetdnicos en las primeras etapas de la vida de
las ratas. Los datos se han obtenido de los articulos de Foster y Bailey
(1976), Hipolito-Reis (1974) y de Lockwood y Bailey (1971).
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Todas las enzimas ven incrementada su actividad durante los primeros
dias tras el nacimiento, para luego ir descendiendo de manera mas o menos
paulatina hasta los valores registrados en ratas adultas.

001 o CPT-1,/10000
800 - Tiolasa
= 700 { A mHS*100
c HL
g 600 A
>~
£ 500 -
=
= 400 -
S
< 200 -
100 - ‘Aﬁ
O T T T T T T T T 1
F o 5 15 D 30 45A
Edad (dias)

Figura 1.3. Actividad enzimatica de algunas de las principales
enzimas del metabolismo de los cuerpos ceténicos en las primeras
etapas del desarrollo. F indica fetal, D destete (dia 25) y A adulto.

1.2. Funciones de los cuerpos cetonicos

Los cuerpos cetdnicos realizan diferentes funciones subcelulares en el
organismo que van mas alld de la produccidon de energia. Entre ellas se ha
descrito que sirven como sustrato en la sintesis de lipidos y que actian como
reguladores del metabolismo (Robinson y Williamson, 1980).

La utilizacién de cuerpos cetodnicos por los tejidos periféricos depende
de dos enzimas: la Succinil-CoA Transferasa (SCOT) de localizacién
mitocondrial (Williamson et al., 1971) y la Acetoacetil-CoA Sintetasa (AACS)
gue se encuentra en citosol (Buckley y Williamson, 1973). Esta localizacion
diferencial hace que ambas enzimas realicen funciones distintas. La SCOT
estd relacionada con la obtencién de energia usando como fuente a los
cuerpos cetonicos (Williamson et al., 1971), mientras que la enzima AACS
esta implicada en la sintesis de lipidos a partir de ellos (Buckley y Williamson
1973). Las rutas metabdlicas en las que estan implicadas ambas enzimas se
muestran a continuacién en la figura 1.4.
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MITOCONDRIA CITOSOL
Acetoacetato Acetoacetato
Succinil-CoA CoA
Transferasa
Succinato « Acetoacetil-CoA
\/ Acetil-CoA ——
Acetoacetil-CoA y HMG-CoA Sintasa 1
HMG-CoA
CoA Acetoacetil-CoA
tiolosa HMG-CoA Reductasa
\J
Acetil-CoA + Acetil-CoA Mevalonato
|
\ |
Ciclo de Krebs Sintesis de lipidos

Figura 1.4. Comparacion de las rutas metabdlicas en las que estén implicadas las enzimas
Succinil-CoA Transferasa y Acetoacetil-CoA Sintetasa, en el uso del acetoacetato como
sustrato.

La enzima SCOT no se encuentra presente en el higado, lo que explica
su papel como productor de cuerpos cetdnicos, pero no como consumidor de
los mismos (Fukao et al., 1997).

Algunas de las funciones que llevan a cabo los cuerpos cetdnicos en el
organismo se detallan a continuacion.

1.2.1. FUENTE DE ENERGIA

La principal funcion de los cuerpos ceténicos es proporcionar al
organismo una fuente de energia alternativa cuando no hay glucosa. Este
hecho es de vital importancia para ciertos érganos como el cerebro (Morris,
2005), rifdon (Baverel et al., 1995), corazén (Kodde et al., 2007), musculo
esquelético (Zorzano et al., 2000), pancreas (Berne, 1975) e intestino
delgado (Kimura e Ilich, 1991). Ademds, en determinadas etapas del
desarrollo, como en el periodo postnatal, o durante periodos de ayuno
prolongado puede ser el combustible energético principal, aportando hasta el
60% de la energia consumida por algunos tejidos, como el cerebro (Morris,
2005).

En situaciones metabdlicas especiales como ayuno prolongado,
enfermedad o dietas bajas en carbohidratos, la falta de cuerpos cetdnicos
puede comprometer seriamente la supervivencia, ya que el organismo no
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dispone de una fuente de energia alternativa a la glucosa (Sweetman vy
Williams, 2001).

1.2.2. SINTESIS LIPIDICA

La sintesis de lipidos procedentes de los cuerpos cetdnicos se conoce
desde 1973 (Buckley y Williamson, 1973). Se ha demostrado, en diversos
estudios, que actlan como sustratos en el proceso de mielinizacién en el
cerebro de neonatos (Lopes-Cardozo et al., 1984; Nehlig y Pereira de
Vasconcelos, 1993) y, en menor grado, en la glandula mamaria durante la
lactancia (Robinson y Williamson, 1977; Zammit, 1981).

El nivel de mRNA de la enzima AACS estd elevado en los tejidos
lipogénicos de ratas (Yamasaki et al., 2005), lo que sugiere un papel
principal para los cuerpos ceténicos como sustrato en la sintesis de lipidos en
estos tejidos.

La importancia de esta ruta se encuentra en tejidos como el cerebro,
donde se utilizan como sustrato para la sintesis de esteroles que forman
parte de la mielina de las neuronas (Lopes-Cardozo et al., 1984). En este
sentido, se ha relacionado, en los ultimos afios, la expresion la enzima AACS
con la de la HMG-CoA Reductasa en el cerebro (Ohgami et al., 2003). Ambas
enzimas se activan e inhiben bajo los mismos reguladores y el patrén de
expresidon en las distintas zonas del cerebro va en paralelo (Ohgami et al.,
2003). En el cerebelo, la expresién de mRNA de la AACS esta restringida a
células de la glia (Ohnuki et al., 2005), lo que sugiere que la AACS tiene
como papel principal proporcionar el colesterol necesario a las neuronas del
cerebelo (Ohnuki et al., 2005).

1.2.3. ANTIOXIDANTE

Diferentes estudios han demostrado que el acetoacetato contribuye a
la supervivencia y al mantenimiento funcional de distintas estirpes celulares
(Squires et al., 2003; Maalouf et al., 2007). Este efecto protector se
relaciona con su accion antioxidante.

Se ha demostrado que una combinacion de acetoacetato y B-
hidroxibutirato disminuye la produccidn de especies reactivas de oxigeno
(ROS) formadas en el complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial en
cultivos de hipocampo de raton (Maalouf et al., 2007; Noh et al., 2006). En
estos estudios se demostré que los cuerpos ceténicos disminuian los niveles
de NADH y la produccion de ROS sin afectar al nivel de glutation,
antioxidante natural de las células.

Sin embargo, otros estudios han reportado que los cuerpos cetdnicos
aumentan la produccidn de ROS en otras células como cardiomiocitos y
eritrocitos aislados (Jain y McVie, 1999; Pelletier y Coderre, 2007), por lo que
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el papel que desempefian podria variar en dependencia del tejido ante el que
nos encontremos.

1.2.4. NEUROPROTECCION

Muchos estudios han reportado la importancia de los cuerpos cetdénicos
en el metabolismo cerebral como agentes neuroprotectores (Guzman vy
Blazquez, 2004; Maalouf et al., 2007, 2009).

En modelos in vitro de enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson, afadir B-hidroxibutirato a los cultivos celulares mejord la
supervivencia de los mismos (Imamura et al., 2006; Kashiwaya et al., 2000;
Tieu et al., 2003). La administracién de B-hidroxibutirato en modelos, tanto
in vitro (Kashiwaya et al., 2000) como in vivo (Van der Auwera et al., 2005)
de Alzheimer también mostré una mejora en la neuroproteccién. En otros
transtornos neuroldgicos, como la esclerosis lateral amiotréfica, la dieta
cetogénica produjo un efecto neuroprotector que ha sugerido su utilizacion
terapéutica (Zhao et al., 2006). Esto ya es bien conocido para pacientes
epilépticos que mejoran con dietas cetogénicas (Maalouf et al., 2009).

Ademas de su posible papel farmacoldgico en patologias neuroldgicas,
también se ha relacionado el aumento de cuerpos cetdnicos en plasma con
una mayor tolerancia a las situaciones de hipoxia (D’Alecy et al., 1990; Eiger
et al., 1980). Asi, la administraciéon de una dieta cetogénica durante tres
semanas ha mostrado un incremento de la tolerancia a la hipoxia in vivo
(Puchowicz et al., 2005).

A pesar de estos estudios, los mecanismos de neuroproteccion de los
cuerpos ceténicos no se conocen con precision. Se cree que aumentan la
eficiencia metabdlica del metabolismo mitocondrial por disminuciéon del
consumo de oxigeno y de los niveles de NADH (Maalouf et al., 2007) y por
aumento de la oxidacion del coenzima Q (Veech el al., 2001). De ser asi,
estos mecanismos serian los mismos que explicarian su efecto antioxidante.

Menciéon aparte merecen los estudios de neuroproteccion realizados en
ciertos modelos de enfermedad neurolégica, como la excitotoxicidad
producida por glutamato o el estrés oxidativo. Asi, la administracion de
acetoacetato durante 14 dias, a roedores a los que se induce neurotoxicidad
por glutamato, muestra un descenso del dafio neuronal, una disminucion del
volumen de la lesidon y una mejora en la produccién de ATP (Massieu et al.,
2003). Aunque inicialmente, como en los casos descritos anteriormente, no
se conocian los mecanismos de estos efectos. En el afo 2007, el grupo del
Dr. G. Yellen propuso que tanto el B-hidroxibutirato como el acetoacetato
reducian la despolarizacion neuronal espontdnea en células del sistema
nervioso central (Ma et al., 2007). Este efecto requeria de la apertura de
canales de potasio sensibles a ATP, sin embargo, el conocimiento de que los
cuerpos cetdonicos aumentan también el nivel de ATP celular que provoca el
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cierre de dichos canales genera cierta controversia. Por esta razén, la
importancia real de este efecto no ha sido totalmente aclarada en la
actualidad.

Por otra parte, las investigaciones del grupo del Dr. M. Maalouf en las
gue se observaba un efecto neuroprotector de los cuerpos cetdnicos frente a
la neurotoxicidad producida por glutamto (Maalouf et al., 2007), abrid
nuevas vias de investigacion. Recientemente se ha demostrado que el
acetoacetato inhibe al transportador de glutamato de las vesiculas sindpticas
(VGLUT) por competencia con el CI, su activador alostérico. De este modo,
parece que los cuerpos cetdnicos provocan una disminucion del glutamato en
las vesiculas presinapticas y una disminucién del niumero de moléculas
secretadas a la sinapsis (Juge et al., 2010).

De una manera mas amplia, el mecanismo propuesto es el siguiente:
el ayuno o la dieta cetogénica provocan cetosis, lo que aumenta la
concentracién de acetoacetato en sangre. Desde alli, el acetoacetato puede
atravesar la barrera hematoencefdlica y llegar hasta las neuronas, donde
disminuye el nimero de moléculas de glutamato que se secretan a la
hendidura sindptica, al inhibir a su transportador. La ingesta de carbohidratos
disminuye los niveles de acetoacetato, lo que provoca la rapida activaciéon de
los transportadores VGLUT, permitiendo la entrada de glutamato a las
vesiculas sinapticas y restaurando, de esta manera, los niveles de glutamato
en la hendidura sinaptica y la neurotransmision (Figura 1.5).

A
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Glutamato
Cuerpos cetonicos

CIE 3G

Transmision de seiial

» ) Receptor

Cuerpos cetonicos

L Ayuno

Dieta cetogénica

Figura 1.5. Mecanismo de acciéon de los cuerpos
cetdénicos propuesto. Imagen tomada del articulo de
Juge et al., 2010.
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1.2.5. ACTIVACION DE LA SALIDA DE INSULINA

Aunque se sabe desde hace tiempo la capacidad que tienen los cuerpos
ceténicos para potenciar la secrecion de insulina (Goberna et al., 1974;
Rhodes et al., 1985; Malaisse et al., 1990), hasta el afio 2007 no se propuso
un mecanismo que explicase los fendmenos que subyacen tras este efecto
(MacDonald et al., 2007).

Recientes investigaciones, llevadas a cabo por el grupo del Dr. M.J.
MacDonald, han mostrado un nuevo modo de regular la secrecion de insulina
en cultivos celulares (INS-1), que dependeria de la transferencia de grupos
acil (acetoacetato y citrato), entre la mitocondria y el citosol. Segun esto, se
produce un aumento en la expresion y actividad de enzimas como la piruvato
carboxilasa, AACS, SCOT y ATP citrato liasa (Berne, 1975; MacDonald et al.,
2005). El aumento en la actividad de estas enzimas provoca el transporte de
sus productos hacia el citosol, produciendo un aumento de la concentracion
citosdlica de acetoacetil-CoA y HMG-CoA (MacDonald et al., 2007), entre
otros metabolitos.

Sin embargo, existen diferencias entre los niveles de activacion de las
distintas enzimas entre los islotes pancreaticos de humanos y de roedores
(MacDonald et al., 2011). Las enzimas AACS y SCOT tienen un mayor nivel
de expresion en los islotes pancredticos humanos, y la actividad de la
piruvato carboxilasa y la ATP citrato liasa es significativamente menor si la
comparamos con la de los islotes pancreaticos de roedores (MacDonal et al.,
2011). Estos hallazgos indican que el nivel de activacion de las rutas
implicadas en la exportacion de los grupos acil desde la mitocondria hasta el
citosol es diferente entre ambas especies, aunque el resultado final sea el
mismo.

Por otra parte, son necesarios otros factores para que se produzca la
secrecion de insulina, ya que si sélo se necesitase un aumento, o bien de los
acil-CoA de cadena corta, o bien de la sintesis de ATP, los cuerpos cetdnicos
serian suficientes para que se produjese esta secrecién. Se ha sugerido que
el incremento de NADPH en el citosol, debido al aumento del aporte de
malato por la lanzadera piruvato-malato, podria ser un factor relacionado con
la secrecién de insulina (MacDonald, 1995, 2005).

Por otro lado, también se ha reportado que los cuerpos cetdnicos, y
mas concretamente el B-hidroxibutirato, son capaces de inhibir el transporte
de glucosa mediado por insulina en el musculo oxidativo (Yamada et al.,
2010). El hecho de que el B-hidroxibutirato pueda ser al mismo tiempo
beneficioso (fuente de energia) y negativo (provocar resistencia a insulina)
en el mismo tejido puede responderse dentro del contexto de la “hipdtesis
del gen ahorrador” (Neel et al., 1998). Durante épocas de ayuno o de
restriccion caldrica, la resistencia a insulina del musculo, puede ser
beneficiosa al canalizar la glucosa sanguinea hacia otros tejidos como el
cerebro. Los cuerpos ceténicos junto con los acidos grasos libres son capaces
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de proporcionar la energia suficiente al musculo, al mismo tiempo que
inhiben la captacién de glucosa. En periodos de buena alimentacion los
efectos negativos de los cuerpos ceténicos quedan, probablemente,
minimizados.

1.3. Las isoenzimas HMG-CoA liasa mitocondrial
y peroxisomal

La proteina 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A liasa o HMG-CoA liasa
humana (HL) es una enzima que cataliza de manera irreversible la ruptura
del 3-hidroxi-3-metilglutaril CoA (HMG-CoA) en acetoacetato y acetil-CoA.
Esta reaccidon supone el paso final comun de la sintesis de cuerpos cetdénicos
y del catabolismo de la leucina (Faull et al., 1976).

La enzima estd formada por 325 aminoacidos y su forma
cataliticamente activa es un homodimero, el cual estd formado por dos
monomeros de HL idénticos unidos a través de un puente disulfuro (Roberts
et al., 1994). Se ha demostrado que es mas activa en forma de mondmero
gue de dimero, por lo que se puede decir que la dimerizacidon actla como un
mecanismo de regulacién negativo (Kramer y Miziorko, 1980).

La HL posee dos isoformas, una mitocondrial y otra peroxisomal. La
isoforma mitocondrial estda formada por 298 aminoacidos. La forma nativa
contiene un péptido lider de 27 aminoacidos en el extremo N-terminal que
dirige a la HL hacia la mitocondria. Una vez anclado a la membrana es
cortado, liberando asi la proteina madura de 298 aminoacidos. La funcién en
este organulo es la de catalizar el corte del HMG-CoA en acetoacetato y
acetil-CoA, reaccion clave en la sintesis de cuerpos ceténicos y en el
catabolismo de la leucina (Faull et al., 1976).

La proteina HL también se ha encontrado en los peroxisomas, hacia
donde es dirigida por el tripéptido seifal CKL situado en el extremo C-
terminal. En este organulo la proteina estd compuesta por 325 aminoacidos
(Ashmarina et al., 1994). Al principio, se hipotetizé con que la isoforma
peroxisomal pudiese ser monomérica (Ashmarina et al., 1996), pero
posteriormente se identificé en forma de homodimero (Tuinstra et al., 2002).
Aunque la actividad de esta isoforma es similar a la mitocondrial, su funcién
dentro de los peroxisomas es desconocida. Se ha hipotetizado que podria
intervenir en la sintesis de colesterol (Ashmarina et al., 1994) o en la
degradacion de acidos grasos de cadena larga (Krisans, 1996), pero no hay
resultados experimentales que lo confirmen.

La enzima HL no estd regulada por factores hormonales, energéticos o
post-traduccionales. Su mayor o0 menor actividad depende de Ia
disponibilidad de sustrato que le proporciona la enzima inmediatamente
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anterior de la ruta, la mHS, que si estd sometida a finos mecanismos de
regulacion (Hegardt, 1999).

1.3.1. EL GEN HMGCL

El gen que codifica la HL humana (Genomic Accesion NT_004610.19)
se localiza en el cromosoma 1, en la posicidn 1p36.1-p35. Esta formado por
9 exones y 8 intrones con un tamafo total de 23,583 pares de bases. La
region 5’ no traducida presenta elementos caracteristicos de un gen
“housekeeping”, como es la presencia de una isla CpG que contiene lugares
de union a SP1 (Wang et al., 1996). Este gen estd ampliamente distribuido
en la escala filogénica localizdndose tanto en organismos eucariotas
(humano, rata, pollo) como procariotas (Pseudomonas mevalonii).

El mRNA que codifica el gen HMGCL humano (Genomic Accesidn
NM_000191.2) tiene un tamafio de 1.6 Kb. Este gen posee un splicing
fisioldgico que produce tres variantes: una con todos los exones que codifica
una proteina activa y otras dos con deleciones de los exones 5 y 6
(NM_001166059.1) y 5, 6 y 7 sin actividad liasa (Muroi et al, 2000; Puisac et
al., 2011). Las dos ultimas variantes aparecen de forma muy minoritaria en
tejidos productores de cuerpos ceténicos como higado y rifidn (Puisac et al.,
2011).

Recientemente, estudios de expresién de mRNA del gen HMGCL,
realizados mediante la técnica de Real-Time PCR, han demostrado una
expresion tejido especifica (Puisac et al., 2010). Asi, el higado, tal como era
de preveer, presenta los niveles mas elevados de mRNA, mientras que otros
organos como el pancreas, el testiculo o el rindn han sorprendido con unos
niveles también altos de mensajeros. Estos ultimos datos estan ayudando a
comprender la patologia y complicaciones asociadas a la deficiencia de la HL
(Puisac et al., 2010).

1.4. La nueva enzima HMG-CoA Liasa-Likel

Tras el proyecto Genoma se han puesto en marcha los proyectos
Transcriptoma y Proteoma. Gracias a ello, se ha ido acumulando mucha
informacion de secuencias de DNA y proteinas. Las secuencias de nucledtidos
se encuentran contenidas en distintas bases de datos, como el GenBank en
EEUU, el EMBL en el Reino Unido y el DDBJ en Japdn. Las secuencias de
proteinas estan recogidas en el SWISS PROT y en el PIR.

La estrategia que se sigue para la caracterizacién de cDNAs completos
se basa en generar librerias de cDNA de diferentes vectores de clonaje a
partir de tejidos y lineas celulares (Adams et al., 1992).
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Uno de los cDNAs identificados mediante estas metodologias
(Strausberg et al., 2002) ha sido el mMRNA Homo sapiens 3-hydroxymethyl-3-
methylglutaryl-Coenzyme A lyase-like 1 6 HMGCLL1 mRNA (cDNA clone
MGC:33395 IMAGE:4818781), con numero inicial de acceso en el GenBank
de BC024194.1 con gi 18848223. Sin embargo, posteriormente han
aparecido otras versiones de este gen que se comentaran en el desarrollo de
este trabajo.

El hallazgo de este gen, por nuestro grupo, fue realizado de forma
fortuita en el transcurso de una busqueda de cDNAs completos relacionados
con el gen HMGCL en la base de datos “"The Mammalian Gene Collection”.
Tras el encuentro, nuestro laboratorio clondé y expresé el gen HMGCLL1,
describiendo por primera vez las caracteristicas de una nueva enzima la
HMG-CoA liasa likel (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006).

1.4.1. CARACTERISTICAS DEL GEN HMGCLL1

El gen que codifica para la HL-Likel humana (Genomic Accesion
NT_007592.15) esta situado en el cromosoma 6 y, en un principio, se
describié una organizacion genémica formada por 9 exones y 8 intrones con
un tamafo total de 144,842 pares de bases. Sin embargo, recientemente
han aparecido nuevas variantes del gen, como se explicara en el desarrollo
de la tesis, que muestran una nueva organizacion gendmica formada por 11
exones y 10 intrones. La region 5 no traducida presenta elementos
caracteristicos de un gen “housekeeping”, como es la presencia de una isla
CpG gue contiene lugares de unioén a SP1.

Utilizando la metodologia de Real-Time PCR se ha visto que el gen
HMGCLL1 se expresa en numerosos tejidos (pancreas, testiculo, placenta,
intestino, pulmén y cerebro), con un patrén de expresion diferencial que
cambia segun las etapas del desarrollo (Tesis Sebastian Menao Guillén,
2006).

1.4.2. COMPARACION DE LOS GENES HMGCL Y HMGCLL1

Los resultados iniciales, recogidos en la tesis de Sebastidn Menao
Guillén (2006), nos muestran la existencia de diferencias y similitudes entre
ambos genes. Por ejemplo, tienen un 67% de concordancia a nivel del
MRNA, pero su localizacion cromosdémica es diferente. Esto parece indicar
gue nos encontramos ante genes paralogos, ya que comparten un alto grado
de homologia pero estan situados en lugares distintos del mismo genoma.
Probablemente estos genes tienen un origen evolutivo comun y surgieron a
través de algun tipo de duplicacién génica (Strachan, 1992).

A nivel del promotor ambos genes poseen una isla CpG en su zona
5'UTR (UnTraslated Region) lo cual los define como “housekeeping”. Este tipo
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de genes son esenciales para el funcionamiento global de la célula y se
expresan en la mayoria de los tejidos.

Para conocer en qué tejidos se expresa principalmente el gen
HMGCLL1 se han realizado estudios de PCR cuantitativa a tiempo real. De
esta manera, se ha observado la diferencia de expresion de ambos genes en
distintos tejidos humanos, tanto adultos como fetales. En tejido adulto, el
gen HMGCLL1 se expresa principalmente en pancreas, testiculo, placenta,
intestino, pulmoén y cerebro, aunque ninguno de estos tejidos destaca de
manera notable sobre los demds. Curiosamente, mientras que la expresién
de HMGCL es maxima en higado, en este tejido el HMGCLL1 apenas se
expresa (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006).

En tejidos fetales se ha observado que el nivel de expresién del gen
HMGCLL1 en el cerebro destaca sobre todos los demas, llegando incluso a
superar el nivel de expresién de tejidos adultos. Sin embargo, la expresion
del gen HMGCL en este érgano es muy baja.

Aunque el nivel de expresién del gen HMGCLL1 es inferior al del gen
HMGCL, la importancia que parece tener éste en el cerebro fetal, junto con
su patron caracteristico de expresién tisular, sugiere que codifica una
isoenzima con funciones diferentes.

1.4.3. COMPARACION DE LAS PROTEINAS HL Y HL-LIKE1

Los estudios preliminares muestran una gran homologia entre las
proteinas HL y HL-Likel. Existe una analogia del 83% entre las secuencias
aminoacidicas (Tesis Sebastidn Menao Guillén, 2006) y los estudios
bioinformaticos adelantan una gran similitud estructural.

Figura 1.6. Modelo estructural de la Figura 1.7. Modelo estructural de la
proteina HL-Likel. proteina HL.
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Los elementos de estructura secundaria son practicamente iguales y
los amino&cidos clave para la actividad catalitica de la HL (Arg*', Asp*?, Glu’?,
Tyr'®’, Cys®%®, Asn?’®, His*** e His?3®) estdn conservados también en la enzima
HL-Likel (Fu et al., 2006, 2010; Montgomery y Miziorko, 2011; Roberts et
al., 1995, 1996, 1997; Tuinstra y Miziorko, 2003) (Figuras 1.6 y 1.7.). Estos
residuos ocupan las mismas posiciones dentro de los elementos de estructura
secundaria. Asimismo, la disposicién del centro activo y del lugar que ocupa
el sustrato dentro de éste es practicamente idéntico.

Con estos datos se intuye que la nueva enzima HL-Likel posee
actividad liasa, lo cual ya se ha demostrado mediante ensayo enzimatico,
utilizando el método descrito por Wanders et al., 1988 (Tesis Sebastian
Menao Guillén, 2006).

Todo ello nos ha llevado a proponer que la nueva enzima es una
isoforma de la HL. Sin embargo, aun nos quedan muchas cosas por conocer y
entre ellas y muy importante, su localizacién subcelular. La ausencia del
péptido lider mitocondrial nos ha generado dudas sobre su ubicaciéon. Por
otro lado, los datos proporcionados por los programas bioinformaticos
colocan al citosol como la localizacién mas probable. Ademas, no debemos
descartar la posibilidad de que su destino final sea el peroxisoma, ya que se
ha descrito una isoforma de la enzima que actla en ese organulo (Ashmarina
et al., 1994), con lo que la HL-Likel también podria hacerlo.

1.5. La tubulina

La tubulina es una proteina globular que forma parte de los
microtubulos del citoesqueleto celular. En la actualidad, se distinguen tres
tipos de tubulinas: la alfa (a), la beta (B) y la gamma (y). Todas ellas
comparten en sus cadenas aminoacidicas una homologia del 35 al 40% (Little
y Seehaus, 1988). Las tubulinas a y B son las subunidades esenciales de los
microtubulos (MTs), mientras que la tubulina y es un componente
fundamental del centrosoma.

Comunmente, se denomina tubulina a un heterodimero formado por
dos subunidades a y B que al ensamblarse de manera altamente organizada,
generan uno de los principales componentes del citoesqueleto, los
microtubulos. Durante el proceso de polimerizacion, la molécula de GTP
unida a la tubulina B es hidrolizada (Desai y Mitchison, 1997), esto no parece
afectar a la que estd unida a la tubulina a. Los heterodimeros se ensamblan
en una estructura denominada protofilamento, en el que la tubulina B de un
dimero contacta con la tubulina a del dimero siguiente. Los protofilamentos
interaccionan entre ellos lateralmente a través de contactos a-a y B-B
(Chretien et al., 1995). La estructura de los MTs se indica en la figura 1.8.
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Junta 25 nm

Figura 1.8. Estructura de un microtubulo.

Los MTs son componentes del citoesqueleto que no sélo estan
involucrados en la division celular, sino que también contribuyen a la
organizacion y compartimentalizacion de rutas de sefalizacion en las células
en interfase. Estas propiedades de los microtubulos se deben a su
organizacion en red dindmica que continuamente explora el citoplasma
(Etienne-Manneville, 2009).

En las células eucariotas, algunos MTs se pueden estabilizar y las
subunidades de tubulina que los forman pueden sufrir algunas modificaciones
postraduccionales que influyen en las propiedades de los mismos (Perdiz et
al.,, 2011). Una de estas modificaciones es la acetilacion, que esta
emergiendo como uno de los principales mecanismos reguladores de las
propiedades y funciones de los microtubulos.

1.5.1. FUNCION DE LA TUBULINA ACETILADA

La acetilacién de la tubulina se produce en el aminoacido lisina 40 de
la a-tubulina, tras el ensamblamiento de los MTs. La tubulina acetilada se
encuentra en MTs estables, de vida larga y resistentes al nocodazol (Palazzo
et al., 2003).

La tubulina acetilada es un regulador de la sefalizacion celular y de
mecanismos importantes en la célula como son la diferenciacion, el estrés y
la supervivencia. En muchos aspectos, todo esto permite a la célula integrar
los estimulos y coordinar su respuesta a través de la red de MTs (Perdiz et
al., 2011).

Los efectos de la tubulina acetilada en la célula son muy amplios. Se
sabe que es critica para el desarrollo y la funcidon neuronal, ya que potencia
el trafico polarizado de proteinas en células asimétricas (Reed el al., 2006).
Recientes investigaciones muestran un papel relevante de la tubulina en
enfermedades degenerativas como el Huntington (Dompierre et al., 2007) o
el Parkinson (Outeiro et al., 2007).

También se ha encontrado que la tubulina acetilada participa en la
regulacion de varias vias de sefalizacion al modular la actividad y la
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localizacion de las proteinas de la membrana plasmatica. Un ejemplo
interesante es el de la Na*K*'-ATPasa, cuya interaccién con la tubulina
acetilada provoca su inhibicion (Arce et al., 2008).

Sin embargo, en la mayoria de los casos, la funcién reguladora llevada
a cabo por la tubulina acetilada se observa de manera indirecta y, a menudo,
depende del reclutamiento o de la activacion de las enzimas deacetilasas
HDAC6 y SIRT2 (Schemies et al., 2009), que actuan modificando a la
tubulina.

Otros procesos celulares en los que participa la tubulina acetilada
implican desde la conexién entre distintos organulos subcelulares (Burgess et
al., 1991; Friedman et al., 2010), hasta la regulacién de la sefalizacién de
diferentes rutas metabdlicas (Perdiz et al., 2011).

Todos estos datos refuerzan la idea de que la red de MTs es una llave
moduladora de las sefiales complejas de los organulos y sugieren que la
acetilacién de la tubulina podria actuar como un mecanismo de regulacion del
transporte basado en MTs y en la generacion de sefiales complejas de los
organulos.

1.5.2. POSIBLE RELACION ENTRE LA TUBULINA ACETILADA Y
LA HL-LIKE1

La relacion existente entre la tubulina acetilada y la ruta cetogénica se
establece a través de histonas deacetilasas (HDAC), como la HDAC1, y el
efecto que ejercen sobre el promotor de la HMG-CoA sintasa mitocondrial. Se
ha relacionado un aumento de la actividad de la HDAC1 con la hipoacetilacion
del promotor de la enzima mHS, lo que desencadena una disminucién de su
transcripcién y actividad (Camarero et al., 2003). Si la actividad de la mHS
disminuye, la HL tendrd una menor disponibilidad de sustrato y, en
consecuencia, su actividad también disminuira.

Las HDACs también tienen como sustrato a la tubulina, provocando la
deacetilacion de la misma (Matsuyama et al., 2002). Con estos datos
podriamos relacionar un aumento de la cantidad de tubulina acetilada con un
incremento de la acetilacion del promotor de la mHS y un aumento de su
actividad, y, por tanto, de la ruta cetogénica.

Sin embargo, las enzimas mHS y HL son mitocondriales y la tubulina
es una proteina citosodlica, por lo que, si existe una relacidn entre ambas
proteinas, no puede ser por interaccién directa.

Los datos bioinformaticos colocan al citosol como el compartimento
subcelular mas probable para la HL-Likel y, de confirmarse su localizacion
extra-mitocondrial, se podria hipotetizar con una posible relacién entre las
proteinas tubulina y HL-Likel. Estos mismos datos informaticos muestran a
la hélice a-12 de la enzima HL-Likel, como el hipotético lugar de interaccién
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entre las dos proteinas (HL-Likel y tubulina). Por esta razén, uno de los
objetivos de esta tesis ha sido la caracterizacion de la interaccidon entre
ambas proteinas.
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OBJETIVOS

. Confirmar y definir el modelo estructural de la HL-
Likel mediante el intercambio de mutaciones
homodélogas entre los genes HMGCL y HMGCLL1.

. Identificar y caracterizar las posibles variantes
fisiologicas de splicing del gen HMGCLL1.

. Localizar a nivel subcelular la enzima HL-Likel y
estudiar la interaccion de la nueva enzima con la

membrana del reticulo endoplasmatico.

. Caracterizar las constantes cinéticas de la nueva
isoenzima y su actividad por tejidos.

. Caracterizar el nivel de proteinas HL y HL-Likel en
tejidos adultos y fetales desarrollando un anticuerpo

especifico para la nueva enzima.

. Estudiar la interaccion de la HL-Likel con la tubulina.
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MATERIAL Y METODOS

En este capitulo se detallan los materiales utilizados y los métodos
empleados en la elaboracién de este trabajo. Para los estudios en tejidos
humanos se ha recurrido a paneles de cDNA de tejidos adultos y fetales, y
también a tejidos procedentes de autopsias.

Los métodos empleados han sido tanto de tipo experimental como
bioinformatico. Entre los primeros destaca el gran nimero de clonajes
realizados para la consecucion de los diferentes objetivos.

MATERIAL
3.1. Muestras biologicas analizadas

El material utilizado ha consistido en paneles comerciales de cDNA de
distintos tejidos asi como en diferentes tejidos humanos obtenidos post-
mortem. La obtencion de muestras humanas ha sido posible gracias a la
colaboracién con el Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa”.

3.1.1. PANELES COMERCIALES DE cDNA

Para el estudio del splicing alternativo del gen HMGCLL1 en distintos
tejidos, se han utilizado paneles de cDNA comerciales "Human Multiple Tissue
cDNA MTC Panels” (BD Biosciences), con las siguientes caracteristicas:

* Elevada pureza.
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e Inclusién de varios cDNAs de primera cadena de tejidos humanos,
generados a partir de poliA RNA o RNA total, donde el RNA estd
libre de contaminacion de DNA.

* Mezcla de cDNA de varias personas sanas, de ambos sexos, de
raza caucasiana, con edades comprendidas entre 14 y 69 afios en
el caso de los tejidos adultos, y de abortos espontaneos, de fetos
de 16 a 37 semanas de gestacién, en el caso del cDNA de tejidos
fetales.

« Normalizacién de las preparaciones de cDNA frente a cuatro genes
“housekeeping” diferentes. De esta manera se han estandarizado
las cantidades de cDNA presentes en cada panel, permitiendo una
determinacion precisa de la especificidad y la abundancia relativa
en los distintos tejidos.

Los tejidos humanos adultos utilizados han sido: cerebro, pulmon,
rindn, musculo esquelético, bazo, corazén, higado, pancreas, testiculo,
placenta, intestino y ovario. Los cDNAs de tejidos fetales han sido: cerebro,
pulmdn, rifdn, musculo esquelético, bazo, corazén e higado.

3.1.2. CULTIVOS CELULARES

Los estudios en cultivos celulares se han realizado en células HEK293
gue son células embrionarias de rifidn humano (Human Embryonic Kidney,
HEK). Estas células son generadas por la transformacién del genoma
esquilado del adenovirus 5 en las células embrionarias humanas del rifidn
(Graham et al., 1977). Se trata de una linea celular usada comunmente
debido a su alta eficacia de transfeccion.

3.1.3. TEJIDOS HUMANOS

Los estudios de actividad, localizacion subcelular y evaluacién del nivel
de proteinas HL-Likel y HL se han realizado en tejidos humanos obtenidos
gracias al Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico
Universitario “Lozano Blesa”.

Todos los tejidos se obtuvieron de autopsias de diferentes individuos.
En ningln caso las personas padecian enfermedad metabdlica o diabetes que
pudiese alterar los resultados obtenidos. Los tejidos se obtuvieron 24 horas
después del fallecimiento y durante ese tiempo los cuerpos se mantuvieron a
4 oC. Una vez tomadas las muestras, éstas se mantuvieron a -80 °C hasta su
uso.

También se obtuvieron tejidos fetales procedentes de la autopsia de
dos fetos, procedentes de un embarazo gemelar, donde se produjo un aborto
espontaneo a las 20 semanas de gestacion.

Se tomaron muestras representativas, de aproximadamente 1 gr, de
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los siguientes tejidos adultos: higado, pancreas, rifidn, musculo esquelético,
corazén, cerebro y testiculo; y en menor medida de los siguientes tejidos
fetales: cerebro, corazén, higado, pulmdn, pancreas, rifdn, musculo
esquelético, bazo, testiculo y ovario.

3.2. Mutaciones caracterizadas en pacientes
con deficiencia de HL

Para el estudio de comparacion de mutaciones homodlogas entre las
proteinas HL y HL-Likel, se ha tomado como material de partida y referencia
las siguientes mutaciones (algunas de ellas han sido recientemente
descubiertas, pero por motivos de espacio y de objetivos su caracterizacion
no se ha incluido en esta tesis):

* Mutante R41Q: se trata de la mutacién mas frecuente en pacientes
con déficit de HL. Ha sido descrita en mas de 40 pacientes en todo
el mundo y su fallo provoca la pérdida total de actividad enzimatica
(Mitchell et al., 1998 (b); Ozand et al., 1991). El aminoacido
implicado, la Arg*', estd directamente involucrado en la catdlisis de
la reaccion y forma un puente de hidréogeno con la Glu’® de la
enzima. Su cambio por una GIn impide la formacién de esta unién.

« Mutante H233R: se trata de una mutacion que afecta a la union del
sustrato con el catién divalente. La His®*®> es un aminoacido de
unién con el ligando Mg*? que se encuentra en el centro activo de
la enzima HL (Fu et al., 2006). Su cambio por una Arg provoca la
pérdida de actividad de la enzima en los pacientes afectos (Roberts
et al., 1996).

« Mutante F192S: esta mutacion fue co-descubierta por el Dr.
Sebastian Menao Guillén (2006) y por la doctoranda (Menao et al.,
2009). Su fallo afecta a una zona mas periférica de la enzima pero
que también produce la pérdida de actividad enzimatica. Esta
formando un cluster hidrofébico, integrado por los residuos Ile?¢,
Phe!®, Val'®® y val'®, El cambio por una Ser, puede provocar la
desestabilizacién del cluster y la pérdida de actividad enzimatica

(Menao et al., 2009).
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METODOS

3.3. Comprobacion de la homologia estructural
entre las enzimas HL-Likel y HL

Los datos bioinformaticos preliminares respecto a la estructura de las
proteinas HL-Likel y HL nos indican que existe una gran homologia entre
ambas. Sin embargo, esta similitud no se ha demostrado de manera
experimental y el modelo que se tiene de la HL-Likel se ha basado en un
modelo in silico de la HL. Recientemente la HL ha sido cristalizada (Fu et al.,
2006), por esta razon pretendemos obtener un nuevo modelo bioinformatico
para la HL-Likel. Por otro lado, queremos reproducir algunas de las
mutaciones que presentan los pacientes con deficiencia 3-hidroxi-3-
metilglutarica, y que cursan con pérdida de la actividad de la enzima HL, en
la proteina HL-Likel, para comprobar si también producen una pérdida de
actividad en ésta ultima.

3.3.1. OBTENCION DE UN MODELO BIOINFORMATICO PARA LA
HL-LIKE1

Este trabajo ha sido desarrollado gracias a la ayuda y colaboracion del
Prof. Paulino Gomez Puertas del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa
CSIC-UAM.

El modelo estructural de la enzima HL-Likel humana se ha realizado
por homologia de secuencias. Para ello se han utilizado herramientas
bioinformaticas basadas en algoritmos para la prediccion de estructuras
tridimensionales. En la elaboracion del modelo tridimensional se ha partido
de la estructura de una proteina cristalizada con la que la proteina de interés
guarda un elevado grado de homologia. En nuestro caso se ha utilizado la
HMG-CoA liasa humana (Fu et al., 2006). El grado de identidad hallado entre
ambas proteinas ha sido del 67%.

Se ha llevado a cabo un alineamiento multiple entre la HL y la HL-
Likel. Los programas utilizados han sido el Blast EMBL (Altschul y Lipman,
1990) y el Clustalw (Thompson et al., 1994). El alineamiento ha permitido
conocer los aminodacidos conservados y los que cambian entre ambas
proteinas. En el modelo final 3D los aminoacidos conservados ocupan la
misma posicion que los de la estructura cristalina de referencia, mientras que
los que cambian, se ha tenido que calcular su posicion a partir de la
informaciodn de otras proteinas.

Para el modelado de la estructura HL-Likel se han utilizado los
programas Swiss-Pdb Viewer y el servidor Swiss-Model (Guex y Peitsch,
1997; Guex et al., 1999; Peitsch, 1995, 1996). El modelo ha sido validado
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utilizando los programas Prosall (Sippl, 1993), GAT-CHECK (Hooft et al.,
1996), WHAT-IF (Vriend, 1990) y PROCHECK (Laskowski et al., 1993). La
interaccion entre el acido 3-hidroxiglutarico y el modelo de la enzima HL-
Likel, has sido calculado utilizando el programa “docking hex” basado en las
correlaciones polares esféricas de Fourier (Richie y Kemp, 2000).

El programa utilizado para la visualizacion del modelo de la HL-Likel
ha sido RASWIN.

3.3.2. INTRODUCCION DE MUTACIONES HOMOLOGAS DE LA HL
EN LA HL-LIKE1 EN EL MODELO PROPUESTO

Una vez obtenido el nuevo modelo estructural de la HL-Likel se
introdujeron en el mismo las mutaciones R56Q, F207S y H248R, y se
comprobd el cambio que producian sobre la conformacion de la enzima.

Se emplearon los mismos programas y aplicaciones que las explicadas
en el punto 3.3.1.

3.3.3. MUTAGENESIS DIRIGIDA

La mutagénesis dirigida es una técnica in vitro que permite sustituir
uno o varios aminoacidos especificos de una proteina. Para ello debemos
partir de un plasmido en el cual tengamos clonado nuestro gen a estudio,
gue queremos mutar. A partir de este plasmido y con primers especificos que
introduzcan la mutacién deseada, se puede obtener el gen mutado de
manera especifica. Este método facilita el estudio de la relaciéon entre la
estructura de una proteina y su funcidn, ya que nos permite introducir
cambios en aminoacidos concretos.

En nuestro caso lo hemos utilizado para comprobar la homologia
estructural entre las proteinas HL-Likel y HL, tomando como plasmido de
partida el obtenido por el Dr. Sebastidan Menao Guillén durante la realizacién
de su tesis doctoral, el HL-Likel-pMAL-c2x, que permite la expresién de la
proteina en un modelo eucariota.

El esquema general de la mutagénesis dirigida consiste en: sintetizar
la hebra mutada, digerir la hebra molde con Dpnl y transformar el plasmido
mutado obtenido.

Existen diversas formas de realizar la mutagénesis dirigida. En este
trabajo se ha elegido la estrategia que realiza una PCR con primers
especificos. Para ello se ha utilizado el kit “Quiz Change II Site-Directed
Mutagenesis” de Stratagene.
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Sintesis de la hebra mutada:
Se llevan a cabo ciclos de PCR para
desnaturalizar el DNA molde, hibridar los

oligos que contienen la mutacidn deseada y
O extender los oligos con la Pfu DNA polimerasa.

4

o= Digestion del DNA molde con Dpn I. Se
,' “ digiere el DNA parental metilado y el
| 7 hemimetilado con la enzima Dpnl.

‘ ¢

S

Transformacion de las moléculas de DNA
mutadas en células competentes que reparan
las mellas, XL1Blue.

O-0-0-©

Figura 3.1. Esquema del proceso de mutagénesis dirigida mediante PCR.

3.3.3.1. PCR de la mutagénesis dirigida

El DNA que se ha empleado como molde es el plasmido recombinante
HL-Likel-pMAL-c2x, obtenido durante la tesis de Sebastian Menao Guillén. En
este vector tenemos la proteina HL-Likel clonada junto con la proteina
Maltosa Binding Protein (MBP), lo que nos permite su obtencién y purificacién
de una manera rapida y sencilla.

Las mutaciones que se han reproducido en la enzima HL-Likel son:

* R56Q (R41Q en la HL): es la mutacién mas frecuente en
pacientes con déficit de la enzima HL.

e H248R (H233R en la HL): el aminoacido histidina 233 esta
implicado en el centro catalitico de la enzima y su cambio
provoca la pérdida total de actividad liasa.

e L207S (F192S en la HL): aunque este aminodacido no estd
conservado entre ambas proteinas si que conserva su naturaleza
apolar. La mutacion F192S encontrada en un paciente con
deficiencia de HL provocé la pérdida total de actividad liasa.

Los primers utilizados para la realizacién de los diferentes mutantes se
muestran en la siguiente tabla.

32



Material y Métodos

Primer Secuencia 5'> 3’
HL-Likel R56Q F GAAGTTGGGCCTCAGGATGGATTGC
HL-Likel R56Q R GCAATCCATCCTGAGGCCCAACTTC

HL-Likel H248R F GCTCTTGCTGTTCGCTGTCATGAC
HL-Likel H248R R GTCATGACAGCGAACAGCAAGAGC
HL-Likel L207S F GTCTAAGAGATCGTACGGCATGG
HL-Likel L207S R CCATGCCGTACGATCTCTTAGAC

Tabla 3.1. Primers utilizados para la mutagénesis dirigida de la
proteina HL-Likel. En negrita se indica el nucledtido mutado.

También se utilizd la técnica de mutagénesis dirigida para obtener la
proteina recombinante con la delecién del exén 6 y estudiar su posible
actividad enzimatica. Los primers disefados para esta variante de splicing se
muestran a continuacion.

Primer Secuencia 5'> 3’

HL-Likel del 6 F CCAGATGGGTACCACAGGTTGCTGCTGGAGCTAC
HL-Likel del 6 R GTAGCTCCAGCAGCAACCTGTGGTACCCATCTGG

Tabla 3.2. Primers utilizados para la mutagénesis de la variante de splicing
con delecion del exén 6 del cDNA del gen HMGCLL1.

La mezcla de reaccién y el programa de PCR utilizado para la
realizacién de la mutagénesis dirigida se indican en las siguientes tablas.

Reactivos Cantidad
Buffer 10X 5 ul

dNTPs 1mM 1l

DNA plasmidico 50 ng
Primer forward 125 ng
Primer reverse 125 ng

Pfu DNA polimerasa (2,5 U/ul) 1U

Agua miliQ estéril c.s.p. 50 pl

Tabla 3.3. Componentes de la reaccion de PCR para la
mutagénesis dirigida.

Temperatura Tiempo
Inicio 98 °oC 2’
Desnaturalizacion 96 °C 30"
Hibridacion 58 oC 30" 12 ciclos ()
Extension 68 oC 7’
Extension final 68 oC 10’

Tabla 3.4. Programa de PCR de la mutagénesis. (1) 18
ciclos para la variante de splicing.
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3.3.3.2. Digestion con Dpnl

Una vez terminada la reaccion de mutagénesis se afade sobre el
producto de PCR 1 pul de la enzima Dpnl, endonucleasa que digiere el DNA
metilado y hemimetilado. Esto permite eliminar las hebras de DNA original
gue no contienen la mutacién. La mezcla de reaccién se incuba durante una
hora a 37 °C.

3.3.3.3. Transformacion de los plasmidos mutados en E. coli

Una vez que se han obtenido los plasmidos se deben introducir en las
células huésped para poder seleccionar aquellos que hayan introducido la
mutacidn, asi como obtener un nimero elevado de copias de los mismos.

Las células con capacidad de ser transformadas (de captar DNA) se
denominan competentes. La competencia se induce en E. coli por un
tratamiento con cloruro de calcio que afecta a la pared celular. Las células
competentes se mantienen en contacto con el DNA en un medio con CaCl, y
a 0 °C por un periodo de tiempo durante el cual el DNA se adhiere a los
lugares accesibles de la pared. Un corto choque térmico posterior favorece la
incorporacion del DNA. Las células se recuperan por incubacion a 37 °C,
durante aproximadamente una hora, antes de ser sembradas en el medio de
cultivo.

El protocolo seguido se indica a continuacién.

1. Coger una alicuota de 75 pl de células competentes E. coli XL1 blue,
que deben estar guardadas a —-80 °C y ponerlas en hielo.

2. Afadir 8 ul del producto de la mutagénesis a los 75 ul de las células
competentes, en tubos de polipropileno especiales para Ila
transformacion.

3. Incubar la mezcla durante 30 minutos en hielo.

4. Someter al incubado a un choque térmico de 45 segundos en un
bafio a 42 °C seguido de 2 minutos en hielo.

5. Afladir 200-300 pl de medio de cultivo de cultivo SOC, previamente
atemperado, a la llama (condiciones estériles) e incubar a 37 °C
durante una hora con agitaciéon de 200 rpm.

6. Sembrar en una placa de LB-agar suplementada con ampicilina, a la
lama.

7. Dejar crecer en la estufa a 37 °C durante toda la noche (O/N).

3.3.3.3.1. Cepas bacterianas

Para el clonaje de plasmidos recombinantes y la expresidon de proteinas
recombinantes, se han utilizado las siguientes cepas de Escherichia coli.
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* XL1blue: con genotipo recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [F'proAB laclgZDM15 Tn10 (Tetr)]. Resistente al acido
nalidixico y a tetraciclina (proporcionada por el plasmido F). Esta
cepa esta indicada para la obtencién de plasmidos recombinantes.

* BL21 (DE3): con genotipo F hsdS (rg" m g’) ompT lon™ gal\ (DE3)
(Novagen). Liségena del fago ADE3, que incorpora el gen de la T7-
RNA polimerasa bajo el control del promotor lacUV5. Inducible por
IPTG y deficiente del tipo pGEX y pMAL. Es una cepa de expresion
libre de proteasa enddgenas, lo que la hace ideal para la obtencién
de proteinas recombinantes.

3.3.3.3.2. Medios liquidos
Los medios de crecimiento bacteriano han sido los siguientes:

* Medio SOC. Este medio es mas rico en nutrientes que el LB. En la
siguiente tabla se indica su composicion.

Reactivos Cantidad anadida
Triptona 20 gr
Extracto de levadura 5gr

NaCl 0,5gr

MgCl, 0,94 gr
MgSO4 1,2 gr
Glucosa 0,36 gr

Agua destilada c.s.p. 1L

Tabla 3.6. Composicién del medio SOC.

e Medio LB (Luria-Bertani). Estd formado por los reactivos
indicados en la siguiente tabla.

Reactivos Cantidad anadida
Bactotriptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr

NaCl 5g9r

Agua destilada c.s.p. 1L

Tabla 3.5. Composicion del medio LB.

* Medio LB-ampicilina. Tiene la misma composicidn que el anterior
pero debe suplementarse con 50 ug/ml de ampicilina. Este medio se
utiliza para el crecimiento de los vectores portadores de resistencia a
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este antibidtico. Se debe autoclavar antes de afadir la ampicilina, ya
gue ésta se descompone a elevadas temperaturas y no es funcional.

* Medio LB-kanamicina. Tiene la misma composicion que el anterior
pero debe suplementarse con 50 pug/ml de kanamicina. Este medio
se utiliza para el crecimiento de los vectores portadores de
resistencia a este antibidtico. Se debe autoclavar antes de afiadir la
kanamicina, ya que ésta se descompone a elevadas temperaturas y
no es funcional.

3.3.3.3.3. Medios soélidos

* Placas de LB-agar. Contienen los reactivos indicados en la tabla

3.7.
Reactivos Cantidad anadida
Bactotriptona 10 gr
Extracto de levadura 5gr
NaCl 5gr
Agar 15 gr
Agua destilada c.s.p. 1L

Ajustar a pH 7.4 y esterilizar en autoclave.

Tabla 3.7. Composicion de las placas LB-aaar.

* Placas de LB-agar-ampicilina. Tiene la misma composicidn que
las anteriores, pero deben suplementarse con 50 pg/ml de
ampicilina.

* Placas de LB-agar-kanamicina. Tiene la misma composicion que
las anteriores, pero deben suplementarse con 50 pg/ml de
kanamicina.

3.3.3.3.4. Preparacion de células competentes

La competencia en las células se ha realizado por tratamiento con
cloruro calcico (CaCl2), que afecta a la pared de las bacterias haciéndolas
mas permeables.

El protocolo seguido ha sido el siguiente:

1. Inocular en 3 ml de medio LB fresco una colonia Unica procedente
de un cultivo en placa de la cepa correspondiente, o con 10 ul de
cultivo glicerinado de ésta.

2. Incubar durante 12 horas a 37 °C en agitaciéon a 250 rpm.

3. Diluir el cultivo anterior 1/50 en medio de cultivo LB fresco.

36



Material y Métodos

4. Incubar hasta alcanzar una DOsgs aproximadamente de 0.5 (unas 2
6 3 horas).

5. Transferir el cultivo a un tubo de polipropileno estéril de 50 ml vy
enfriar el cultivo en hielo durante 15 minutos.

6. Centrifugar a 4000xg durante 10 minutos a 4 ©°C. Decantar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 2 ml de disoluciéon de CacCl,,
previamente enfriada en hielo.

7. Centrifugar a 4000xg durante 5 minutos a 4 ©C. Eliminar el
sobrenadante con cuidado de no despegar el pellet.

8. Resuspender el pellet en 2 ml de disolucion de CaCl, y dejar reposar
durante una hora en hielo picado.

9. Centrifugar a 4000xg durante 5 minutos a 4 ©C. Eliminar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 1 ml de disoluciéon de CaCls,.

10.Finalmente, distribuir la suspension en alicuotas de 100 ul vy
guardar a -80 °C.

Reactivos Concentracion
CaCl, 60 mM
Glicerol 15 %
PIPES pH 7.0 10 mM

Se esteriliza por filtracion

Tabla 3.8. Composicion de |la
disolucién de CaCl, para hacer células
competentes.

3.3.3.4. Seleccion de las colonias positivas

La seleccion de las bacterias que han incluido el DNA recombinante
correctamente, se ha llevado a cabo sobre medio sélido LB-Ampicilina. En
este medio de cultivo solamente crecen las bacterias que han adquirido la
resistencia a ampicilina.

No todas las colonias que crecen en el medio sélido con ampicilina
contienen el DNA recombinante completo. Pueden haber adquirido Ila
resistencia a ampicilina al haber incorporado en su genoma el plasmido vacio
sin el inserto.

La comprobacion de los clones positivos, que han incorporado el DNA
recombinante de forma correcta, se ha efectuado mediante “"PCR boiling” o
por aislamiento del DNA plasmidico por “miniprep”. Independientemente del
método utilizado los clones positivos han sido finalmente secuenciados.
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3.3.3.4.1. PCR boiling

Se basa en realizar una PCR directamente de las colonias que han
crecido, para ver cudles de ellas han incorporado el plasmido con el inserto.
Se “pican” un numero determinado de colonias y se sumerge cada una en un
tubo con los reactivos de PCR. Las colonias se lisan por calor y se amplifica el
fragmento clonado utilizando los primers de la siguiente tabla:

Primer Secuencia 5’ >3’
malE F GGTCGTCAGACTGTCGATGAAGCC
M13R CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC

Tabla 3.9. Primers para la realizacion de la PCR boling.

Las concentraciones de los reactivos usadas para hacer la reaccién se
muestran en la tabla 3.10.

Reactivos Concentracion
Buffer 10X 1X
dNTPs 1mM
MgCl, 1.5 mM
Primers 20 pmol
cDNA 150 ng
Accu Taq polimerasa 1U
Agua miliQ estéril c.s.p. 50 pl

Tabla 3.10. Componentes de la reaccién de PCR.

El programa de PCR aplicado se recoge en la tabla 3.11.

Temperatura Tiempo
Inicio 98 °oC 2’
Desnaturalizacion 96 °C 30"
Hibridacion 56 °C 30" 30 ciclos
Extension 72 oC 1’
Extension final 72 oC 10’

Tabla 3.11. Programa de PCR.

Los productos de PCR se analizan en un gel de agarosa al 1% vy las
colonias positivas (aparece una banda correspondiente al tamafio del inserto)
se hacen crecer en 5 ml de LB-ampicilina durante toda la noche. Finalmente
se aisla el DNA plasmidico mediante “miniprep”.
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3.3.3.4.2. Electroforesis de los acidos nucleicos en geles de agarosa

Una vez realizadas las PCRs, se debe comprobar si la amplificacién se
ha realizado de forma correcta. Para ello se ha empleado la técnica
denominada electroforesis en geles de agarosa.

Los acidos nucleicos son macromoléculas polianidnicas uniformemente
cargadas, que pueden migrar en un campo eléctrico. La electroforesis en
geles de agarosa es el método estandar que se utiliza para separar,
identificar y purificar fragmentos de DNA. Esta técnica permite diferenciar
fragmentos de DNA entre 100 pb y 23 Kb.

La visualizacion de los fragmentos de DNA se consigue mediante la
incorporacion al gel de un agente intercalante fluorescente (bromuro de
etidio). El marcador se une a las cadenas de DNA y permite visualizar las
bandas cuando el gel se ilumina con luz ultravioleta con una longitud de onda
de 310 nm.

Para detectar la presencia de un fragmento de DNA de un tamafo
determinado, se ha realizado una electroforesis en gel de agarosa al 1%
teflido con bromuro de etidio, y se ha comparado con un marcador de DNA
que contiene fragmentos de DNA de pesos moleculares conocidos. Lo mismo
se ha realizado para comprobar que la digestién enzimatica se ha realizado
de manera correcta. Las disoluciones empleadas son TBE 10X y tampdn de
carga 2X (Tablas 3.12 y 3.13).

Reactivos Cantidad Reactivos Concentracion
Tris-base 108 gr Glicerol 20%
Acido bérico 55 gr TBE 77.5%
EDTA 0.5 M 40 ml Azul de Bromofenol 2.5%
Agua c.s.p. 1L

. Tabla 3.13. Tampén de carga 2X.
Ajustar el pH a 8.0

Tabla 3.12. TBE 10X (Tris-Borato-
EDTA).

La masa molecular de un fragmento se puede determinar comparando
su movilidad con la de marcadores de DNA de peso molecular conocido. Se
han utilizado los siguientes marcadores:

* 100 pb DNA Ladder (Fermentas).
+ DirectLoad™ Wide Range DNA Marker (Sigma).

3.3.3.4.3. Aislamiento del DNA plasmidico

Para separar el DNA plasmidico del DNA cromosdmico, se someten las
bacterias de un cultivo saturado a un proceso denominado “miniprep”. Esta
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separacién se basa en la distinta solubilidad que tienen ambos tipos de DNA
a pH alcalino, debido a su tamafo. A pH basico el DNA cromosémico se
desnaturaliza y precipita mientras que el plasmidico no.

El protocolo para realizar la seleccién de colonias positivas de este
modo es el siguiente:

1. Picar las colonias positivas y cultivar cada una de ellas en 5 ml de
LB-ampicilina O/N.

2. Al dia siguiente, efectuar las correspondientes minipreps con el kit
“TllustraTM plasmidPrep Mini Spin Kit” (GE Healthcare).

El protocolo para realizar la miniprep es el siguiente:

1. Recuperar el cultivo celular en un eppendorf de 1.5 ml por medio
de diferentes centrifugaciones de un minuto a 13000 rpm.

2. Resuspender el pellet con 200 pl de disolucion que contiene
RNAsas.

3. Afadir 200 ul de disolucién de lisis y mezclar por inversién de 6 a 8
veces. Incubar cinco minutos a temperatura ambiente.

4. Afadir 350 pl de disolucién neutralizadora e invertir 6 u 8 veces.
5. Centrifugar 10 minutos a 13000 rpm.

6. Afadir el sobrenadante sobre la columna y centrifugar 1 minuto a
13000 rpm. Decantar el eluido.

7. Anadir 500 pl de la disolucidn neutralizadora. Centrifugar 1 min a
13000 rpm. Eliminar el eluido.

8. Afadir 750 pl de la disolucién de lavado. Centrifugar 1 min a
13000 rpm y descartar el eluido. Repetir este paso una vez mas.

9. Introducir la columna en un eppendorf y eluir el DNA plasmidico
con 40 pl de agua miliQ.

3.3.3.4.4. Secuenciacion

Para comprobar que las colonias positivas han incorporado el inserto
de forma correcta, éste ha de ser secuenciado. Es posible, que aun teniendo
un inserto de tamano adecuado, durante la amplificacion inicial se haya
producido alguna mutacion.

La secuenciaciéon permite identificar los nucledtidos que componen un
determinado fragmento de DNA. Se ha utilizado un método de secuenciacion
automatica que se basa en el uso de cuatro dideoxinucleotidos (terminadores
de cadena) marcados con distintos fluorocromos.

La secuenciacion de los distintos vectores se ha realizado en el servicio
de secuenciacién del Centro Nacional de Investigaciones Oncoldgicas (CNIO)
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en Madrid y el de Sistemas Gendmicos (Valencia). Estos servicios de
secuenciacion se encargaban de realizar la reaccién de secuenciacion,
purificacién de la muestra y secuenciacién propiamente dicha. El aparato
utilizado fue un “Applied Biosystems 5700 DNA sequencer”. La mezcla para la
secuenciacion estaba formada por los siguientes componentes.

Reactivos Volumen
DNA (100 ng/ ul) 2.5 pul
Primer (1 uM) 3.5 ul
Agua c.p.s. 15 pl

Tabla 3.14. Componentes de Ia
mezcla de secuenciacion.

3.3.4. EXPRESION DE LAS PROTEINAS NATIVAS Y MUTADAS
HL-LIKE1 Y HL

Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes, nuestro objetivo es
obtener, en gran cantidad, las proteinas clonadas sobreexpresandolas en un
modelo procariota. Para ello empleamos la cepa de E.coli BL21.

Los pasos que se deben seguir para obtener las proteinas
sobreexpresadas son los siguientes: induccidon de la expresién de la proteina
recombinante, ruptura celular del cultivo, purificacion mediante
cromatografia en columnas de amilosa y separacion de la proteina de fusion
mediante una proteasa especifica.

3.3.4.1. Induccion de la expresion

Una vez que se tiene clonado el cDNA deseado en los vectores se
procede a la expresién de la proteina recombinante mediante induccién con
IPTG (isopropil-B-D tiogalactésido). El IPTG es un inductor del promotor Py,
al que se une irreversiblemente. Esta unién impide la represion del promotor
ejercida por la proteina codificada por el gen /c/? estimulando de esta
manera la transcripcion del DNA.

Se han probado distintas condiciones de inducciéon, variando la
temperatura de induccién entre 18-22 °C, y la concentracién de IPTG entre
0.1-0.3 mM. A continuacion se detalla el protocolo de mayor rendimiento.

1. Afadir 10 ul de la cepa a inducir a 25 ml de medio de cultivo LB +
ampicilina e incubar a 37 °C durante 16 horas con agitacion.

2. Diluir este cultivo 1:50 en medio LB-ampicilina.
3. Crecer el cultivo a 37 °C hasta que alcance una DOsgs de 0.8-1.

4. Bajar la temperatura del agitador hasta 20 °C.
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. Inducir la expresién de la proteina recombinante con IPTG hasta una

concentracion final de 0.2 mM.

. Incubar durante 16 horas a 20 °C con una agitacion de 200 rpm.

. Recuperar el pellet donde se encuentran las células por

centrifugacién a 3500xg 10 minutos.

Ruptura celular

igual que en el apartado anterior se han empleado distintos

tampones y aditivos para lisar las células. Se indica la composicion del

tampon

con el que se han conseguido mayores resultados. El proceso

seguido ha sido el siguiente:

1.

A 1 A W N

Resuspender el pellet obtenido en el paso anterior en un volumen
adecuado de tampdn de lisis. Esto dependerad del volumen de cultivo
a romper y puede variar entre 3-10 ml.

. Incubar 10 minutos en bafio de hielo.
. Incubar durante 20 minutos a 37 °C.
. Congelar el pellet a -80 °C.

. Descongelar el pellet de células.

. Centrifugar a 15000 rpm durante 15 minutos a 4 ©°C. Nos

quedaremos con el sobrenadante que es donde se encuentra
nuestra proteina de fusion a estudiar.

La composicion del tampdn de lisis queda reflejada en la siguiente

tabla.

Reactivos Concentracion
Tris Base 20 mM
NaCl 200 mM
EDTA 1 mM
Lisozima 1 mg/ml
DNasa 10 pg/ml
RNasa 10 pg/ml
PMSF 100 pg/ml
DTT 1imM
Glicerol 10% (v/v)
Triton X-100 0,2% (v/v)

Se ajusta el pH a 7.4 con HCI

Tabla 3.15. Tampdn de lisis de las
células.
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3.3.4.3. Purificacion de la proteina

Las proteinas de fusidn se expresan junto a otras que se han de
eliminar. Para ello se incuba el sobrenadante obtenido con la amilosa
inmovilizada en una resina. La proteina a estudio junto con MBP es retenida
mientras que el resto de proteinas son descartadas. Se ha utilizado el
“pMAL™ Protein Fusion and Purification System” de New England Biolabs.

El proceso de purificacién ha sido el siguiente:

1. Lavar las resinas de amilosa (#800-21S New England Biolabs) con el
tampdn de columna para equilibrarla.

2. Anadir el sobrenadante obtenido después de la ruptura celular.

3. Incubar la resina con el sobrenadante durante una hora a 4 °C con
agitacion.

4. Empaquetar por gravedad una columna cromatografica con la resina
de amilosa, en este momento ya se habra unido la proteina de
fusion a la resina.

5. Lavar la columna con 15 ml de tampdn de columna.

6. Repetir este lavado varias veces. De esta forma se obtienen las
proteinas puras.

Es importante que todo el proceso ocurra a 4 °C.

Reactivos Concentracion
Tris Base 20 mM
NaCl 200 mM
EDTA 1mM

DTT 1mM

Se ajusta a pH 7.4 con HCI

Tabla 3.16. Tampoéon de columna
utilizado en la purificacién de las
proteinas.

3.3.4.4. Corte de la proteina de fusion

La utilizacion del vector pMAL-c2x permite la posibilidad, una vez
aislada la proteina de fusién, de separar la MBP de la proteina a estudio. Esto
es posible gracias a la presencia de 4 aminoacidos existentes en el extremo
C-terminal de la MBP, entre la MBP y la proteina. El Factor Xa reconoce a
esta secuencia de aminoacidos y permite la separacién de ambas proteinas.

El protocolo de corte empleado es el siguiente:

1. Lavar la resina que contiene la proteina de fusiéon con 5 ml de
tampdn de corte.
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2. Anadir 500 pl de tampdn de corte con la columna cerrada y recoger
toda la disolucién un tubo eppendorf.

3. Centrifugar el tubo eppendorf a 800xg durante un minuto vy
recuperar el pellet donde estan las resinas.

4. Adadir 500 pl de tampdén de corte, resuspender las resinas y
centrifugar a 800xg durante un minuto. Repetir el proceso varias
veces para equilibrar las resinas con el tampoén de ruptura.

5. Anadir 200 pl de tampdn de corte con 1 ul de Factor Xa e incubar
durante 16 horas a 4 °C con agitacién.

6. Centrifugar a 800xg durante 2 minutos y recuperar el sobrenadante
donde se encuentra la proteina libre.

Reactivos Concentracion
Tris Base 20 mM
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM

DTT 1 mM
Glicerol 10% (v/v)

Se ajusta a pH 8 con HCI

Tabla 3.17. Composicién del
tampon de corte.

3.3.5. METODOS DE ESTUDIO DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y
HL EXPRESADAS EN E. coli

A continuacion se describen los métodos utilizados en la cuantificacion
y el estudio de las proteinas sobreexpresadas.

3.3.5.1. Cuantificaciéon de proteinas. Método de Bradford

La cuantificacion de proteinas se ha llevado a cabo con el kit “BioRad
Protein Assay” derivado del método desarrollado por Bradford (Bradford,
1976). Este se basa en la especificidad de unién del colorante azul de
coomassie a las proteinas y en el viraje del color del reactivo al unirse a
éstas en solucion acida. La unidn de las proteinas aumenta la absorbancia de
465 a 595 nm. La absorcién a 595 nm es proporcional a la concentracion de
proteina. Este método presenta pocas interferencias, tiene gran sensibilidad y
amplios margenes de linealidad.

Se ha de realizar siempre una recta patréon con distintas
concentraciones de BSA (Bovine Serum Albumin): 1 pg/ml, 5 ug/ml, 10
pg/ml, 20 pg/mly 30 pg/mi.
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3.3.5.2. Electroforesis discontinua en geles SDS-poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS es una técnica que
permite la separacién de proteinas, en funcién de su tamafo, y posterior
identificacion por comparacion con un patrén de pesos moleculares. Las
proteinas se disocian mediante la accién del SDS (detergente anidnico), de
un agente reductor y de calor. La union del SDS es proporcional a la masa de
la proteina e independiente de su secuencia, de manera que las proteinas
migraran en funcién de su tamafio.

Los geles de poliacrilamida estan formados por cadenas polimerizadas
de acrilamida que se entrecruzan con cadenas de bisacrilamida formando
mallas. La resolucién de estos geles depende de la concentracién de
acrilamida y del grado de entrecruzamiento. Para mejorar la separacion se
realiza una electroforesis discontinua mediante dos geles de distinta
porosidad. Las proteinas inicialmente atraviesan un gel concentrador (de
tamafio de poro mayor) acumuldandose en la interfase con el gel resolutivo
(tamafio de poro menor). En este gel, las proteinas se separan de forma
individual.

El protocolo seguido ha sido el siguiente:

1. Preparar los geles concentrador y separador cuyas composiciones se
detallan en las tablas siguientes.

Reactivos Volumen
Acrilamida-Bisacrilamida 30% 2.5 ml
Tris-HCI 1.5M pH 8,8 1.5 ml
SDS 10% 50 pl
APS 10% 50 pl
TEMED 2 ul
H>0 888 pl
Volumen total 5 ml

Tabla 3.18. Composicién del gel separador al

15%

Reactivos Volumen
Acrilamida-Bisacrilamida 30% 0.33 ml
Tris-HCI 1.5M pH 8,8 0.5 ml
SDS 10% 20 pl
APS 10% 20 pl
TEMED 2 ul
H,O 1.13 ml
Volumen total 2 ml

Tabla 3.19. Composicién del gel concentrador al
5%
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2. Colocar el gel completo en la cubeta de electroforesis y afadir el
tampdn de electroforesis de proteinas.

Reactivos Concentracion
Tris Base 25 mM
Glicina 250 mM
SDS 0.1%

Se ajusta el pH a 8.3 con HCI

Tabla 3.20. Composicién del tampén
de electroforesis.

3. Hervir las muestras durante 5 minutos con tampdn de carga de
proteinas (1:1, la misma cantidad de muestra que de tampoén de
carga).

Reactivos Concentracion
SDS 3% (v/v)
B-mercaptoetanol 15% (v/v)
Tris-HCI 0.5M pH 6.8 65 mM
Sacarosa 10% (v/v)
Azul de bromofenol 0.025% (v/v)

Tabla 3.21. Composicion del tampoén de carga
2X.

4. Cargar las muestras y terminar de rellenar la cubeta con tampdn de
electroforesis.

5. Correr el gel a 170 voltios hasta que el frente llegue al gel
separador (unos 20 minutos).

6. Aumentar el voltaje a 200 voltios y dejarlo correr durante una hora
y media aproximadamente.

7. Teiir el gel con azul de Coomassie (Coomassie Brilliant Blue R-250
Sigma) al 1% disuelto en acido acético: metanol: agua (1:8:20)
durante 30 minutos.

8. Finalmente, destefir el gel con una disolucidn de acido acético:
metanol: agua (1:8:20).

3.3.5.3. Deteccion inmunologica de proteinas por
inmunotransferencia

Esta técnica combina la especificidad de los anticuerpos con la
resolucidon de las técnicas electroforéticas. Las proteinas cargadas en un gel
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de electroforesis son transferidas a una membrana de material sintético
mediante la aplicacién de un campo eléctrico perpendicular a ambos. Una vez
gue se tiene la proteina inmovilizada en la membrana se procede a la
deteccidon inmunoldgica. Para ello se incuba la membrana con el anticuerpo
especifico, y el complejo antigeno-anticuerpo generado se visualiza 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 identificacion de una determinada proteina y la
determinacion de su masa molecular.

El protocolo empleado para esta técnica se describe a continuacion:

1. Realizar la electroforesis SDS-PAGE con las mismas condiciones
descritas en el punto 3.2.3.2.

2. Activar la membrana de PVDF Immobilon-P (Millipore)
sumergiéndola en una disolucién de metanol durante un minuto.

3. Equilibrar la membrana en tampdn de transferencia durante 30
minutos.

4. Retirar el gel de poliacrilamida y equilibrarlo también en el tampén
de transferencia durante 30 minutos.

5. Realizar la transferencia durante 90 minutos a 300 mA constantes.

6. Finalizada la transferencia retirar la membrana y lavarla durante
10 minutos con PBS-Tween dos veces.

7. Bloquear la membrana con una disolucion de PBS-Tween-Leche en
polvo al 7% durante 30 minutos.

8. Incubar la membrana con el anticuerpo primario especifico contra
la proteina a estudiar, diluido 1:500-1000 en PBS-Tween-Leche
O/N a 4°C.

9. Lavar con PBS-Tween-Leche dos veces durante 10 minutos.

10. Incubar la membrana con el anticuerpo secundario diluido 1:1000
en PBS-Tween-Leche durante 2 horas a temperatura ambiente.

11. Lavar con PBS-Tween-Leche dos veces durante 10 minutos.
12. Lavar con PBS-Tween tres veces durante 10 minutos.

13. Revelar la membrana con el kit comercial “"SuperSignal West Dura
Extended Duration substrate” (Thermo Scientific) con exposiciones
entre 5 y 15 minutos.

La composicion de los tampones de transferencia, de la disolucién
Coomassie y del PBS se indica en las siguientes tablas.
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Reactivos Concentracion
Tris Base 125 mM
Glicina 960 mM
SDS 0.5 %

Tabla 3.22. Composicién del tampdn
de Laemmli 5X a pH 8.3.
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Reactivos Concentracion
Buffer Laemmli 1X
Metanol 20 %
Agua cpsllL

Tabla 3.23. Composicion del tampén de
transferencia.

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
Metanol 40 % (v/v) NaCl 137 mM
Acido acético 5 % (v/Vv) KCl 2.7 mM
Brilliant Blue R250 1 g/l Na,HPO, 10 mM
Agua 55% KH,PO4 1.4 mM
Tween 1%

Tabla 3.24. Composicién del Azul
Coomasie. Solucidn de teiiido.

Tabla 3.25. Composicion de buffer
PBS-Tween 1X.

Reactivos Concentracioén
PBS-Tween 1X
Leche en polvo 7%

Tabla 3.26. Composicion de buffer
PBS-Tween-Leche.

Los anticuerpos primarios empleados en el desarrollo de esta técnica
reconocian, o bien a la proteina HL-Likel o a la HL. El anticuerpo especifico
contra la proteina HL-Likel se encargd a la empresa Abyntek Biopharma S.L.
y su obtencién y desarrollo se indica en detalle en el apartado 3.6 de Material
y Métodos.

Referente al anticuerpo anti-HL se han empleado dos diferentes. El
primero de ellos se obtuvo por el grupo del Prof. F.G. Hegardt. Se trata de un
anticuerpo policlonal del cual se desconoce la secuencia antigénica. El
segundo anticuerpo anti-HL se obtuvo de la casa comercial Abnova (Cat. no.
H00003155-M01). Se trata de un anticuerpo monoclonal que reconoce a la
proteina completa, segun las especificaciones de la casa comercial.

3.3.6. MEDIDAS DE ACTIVIDAD LIASA

A lo largo de los afios la actividad liasa se ha medido de diferentes
maneras, empleando radioactividad o, desde el afio 1988 por medio de
espectrofotometria de absorcion molecular (Wanders et al., 1988).

El ensayo de actividad HMG-CoA liasa se basa en la medida del

48



Material y Métodos

acetoacetato producido por la enzima. El método puesto a punto por
Wanders se basa en dos reacciones en cadena, donde el producto de la
primera es el sustrato de la segunda.

La primera reaccidn estd catalizada por la HMG-CoA liasa y produce
acetoacetato y acetil-CoA a partir de HMG-CoA. En la segunda reaccion
interviene la enzima B-hidroxibutirato deshidrogenasa y transforma el
acetoacetato en pB-hidroxibutirato y el NADH en NAD". Este Ultimo, a
diferencia del primero, no absorbe la luz a 340 nm. Asi, siguiendo la pérdida
de absorcion a 340 nm se puede ver cdmo se va consumiendo el
acetoacetato y, en consecuencia, cual ha sido la actividad cinética de la
enzima.

HMG-CoA Liasa

HMG-CoA » Acetoacetato + Acetil-CoA
Acet tat B-Hidroxibutirato deshidrogenasa >  B-Hidroxibutirat
cetoacetato -Hidroxibutirato
a >
NADH NAD™

Figura 3.2 Reacciones enzimaticas que forman parte del ensayo de la
actividad HMG-CoA liasa.

Este método se ha aplicado a diferentes muestras: proteinas clonadas
(HL, HL-Likel wild-type, HL-Likel mutadas), cultivos celulares, tejidos
humanos (fraccion mitocondrial y citosdlica) y en todos ellos hemos seguido
el mismo protocolo que se describe a continuacidn.

3.3.6.1. Reaccion acoplada de escision del HMG-CoA en acetoacetato
y acetil-CoA, y transformacion del acetoacetato en B-hidroxibutirato

La reaccion se basa en el protocolo descrito por Wanders et al (1988)
pero en este caso, ambas reacciones se producen al mismo tiempo, una
detras de otra, en el mismo tubo de ensayo.

El protocolo seguido es el siguiente:

1. Mezclar todos los componentes de la reaccién excepto el sustrato
(HMG-CoA).

2. Incubar a temperatura ambiente durante diez minutos.

3. Afadir la cantidad de HMG-CoA correspondiente (concentracién
final entre 0-300 pM).

4. Medir la absorbancia a 340 nm durante 20 minutos tomando como
blanco la mezcla de reaccion sin el HMG-CoA.
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Reactivos Concentracion
DTT (1M) 12 mM
MgCl, (1M) 12 mM
NADH (12.5mM) 0.2 mM
B-Hidroxibutirato deshidrogenasa (1U/ pl) 1U
Muestra a medir actividad 5 ug
HMG-CoA (10 mM) 0-300 uM
Tris-HCI (50 mM) pH 8 6 9 c.s.p. 500 pl

Tabla 3.27. Composicién de la mezcla de reaccion para la medida de la
actividad HL-Likel.

La diferencia entre lo absorbido por la muestra y lo absorbido por el
blanco es proporcional al nUmero de moles de NADH que han desaparecido:

AAbs = €. 1. c

€ es el coeficiente de extincién molar y su valor es
6.22, | es la anchura de la cubeta (paso 6ptico)
que vale 1 y c es la concentracion.

Por lo tanto la concentracion de NADH (mM) es:

Ablanco' Amuestra / 6.22

Esta concentracidén es proporcional a la concentracién de acetoacetato
gue habia en la muestra. Los moles de acetoacetato son:

Moles de acetoacetato = Cnapu X 0,5 ul (V)

(1) 0,5 pl es el volumen final de la reaccién.

Teniendo en cuenta la dilucidon de la muestra, el tiempo de ensayo y la
cantidad de tejido o de proteina de partida, se puede calcular la actividad
especifica de nuestra enzima.

3.4. Localizacion de variantes de splicing del
gen HMGCLL1

La busqueda de variantes fisioldgicas de splicing del gen HMGCLL1 se
ha realizado utilizando tanto métodos bioinformaticos como experimentales.
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3.4.1. BUSQUEDA DE VARIANTES DE SPLICING MEDIANTE
METODOS BIOINFORMATICOS

Las técnicas bioinformaticas son herramientas que se basan en
principios de comparacién de secuencias. Analizan las bases de datos de
estructura y/o de secuencia, tanto de DNA como de proteinas. Estos
programas tienen una fuerte base experimental, ya que muchas de las reglas
en las que se basan han sido establecidas de este modo. Son métodos que se
empezaron a desarrollar hace tiempo, pero que en lo Ultimos anos,
aprovechando el impulso de los proyectos de gendmica, han tenido un auge
muy importante.

3.4.1.1. Bases de datos de ESTs

Las bases de datos de ESTs (Expressed Sequence Tags) contienen
informacidon de secuencias cortas de cDNAs (de 200 a 500 pb), generadas
mediante secuenciacion aleatoria de clones. Estas bases suelen incluir
informacidon de origen diverso, pero sobre todo, de grupos que se dedican a
la secuenciacién masiva de cDNAs. Las secuencias de ESTs tienen las
siguientes caracteristicas:

e Suelen representar sdélo el extremo 3' del gen. Los clones de cDNA
se obtienen por RT-PCR de mRNA usando un oligo(dT) como primer.
Normalmente esta técnica sbélo asegura que el extremo 3' esté
incluido en el cDNA.

* Son secuencias de calidad moderada que pueden tener errores de
hasta en un 3% del total de la informacion.

* En principio se refieren a la secuencia de los exones, sin embargo, la
contaminacién esporadica con DNA gendmico puede aportar
informacion sobre los intrones del gen.

La base de datos de ESTs que se ha utilizado ha sido la de UniGene del
NCBI (Nacional Center for Biotechnology Information):

http://www.ncbi.nlmnih.gov/nucest

3.4.1.2. Base de datos de cDNAs completos

Existen grupos de investigacién que se dedican a la secuenciacion
masiva de cDNAs de tejidos de distintos organismos, con el objetivo final de
obtener el transcriptoma de cada uno de ellos. Estas secuencias son
depositadas en bases de datos. Estas bases incluyen la informacién derivada
de las secuenciaciones masivas y la informacidén generada por los grupos de
investigacién que caracterizan genes de forma individual. Las bases de datos
consultadas han sido:
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* “The Mammalian Gene Collection” (Strausberg et al., 2002). Esta
base de datos es el proyecto de secuenciacion mdas ambicioso a
nivel mundial para la caracterizacion de cDNAs completos. Se
engloba dentro del NCBI y la pagina web donde esta disponible es:

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore

* Ensembl. Este proyecto ofrece las secuencias de cDNAs y genes
completos de vertebrados y otras especies eucariotas. Se inicié en
1999 y es una unién entre el “European Bioinfomatics Institute”
(EBI) y el “Wellcome Trust Sanger Institue” (WTSI). Ademas de las
secuencias de nucledétidos también ofrece las secuencias de las
proteinas que codifican. La pagina web donde esta disponible es:

http://www.ensembl.org/

3.4.1.3. Busqueda de homologias de secuencia de DNA

La busqueda de homologias de secuencia del DNA permite un primer
acercamiento a la funcidon bioldgica de un nuevo gen. El programa utilizado
para la busqueda de homologias ha sido el BLAST (Basic Local Aligment
Search Tool) de NCBI. Este programa construye un algoritmo de buUsqueda
de similitudes, aplicable a cualquier secuencia de DNA o proteina. Existen
cinco aplicaciones distintas del programa BLAST: BLASTN, BLASTX, TBLAST,
BLASTP y TBLASTN. Su pagina web es:

www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

3.4.1.4. Base de datos de proteinas

La base de datos UniProt contiene informacion de gran calidad,
comprensible y accesible sobre la secuencia de las proteinas, asi como
informacién funcional sobre las mismas. Las bases de datos de las que se
nutre UniProt son: UniProt Knowledge Base (UniProtkKB), UniProt Reference
Clusters (UniRef) y UniProt Archive (UniParc).

Se trata de una colaboracién entre el European Bioinformatics Institute
(EBI), el Swiss Institute of Bioinformatics (SIB) y el Protein Information
Resource (PIR). EBI y SIB suelen producir Swiss-Prot y TrEMBL, mientras que
PIR produce la Protein Sequence Data base (PIR-PSD). Estas dos bases
coexisten con diferentes coberturas de secuencias y prioridades.

La direccion de Internet donde se encuentra esta base de datos es:

http://www.uniprot.org
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3.4.1.5. Calculo del grado de fortaleza de las secuencias donadoras y
aceptoras de splicing

Para el calculo de grado de fortaleza de las secuencias donadoras y
aceptoras de splicing, se ha utilizado el programa “Splice Site Prediction by
Neural Network” que ha sido desarrollado por el *"Human Genome Informatics
Group” del Lawrence Berkeley National Laboratory. Este programa se basa en
el andlisis de frecuencias de dinucledtidos y es realizado por dos redes
neurales que trabajan independientemente (Reese et al., 1997).

El programa reconoce intrones que tienen al principio el dinucleétido
GT y al final el dinucleétido AG. Cada uno de los calculos de las posibles
secuencias, tanto donadoras como aceptoras, lo realizan con un grado de
fortaleza comprendido entre 0 y 1. Cuanto mas cercano es el valor a 1, mas
fuerte es esa secuencia y mas fuerte es el exdn que la contiene.

Se toman 15 pares de bases para definir las secuencias donadoras de
intron y 41 pares de bases para las secuencias aceptoras de intrén. La
direccién de Internet donde se encuentra es la siguiente:

http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html

3.4.2. BUSQUEDA DE VARIANTES DE SPLICING POR
AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS SOLAPANTES

Para la busqueda de variantes de splicing, se ha utilizado una
estrategia de amplificacion del cDNA del gen HMGCLL1 mediante fragmentos
solapantes, a partir del cDNA de distintos tejidos y grado de desarrollo.

3.4.2.1. Diseio de primers

En primer lugar, se ha amplificado el cDNA completo del gen de la
enzima HMG-CoA liasa Like 1. Para ello se han utilizado los mismos primers y
condiciones de PCR de las siguientes tablas.

Reactivos Concentracion
Buffer 10X 1X
dNTPs 1mM
MgCl, 1.5 mM
Primers 20 pmol
cDNA 150 ng
Accu Taq polimerasa 1U
Agua miliQ estéril c.s.p. 50 pl

Tabla 3.28. Componentes de la reaccién
de PCR para obtener el cDNA del gen
HMGCLL1.
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Primer Secuencia 5'> 3’

LK F CTCGCCGACTGCCGCCACAGGCTCCGCC
LK R CCATTACTTCACATATCAGAGCAAGTTGGC

Tabla 3.29. Primers utilizados para la amplificacion del cDNA

del HMGCLL1.
Temperatura Tiempo
Inicio 98 oC 2’
Desnaturalizacion 96 °C 30"
Hibridacion 55-60 °C 30" 30 ciclos
Extension 72 °C 110"
Extension final 72 °C 10’

Tabla 3.30. Programa de PCR para Ila
amplificacién del cDNA del gen HMGCLL1.

A partir del cDNA completo del gen HMGCLL1 se han amplificado varios
fragmentos solapantes que lo exploran. Los primers empleados se indican en
la tabla 3.31 y el disefio experimental se muestra en la figura 3.3.

ATG STOP
LK F1 LK R4
LK F1 LK R6
LK F2 LK R7
LK F2 LK R10
LK F3 LK R7
LK F4 ——— | K R7
LK F4 LK R10
LK F5 LK RS
LK F5 LK R10
LK F6 LK R10
LK F7 LK R10

Figura 3.3. Esquema de la exploracién mediante fragmentos solapantes del gen HMGCLL1.

Una vez amplificados los fragmentos, se han comprobado sus tamafos
mediante un gel de agarosa siguiendo la metodologia descrita en el apartado

3.3.3.4.2.
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Parejas primers Secuencia 5'2> 3 Variante A Variante B Variante C

LK-ATG/LK-STOP CTCCGCCGAATTCATGGGGATGTGCC

1136 pb 1046 pb 1142 pb
CATAAATCCAGGATCCTCAAGCATTG

LKF1/LKR4 CTTCTCCGGGAGCATCTCTG

GAGTCCAGATAACTGGGATG 173 pb 83 pb 179 pb
LKF1/LKR6 CTTCTCCGGGAGCATCTCTG

404 14 410 pb

GGACAGGATAGCGAACTCCT 04 pb 314 pb Op
LKF1/LKR7 CTTCTCCGGGAGCATCTCTG <55 o 469 o 65 o

CTTGCAGACTTAACAACCTCC P P P
LKF2/LKR7 CCCGATGTCTCTGGCTTCTC 467 ob ] )

CTTGCAGACTTAACAACCTCC P
LKF2/LKR10 CCCGATGTCTCTGGCTTCTC 586 o ) )

CACACCTGTATTGAGCCCCA P
LKF3/LKR7 CAGTCTGTGATGCTGATGCT ] ) 499 o

CTTGCAGACTTAACAACCTCC P
LKF4/LKR7 CATCCCAGTTATCTGGACTC

CTTGCAGACTTAACAACCTCC 405 pb 405 pb 405 pb
LKF4/LKR10 CATCCCAGTTATCTGGACTC

CACACCTGTATTGAGCCCCA 814 pb 814 pb 814 pb
LKF5/LKR9 CCCAAACTGGCTTGTCTGTA

GTCCGTATGTGTCATGACAG 528 pb >28 pb 528 pb
LKF5/LKR10 CCCAAACTGGCTTGTCTGTA

CACACCTGTATTGAGCCCCA 632 pb 692 pb 692 pb
LKF6/LKR10 GGAGTTCGCTATCCTGTCCT

CACACCTGTATTGAGCCCCA >84 pb >84 pb >84 pb
LKF7/LKR10 GGAGGTTGTTAAGTCTGCAAG

CACACCTGTATTGAGCCCCA 430 pb 430 pb 430 pb

Tabla 3.31. Primers utilizados en la amplificacién de fragmentos solapantes del gen HMGCLL1.
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3.4.2.2. Purificacion del producto de PCR

Los fragmentos de DNA amplificados mediante PCR se han de purificar
con el fin de eliminar el resto de los componentes que existen en la mezcla
de reaccion (primers, nucleétidos, enzimas y sales interferentes). Para ello se
han utilizado diferentes métodos de purificacion, que se detallan a
continuacion.

3.4.2.2.1. Purificacion en columna

Este método se basa en la disolucidn del producto de PCR en una
solucion de elevada fuerza idnica. En esas condiciones, las moléculas de DNA
con un tamano comprendido entre 100 pb y 10 Kb se quedan adsorbidas
selectivamente en la membrana de silica-gel de la columna de purificacion,
mientras que el resto de moléculas son eluidas. Posteriormente el DNA es
lavado con un tampdn que contiene etanol, y finalmente se recupera de la
membrana de silica-gel mediante un eluyente de baja fuerza idnica (agua o
Tris pH=8.5).

Se ha utilizado el kit "QIAquick PCR Purification” de QIAGEN siguiendo
el protocolo que se detalla a continuacién:

1. Anadir 5 voliUmenes de buffer PB por cada volumen de producto de
PCR.

2. Colocar la mezcla anterior en una columna.

3. Centrifugar la columna a 13000 rpm durante 1 minuto. Eliminar el
eluido.

4. Lavar con 750 pl de Buffer PE y centrifugar a 13000 rpm durante
un minuto.

5. Eliminar el eluido y volver a centrifugar uno o dos minutos en las
mismas condiciones.

6. Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

7. Recuperar el DNA, anadiendo 40 pl de agua y centrifugando un
minuto a 13000 rpm.

3.4.2.2.2. Purificacion enzimatica

Se basa en las propiedades enzimaticas de dos enzimas: |la
Exonucleasa I, que elimina los primers que no se han consumido a lo largo
de la reaccién, y la Fosfatasa Alcalina de camardon que elimina los dNTPs.
Este sistema permite la purificacion directamente sobre el producto de PCR,
de fragmentos de DNA de tamafio comprendidos entre 100 pb y 20 Kb.

El kit comercial utilizado ha sido el EXOSAP-IT (USB Corporation). Los
pasos seguidos se detallan a continuacién:
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1. Mezclar 5 ul de producto de PCR directamente con 2 pl del reactivo
EXOSAP-IT

2. Incubar a 37 °C durante 15 minutos para la degradacién de los
primers y nucledtidos.

3. Incubar a 80 °C durante 15 minutos para inactivar las enzimas del
reactivo EXOSAP-IT.

3.4.2.2.3. Purificacion en gel

En ocasiones es necesario eliminar no sélo los primers, nucledtidos vy
enzimas que no se hayan consumido durante la reaccion de PCR, sino
también fragmentos de DNA de distinto tamafio que acompanan al deseado.
En estos casos es necesario purificar directamente desde el gel de agarosa.
Para ello, en primer lugar se realiza una electroforesis para separar los
distintos fragmentos por tamanos. A continuacion se recorta la banda del gel
que tiene el fragmento esperado y se extrae el DNA disolviendo la agarosa.
Finalmente este DNA es purificado mediante columna.

El kit comercial utilizado ha sido el “QIAquick Gel Extraction” de
QIAGEN. El protocolo desarrollado siguiendo las indicaciones de la casa
comercial se detalla a continuacion:

1. Cortar con un escalpelo el fragmento de DNA deseado del gel de
agarosa.

2. Pesar el fragmento de gel y anadir 300 pl de Buffer QG por cada
100 mg de gel.

3. Incubar a 50 °C durante 10 minutos, agitando cada 2-3 minutos,
hasta la completa disolucién de la agarosa. Comprobar que el color
de la mezcla es amarillo. Esto indica que el pH es menor de 7.5,
condicidn necesaria para que se adsorba el DNA a la membrana de
la columna.

4. Afadir 100 pl de isopropanol por cada 100 mg de gel y mezclar.

5. Pasar la mezcla a una columna y centrifugar a 13000 rpm durante
un minuto.

6. Eliminar el eluido y anadir 500 pl de buffer QG a la columna y
centrifugar otro minuto.

7. Anadir 750 pl de buffer PE para lavar.

8. Centrifugar a 13000 rpm durante un minuto.

9. Eliminar el eluido y volver a centrifugar otro minuto.
10.Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

11.Recuperar el DNA afiadiendo 40 pl de agua y centrifugando durante
un minuto.
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3.4.2.2.4. Secuenciacion

Para comprobar la identidad de los fragmentos de DNA obtenidos,
estos se han secuenciado siguiendo la metodologia descrita en el apartado
3.3.3.4.4.

3.4.2.2.5. Secuenciacion mediante clonaje de las variantes de splicing en el
plasmido PCR®2.1-TOPO

Para poder secuenciar de una manera mas eficiente algunas de las
variantes de splicing encontradas, se realizé un clonaje de las mismas en el
vector PCR®2.1-TOPO. Se siguié la misma metodologia descrita en el
siguiente apartado 3.5.1.

3.5. Localizacion subcelular de las proteinas
HL-Likel y HL

Para realizar la localizacién subcelular de la proteina HL-Likel en
cultivos eucariotas debemos clonar la secuencia del gen completa, incluyendo
la de su péptido lider. La clonacidn se realiza en un vector de expresion en
eucariotas que lleva en su secuencia la de una proteina fluorescente.

La técnica consiste, basicamente, en obtener nuestra proteina a
estudio, en este caso la HL-Likel, fusionada a una proteina fluorescente.
Para ello se debe clonar la HL-Likel sin su codén de STOP, para que tanto la
HL-Likel como la proteina fluorescente se transcriban como una Unica
proteina. Luego, el péptido lider de la HL-Likel dirigirda a la proteina
recombinante fusionada al organulo que corresponda, y por medio de la
proteina fluorescente podremos localizarla dentro de la célula.

3.5.1. CLONACION DEL cDNA DE LOS GENES HMGCLL1 Y HMGCL
EN EL PLASMIDO PCR"2.1-TOPO

La clonacion del DNA puede definirse como la recombinacion in vitro de
un fragmento de DNA (inserto) en un vector (plasmido) con capacidad de
replicaciéon auténoma. El fragmento de DNA se replicard junto con el DNA
vector en la célula hospedadora y asi serd posible obtenerlo en un ndmero
elevado de copias. Las etapas basicas en la clonacion de genes se pueden
resumir en:

* Amplificacion del DNA que se pretende clonar (generacion del
inserto).

» Digestion especifica, tanto del plasmido (vector de clonaciéon) como
del inserto, con las correspondientes enzimas de restriccidn.
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e Ligacion del inserto con el vector para formar el plasmido
recombinante.

e Introduccidn en las células receptoras del plasmido recombinante.

e Seleccion de colonias aisladas que porten moléculas de plasmido
recombinante e identificacion de los clones que contengan el DNA de
interés.

La clonacion de la parte codificante de los genes HMGCL y HMGCLL1 se
ha realizado tomando como partida al cDNA completo de ambos genes. Este
cDNA se ha obtenido a través de los paneles comerciales “Human Multiple
Tissue cDNA MTC Panels” (BD Biosciences).

3.5.1.1 Vectores de expresion

Vectores utilizados.

« pCR®2.1-TOPO (Invitrogene): es un plasmido especial para clonar
productos de PCR. Permite obtener mas copias de nuestro inserto a
clonar en el vector final y comprobar que nuestro inserto tiene los
sitios de restriccidon en sus extremos sin lugar a dudas (Figura 3.4).

lacZa ATG

M13 Reverse Primer
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA
GTC CTT TGT CGA TAC TGG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

Hind Il Kpnl Sac| BamH| Spel

BstX |1 EcoR | EcoR |
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT AG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CGG GARN PCR Product TTC CCG CTT AAG ACG
EcoR V BsiX | Not| Xhol Nsil Xbal Apal

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC GGG ATA
4

T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA CTG GCC GTC GTT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Figura 3.4. Estructura y polilinker del pldsmido pCR®2.1-
TOPO

3.5.1.2. Creacion de los insertos

Para poder introducir los insertos en los vectores tienen que poseer
sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccion, que de forma natural
no poseen. Por ello, estos insertos se han amplificado por PCR con primers
especificos que llevan incorporadas las secuencias de reconocimiento de
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estas enzimas de restriccion.

3.5.1.2.1. Amplificacion del cDNA del HMGCLL1

Se ha amplificado mediante PCR el cDNA del gen HMGCLL1 a partir del
cDNA de pancreas adulto “Human Multiple Tissue cDNA MTC Panels” (BD
Biosciences). Para ello se han utilizado los mismos primers y condiciones de
PCR de las tablas 3.28, 3.29 y 3.30.

A continuacion, se ha realizado una segunda amplificacion del cDNA de
la enzima HL-Likel, obtenido en el paso anterior, utilizando unos primers que
incorporan las secuencias de corte de enzimas de restriccién HindIII y BamHI
en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. De esta manera amplificaremos el
cDNA del gen HMGCLL1 desde el ATG al ultimo aminoacido codificante. Estos
primers se muestran en la siguiente tabla 3.32.

Primer Secuencia 5'> 3’

LK HindIII F CACAGAAGCTTCGATGGGGAATGTGCCATC
LK BamHI R TCAAGGGATCCAGCATTGAAGGAGGCTTG

Tabla 3.32. Primers utilizados para la amplificacién del cDNA de la HL-
Likel.

Los componentes de la reaccién de PCR y el programa empleado son
idénticos a los utilizados en las tablas 3.28 y 3.30.

3.5.1.2.2. Amplificacion del cDNA del HMGCL

El cDNA del gen HMGCL humano ha sido amplificado por PCR a partir
de un panel de cDNA comercial de pancreas “Human Multiple Tissue cDNA
MTC Panels” (BD Bioscience). Para ello se han utilizado los primers que se
indican en la tabla 3.33.

Primer Secuencia 5'> 3’

HL F GGCCAAGATGGCAGCAATG
HL R CGTAGCTCTCCACTTTCCAC

Tabla 3.33. Primers utilizados para Ia
amplificacién del cDNA del gen HMGCL.

El programa y las condiciones de la PCR son las mismas que las
aplicadas para el gen HMGCLL1, recogidas en las tablas 3.28 y 3.30.

El producto de esta PCR es re-amplificado utilizando otros primers que
introduciran los sitios de restriccién para las enzimas EcoRI y BamHI en los
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extremos 5’ y 3’ respectivamente. De esta manera amplificaremos el cDNA
del gen HMGCL desde el ATG al ultimo aminoacido codificante. Los primers se
muestran en la siguiente tabla 3.34.

Primer Secuencia 5'> 3’

HL EcoRI F GGCCAAGAATTCATGGCAGCAATGAG
HL BamHI R CGGGTGGATCCAGGGACCCC

Tabla 3.34. Primers utilizados para la amplificacidon del cDNA
de la HL.

3.5.1.3. Ligacién del plasmido pCR®2.1-TOPO con el inserto

En esta ocasidn al usar un plasmido especial para productos de PCR no
es necesaria la digestion con las enzimas de restriccion, ni del vector ni del
inserto, para conseguir que ambos se unan.

El producto de las dos PCRs sucesivas posee adeninas protuberantes
en sus extremos, adicionadas de manera “natural” por la Taq Polimerasa. Por
otro lado, el vector de clonaje pCR®2.1-TOPO se encuentra abierto y con dos
timinas en sus extremos. De esta manera, al poner en contacto el vector con
el inserto, siguiendo las indicaciones de la casa comercial, podemos obtener
nuestro vector recombinante.

La ligacion se realizd con la siguiente mezcla de reaccién.

Reactivos Volumen
Vector pCR®2.1-TOPO 1yl _
Gen HMGCLL1 3l 15 min _
. temperatura ambiente
Solution Salt 1l

Tabla 3.35. Componentes de la ligacion del
inserto con el vector.

3.5.1.4. Transformacion de los vectores recombinantes HMGCLL1-
pCR®2.1-TOPO y HMGCL-pCR®2.1-TOPO en E. coli XL1 blue

Una vez que se han construido los plasmidos recombinantes, estos se
han de introducir en las células huésped para poder ser clonados. Para ello se
sigue el mismo protocolo descrito en el apartado 3.2.3.3.

Sin embargo, se realiza una pequefia modificacidn respecto a la placa
donde se siembran las células transformadas. En este caso las bacterias E.
coli se sembraron sobre LB-Ampicilina-XTRA (50mM)-IPTG (50mM). El vector
pCR®2.1TOPO posee su sitio de clonaje multiple en medio del gen LacZ.
Cuando se induce la expresiéon del gen LacZ por medio de IPTG, y se afade al
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medio de cultivo XTRA (sustrato del producto del gen), las colonias adquieren
una coloracién azul. Esta coloracidon se pierde si se ha interrumpido el gen
con el inserto. Las colonias positivas seran pues, las que aparezcan en color
blanco, con estas colonias trabajaremos a partir de este momento,
obteniendo en primer lugar el plasmido recombinante.

3.5.1.5. Seleccion de las colonias positivas

Las colonias blancas son las colonias positivas cuando se realiza un
clonaje en pCR®2.1TOPO. Ademas del color, otra manera de comprobar si
son colonias positivas 0 no es por medio de la PCR boiling. Para realizar esta
comprobacion se siguid la misma metodologia descrita en el apartado
3.3.3.4.1, con los primers de las tablas 3.32 y 3.34.

3.5.2. SUBCLONAJE DE LOS GENES HMGCLL1 Y HMGCL EN
VECTORES DE LOCALIZACION SUBCELULAR EUCARIOTA

El subclonaje es una técnica de la biologia molecular, que consiste en
sacar el inserto de un plasmido determinado para introducirlo en otro. Este
segundo vector tiene unas caracteristicas distintas que son necesarias para
continuar con los experimentos. En nuestro caso es un vector de localizacion
subcelular, que nos permitird conocer la localizacién de nuestra proteina en
un cultivo de células eucariotas. Las etapas del subclonaje son las siguientes:

» Digestion especifica, tanto del plasmido de partida como del vector
final, con las correspondientes enzimas de restriccion.

 Purificacidn del inserto obtenido del primer plasmido.

e Ligacion del inserto con el vector para formar el plasmido
recombinante.

e Introduccidn en las células receptoras del plasmido recombinante.

e Seleccion de colonias aisladas que porten moléculas de plasmido
recombinante e identificacion de los clones que contengan el DNA de
interés.

3.5.2.1. Vectores de clonaje

Vectores empleados:

* pEGFP-N3 (Clontech): es un plasmido con el cual se puede trabajar
tanto en organismos procariotas como eucariotas. Cuando se trabaja
en bacterias obtenemos muchas copias del vector recombinante y es
el huésped idéneo para realizar el clonaje propiamente dicho. Lleva
en su secuencia la de la proteina fluorescente verde, lo que nos sera
de gran utilidad cuando trabajemos en modelo de cultivo celular
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eucariota. (Figura 3.5).
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Figura 3.5. Estructura y polilinker del pldsmido pEGFP-N3.

» pDsRed2-N1 (Clontech): es un plasmido con el cual se puede
trabajar tanto en organismos procariotas como eucariotas. Cuando
se trabaja en bacterias obtenemos muchas copias del vector
recombinante y es el huésped idéneo para realizar el clonaje
propiamente dicho. Lleva en su secuencia la de la proteina

fluorescente

roja, lo que nos serda de gran utilidad cuando

trabajemos en modelo de cultivo celular eucariota. (Figura 3.6).
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Figura 3.6. Estructura y polilinker del pldsmido pDsRed2-N1.

63



Material y Métodos

3.5.2.2. Digestion de los vectores recombinantes HMGCLL1-pCR®2.1-
TOPO y HMGCL-pCR®2.1-TOPO y del plasmido final de clonaje

Como ya hemos comentado anteriormente, los plasmidos y los insertos
se han de digerir con las mismas enzimas de restricciéon para poder formar el
plasmido recombinante.

Se han utilizado enzimas de restriccion para formar los extremos
cohesivos que facilitan la ligacion del inserto con el vector. Previamente se ha
comprobado que las enzimas utilizadas no cortan a lo largo de la secuencia
de cDNA de los genes HMGCLL1 y HMGCL.

Tanto los plasmidos como los insertos se digieren con las
correspondientes enzimas de restriccion durante tres horas a 37 ©°C. Las
cantidades afiadidas se recogen en la tabla 3.36. Se siguié el protocolo
descrito por la casa comercial.

Reactivos Volumen
Buffer 10X 5 ul
DNA (~ 300 ng/ ul) 10 pl
Enzima I 1 pl
Enzima II 1 pl
Agua c.p.s. 50 pl

Tabla 3.36. Componentes de Ia
digestién del inserto y el vector con las
enzimas de restriccion.

3.5.2.3. Purificacion del inserto

Para la purificacion del inserto obtenido tras la digestion del plasmido
de partida realizaremos los siguientes pasos:

1. Electroforesis en un gel de agarosa para separar por tamano el
plasmido y el vector digeridos.

2. Purificacién desde el gel de agarosa siguiendo la metodologia
descrita en el apartado 3.4.2.2.3.

3.5.2.4. Ligacion del vector e inserto digeridos

El siguiente paso en el proceso de clonaje es la unién entre el inserto y
el vector. Ambos ya deben estar digeridos por las correspondientes enzimas
de restriccidn y poseer extremos cohesivos compatibles.

La enzima T4 DNA Ligasa se encarga de formar los enlaces covalentes
entre los extremos cohesivos, originando una sola molécula de DNA a partir
de dos (plasmido + inserto).

Se utilizd el kit comercial de la enzima T4 DNA Ligasa (BioLabs) y se
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siguieron las indicaciones de la casa comercial para realizar la ligacidon, que
se indican a continuacién:

Reactivos Volumen

Buffer 2X 10 pl

Vector 2 pl

Inserto 5-7 ul gsmoi(r:\utos
T4 DNA Ligasa 1 pl

Agua c.p.s. 20 pl

Tabla 3.37. Componentes de la
ligacién del inserto y el vector.

A partir de este paso se realizd la transformacién de los plasmidos
recombinantes y la seleccién de las colonias positivas siguiendo la misma
metodologia descrita en los apartados 3.3.3.3 y 3.3.3.4.

3.5.3. CULTIVO DE CELULAS EUCARIOTAS HEK293

Los vectores empleados sirven para conocer la localizacidn subcelular
de las proteinas HL-Likel y HL en cultivos celulares eucariotas. Por esta
razén, el siguiente paso consistié en pasar a trabajar con lineas celulares
eucariotas, como son las HEK293.

Las células de HEK293 se deben mantener para su crecimiento a 37 °C
y atmédsfera de 5% CO,, en un medio de cultivo que posee los componentes
indicados en la siguiente tabla:

Reactivos Concentracion
DMEM 1X

FCS inactivado por calor 10 %
L-Glutamina 4 mM
Penicilina 100 U/ml
Estreptomicina 100 pg/ml

Tabla 3.38. Componentes del medio de cultivo
para las células eucariotas.

3.5.3.1. Tratamiento de los cover-slips (cs)

Los cover-slips (cs) son unos cristales sobre los que queremos que
crezcan las células HEK293, pero para que esto ocurra debemos realizar un
tratamiento previo, lo cual permitira crear una capa de poli-D-lisina sobre
ellos que hara que las células se puedan adherir a ellos y crecer sobre los
mismos.

El protocolo a seguir es el siguiente:
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1. Tratar los cover-slips limpios con una solucién de &cido nitrico
durante 24 horas.

. Lavarlos con agua destilada.

. Realizar dos lavados con agua mili-Q de una hora cada uno.
. Lavar con etanol 70% durante una hora.

. Lavar con etanol 90% durante 18-24 horas.

. Conservarlos en etanol absoluto.

N o o b~ WN

. Tratar los cover-slips con una soluciéon de poli-D-lisina 100 pg/ml
(concentracién final) a 37 °C durante toda la noche.

3.5.4. TRANSFECCION DE LAS CELULAS EUCARIOTAS CON LOS
VECTORES RECOMBINANTES

La transfeccidn consiste en la introduccién de DNA exdgeno en una
célula eucariota. Al ser las membranas celulares eucariotas mas complejas
gue las procariotas, los métodos para introducir DNA exdégeno dentro de
éstas son mas elaborados. Las estrategias utilizadas para este propdsito son
varias y se clasifican segin sean quimicas o fisicas.

Nosotros utilizamos el método quimico de los liposomas para lo cual
utilizamos el kit de la casa comercial METAFECTENE™PRO (Biontex). El
protocolo empleado se describe a continuacion:

1. Sembrar las células sobre los cover-slips hasta que lleguen a una
confluencia del 70-80%. En las placas de 12 pocillos se recomienda
sembrar entre 1-4*10° células, sin embargo esta cantidad varia
dependiendo del tamafio del pocillo o placa donde se siembren las
mismas.

2. Realizar las siguientes mezclas de reaccidn:

* Solucién A: 0.5-1.5 ug de DNA en 50 pl de medio DMEM libre
de suero y antibidticos.

* Solucién B: 1-6 pl del reactivo METAFECTENE en 50 ul de
medio DMEM libre de suero y antibidticos.

3. Combinar ambas soluciones e incubar a temperatura ambiente
durante 15 minutos.

4. Anadir la mezcla de reaccién sobre las células. Si la mezcla puede
resultar téxica para las células, cambiar el medio de cultivo de las
mismas pasadas 4-6 horas. Incubar las células a 37 °C al 5% CO..

Se realizaron diferentes combinaciones de plasmidos para transfectar
en una misma placa de cultivo de células HEK293. De esta manera se pudo
localizar en una misma célula dos proteinas al mismo tiempo, lo que facilita
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la interpretacidon de los resultados. Las combinaciones de plasmidos fueron
las siguientes:

» HMGCLL1-pEGFP / HMGCL-pDsRed2

e HMGCLL1-pEGFP / ER-pDsRed2 (Clontech). Este plasmido comercial
lleva en su secuencia la de la proteina calreticulina que es
especifica de reticulo endoplasmatico, ademds de la proteina
fluorescente roja.

3.5.5. FIJACION DE LAS CELULAS A LOS COVER-SLIPS

Para la visualizacién al microscopio de las células transfectadas es
necesario fijarlas al soporte donde han crecido. El proceso de fijacion las
matard y dejara ancladas firmemente a la superficie del cover slip.

Existen varios métodos de fijacidon, nosotros utilizamos el descrito a
continuacion:

1. Una vez transcurridas 48-72 horas desde la transfeccién, eliminar el
medio de cultivo.

2. Lavar con 500 pl de PBS 1X.

3. Afadir 500 pl paraformaldehido (PFA) 4% disuelto en PBS 1X e
incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

4. Eliminar el PFA 4% vy lavar dos veces con 500 pl PBS 1X.

5. Montar los cs sobre portas con 7-10 uyl Mowiol (aceite que permite
que los cs queden adheridos a los portas y que no interfiere en la
fluorescencia de las proteinas).

Reactivos Concentracion
NaCl 1.35 M
KCI 27 mM
Na,HPO4.12H,0 100 mM
KH,PO4 18 mM

Ajustar con NaOH a pH 7.4

Tabla 3.39. Composicidon del tampdén PBS
10X.

3.5.6. INMUNOLOCALIZACION DEL PEROXISOMA EN CELULAS
TRANSFECTADAS CON EL VECTOR RECOMBINANTE HMGCLL1-
pEGFP

La inmunolocalizacion consiste en la deteccion por medio de
anticuerpos especificos de un determinado organulo de la célula. Después,
este anticuerpo primario sera detectado por otro secundario, que esta
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marcado con un fluordforo, lo que permitird su localizacion dentro de la

célula.

En nuestro caso utilizamos esta técnica para estudiar la posible co-
localizacion de la proteina HL-Likel con el peroxisoma, ya que no se
disponian de plasmidos comerciales que llevase en su secuencia la de una
proteina especifica de peroxisoma unida a otra proteina fluorescente, como
ocurria en el caso del reticulo endoplasmatico.

El protocolo seguido es el siguiente:

1.

u A W N

8.
9.

Después de fijar las células a los cover slips, lavar con PBS-Gly
durante 10 minutos.

Permeabilizar con PBS-Triton 1% durante 10 minutos.
Lavar con PBS-Gly 10 minutos.
Bloguear con PBS-Gly-BSA-Triton 1% durante 20 minutos.

Incubar 1 hora 37 °C con el anticuerpo primario (dilucién 1:300
PBS-Gly-BSA-Tritdn 0.2%) (Rabbit monoclonal antibody anti-
PMP70 (Zymed)).

Lavar con PBS-Gly durante 5 minutos.

Incubar 1h 37 °C con el anticuerpo secundario (dilucién 1:500
PBS-Gly-BSA-Tritdn 0.2%) (goat anti-rabbit Alexafluor 568
(Molecular Probes)).

Lavar con PBS 1X durante 10-15 minutos.

Dejar secar 15-30 minutos.

10. Montar el cover-slip sobre un porta con mowiol.

Las disoluciones empleadas se indican en las siguientes tablas.

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
PBS 1X PBS 1X
Glicina 20 mM Tritdn X-100 1% (v/v)
Tabla 3.40. Composicion del buffer Tabla 3.41. Composicion del buffer
PBS-Gly. PBS-Triton.

Reactivos Concentracion

PBS 1X

Glicina 20 mM

Triton X-100 1% 6 0.2 % (v/v)

BSA 1% (p/v)

Tabla 3.42. Composicién del buffer
PBS-Gly-BSA-Tritén.
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3.5.7. VISUALIZACION AL MICROSCOPIO CONFOCAL DE
FLUORESCENCIA

Los microscopios confocales son capaces de obtener una imagen
tridimensional de la muestra y hacer distintos cortes de la misma para poder
visualizar la muestra por capas. Esta caracteristica es muy (til en
experimentos de colocalizacién de dos proteinas, como es nuestro caso.

Las muestras obtenidas, una vez fijadas a los cover-slips, fueron
visualizadas con un microscopio confocal Leica en los Servicios Cientifico
Técnicos de la Universidad de Barcelona. Las imdagenes obtenidas se
analizaron con el programa Photoshop 5.0.

3.5.8. ESTUDIOS DE ASOCIACION-DISOCIACION DE LA
PROTEINA HL-LIKE1 A LA MEMBRANA DEL RETicuLO
ENDOPLASMATICO

En un primer paso nuestro propdsito es conocer si la proteina HL-Likel
es una proteina de membrana. Si resulta que si lo es, el segundo paso a
realizar consiste en averiguar si es una proteina integral o periférica.

Existen distintas metodologias para conseguir este propdsito. Algunas
son mas agresivas y consiguen la total ruptura de las membranas con lo que
todas las proteinas que se encuentren integradas en ella, tanto periférica
como integralmente, se separaran de las membranas. En nuestro caso
someteremos a las membranas a un tratamiento suave con lo cual sdlo
conseguiremos separar de la membrana a aquellas proteinas que sean
periféricas.

3.5.8.1. Fraccionamiento subcelular

El fraccionamiento subcelular es un conjunto de métodos y técnicas
que tienen como objetivo obtener fracciones puras o enriquecidas en un
determinado componente celular, ya sea éste un organulo (mitocondrias,
nucleos, peroxisomas, etc), una fraccion de membrana (membrana total,
plasmatica, dominio basolateral, dominio apical,...), complejos multiproteicos
(citoesqueleto de actina, microtibulos, poros nucleares,..).

En nuestro caso, hemos realizado esta técnica en diferentes momentos
durante la realizacion de esta tesis doctoral, asi como para diferentes
objetivos. Las muestras obtenidas se han empleado para realizar medidas de
actividad liasa (apartado 3.2.6), experimentos de western-blot (apartado
3.2.5.3) o experimentos de asociacién/disociacion de proteinas a
membranas.

El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Tomar aproximadamente 1-2 gr del tejido a estudiar vy
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homogeneizarlo con tres volimenes de buffer de lisis.

Reactivos Concentracion
Tris-HCI 10 mM
Sacarosa 250 mM
MgCl, 5 mM

DTT 1 mM
PMSF 1 mM

Ajustar con NaOH a pH 7.4

Tabla 3.43. Composicion del tampdn de
lisis.

2. Centrifugar 1000xg 10 minutos a 4 ©C. Quedarnos con el
sobrenadante.

3. Centrifugar a 30000xg 30 minutos a 4 °C. El pellet corresponde a
las mitocondrias y el sobrenadante a la fraccidon citosdlica.
Quedarnos con el sobrenadante.

4. Centrifugar la fraccidon del sobrenadante a 100000xg a 4 °C durante
1 hora. El pellet obtenido sera el reticulo endoplasmatico.

Todas las fracciones subcelulares se guardaron a -80 °C hasta su uso.

3.5.8.2. Asociacion de la proteina HL-Likel a la membrana de reticulo

Este experimento nos permitira conocer si la proteina HL-Likel es una
proteina de membrana y si es capaz, por si sola, de asociarse a la membrana
del reticulo endoplasmatico. La metodologia utilizada se basa en la
separacién en dos fases (soluble y membrana). Esto se produce en las
muestras tras un tratamiento con tritdn X-114 (Casale et al., 2001).

Como muestras de partida se tomaron a la proteina HL-Likel clonada,
obtenida siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.4, y las
membranas de reticulo endoplasmatico de pulmdén humano adulto obtenidas
tras el fraccionamiento subcelular.

El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Tratar la proteina HL-Likel, la fraccién de reticulo y la combinacion
de ambas con los reactivos de la tabla 3.45.

2. Incubar en hielo durante 30 minutos y agitar cada 10 minutos.
3. Poner a 37° C durante 5 minutos.

4. Centrifugar a 10000 rpm 3 minutos para separar la parte
membranosa de la soluble.

5. Realizar un western-blot de las dos fracciones obtenidas con el
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tratamiento, siguiendo la metodologia descrita en el apartado
3.2.5.3, empleando como anticuerpo primario a aquél que reconoce
a la proteina HL-Likel de manera especifica.

Reactivos Concentracion Reactivos Concentracion
KCI 27 mM TBS 1X

NaCl 1350 mM NacCl 3 M

Tris 250 mM Triton X-114 25 % (v/v)
Tabla 3.44. Composicién del buffer Tabla 3.45. Relacion de reactivos para la
TRS 1X. separacion en fase soluble y membranosa

del reticulo endoplasmatico.

3.5.8.3. Disociacion de la membrana

Este experimento nos permitira conocer si la HL-Likel es una proteina
periférica o integral de membrana de reticulo. El tratamiento al que van a ser
sometidas las membranas del reticulo endoplasmatico no es lo
suficientemente agresivo como para que las proteinas integrales de
membrana sean capaces de separarse de la misma. Al no producirse una
solubilizacion completa de las membranas sélo son capaces de “separarse”
de la misma las proteinas periféricas.

Partimos de la fraccion de reticulo endoplasmatico obtenida del
fraccionamiento celular al cual le realizamos el siguiente protocolo:

1. Mezclar una fraccion de reticulo con 2 ml de NaHCOs 100 mM pH
11.5 y otra con 2 ml de urea 6 M pH 7.2.

2. Incubar a 37 °C durante 20 minutos.

3. Centrifugar a 100000xg 20 minutos a 4 ©°C y guardar el
sobrenadante.

4. Lavar el pellet una vez con TBS 1X.
5. Resuspender el pellet en 500 ul de TBS 1X.

6. Tomar 500 pl del pellet resuspendido, agregarlos en tubos de Kahn
y llevar a 2.5 ml con 2 ml de acetona

7. Incubar 15 minutos en hielo.

8. Centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos. Resuspender el pellet
en 500 pl de TBS 1X.

9. Realizar un western-blot de las dos fracciones obtenidas con el
tratamiento, siguiendo la metodologia descrita en el apartado
3.2.3.3, empleando como anticuerpo primario a aquél que reconoce
a la proteina HL-Likel de manera especifica.
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3.6. Estudio comparativo de las enzimas HL-
Likel y HL

A pesar de existir diferentes estudios sobre las caracteristicas cinéticas
de la enzima HL y de una primera aproximaciéon a las constantes cinéticas de
la HL-Likel, realizada por Sebastidn Menao Guillén en el desarrollo de su
tesis doctoral, nos propusimos caracterizar mas en profundidad estas
constantes.

Ademas también quisimos conocer otros parametros relativos a su
funcion enzimatica, como son los distintos niveles de actividad de las
enzimas HL-Likel y HL por tejidos.

Para ello se siguieron diferentes metodologias que se describen a
continuacion.

3.6.1. CARACTERIZACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS DE
LAS ENZIMAS HL-LIKE1 Y HL

Esta caracterizacién se realizé tomando como muestra tanto a las
proteinas HL-Likel y HL clonadas, como a las fracciones citosodlica + reticulo
endoplasmatico y mitocondrial de testiculo humano adulto.

3.6.1.1. Medidas de actividad de las proteinas HL-Likel y HL clonadas

Tomando como partida a los plasmidos HL-Likel-pMAL-c2x y HL-pMAL-
c2x, se indujo la expresion, obtencidn y purificacion de las proteinas HL-Likel
y HL siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado 3.3.4.

Una vez obtenidas las proteinas clonadas se realizaron las medidas de
actividad de las mismas a diferentes pHs de trabajo. Para ello se siguid el
protocolo descrito en el apartado 3.2.6.

Para determinar la velocidad maxima de una reacciéon enzimatica, la
concentracién de sustrato se aumenta progresivamente hasta alcanzar una
velocidad constante de formacion de producto. En ese momento el centro
activo de la enzima estd saturado con el sustrato y es cuando se alcanza la
velocidad maxima (Vmax) de la enzima.

Con concentraciones crecientes de sustrato [S], la enzima se va
acercando asintéticamente a su velocidad maxima Vmax, pero nunca la
alcanza. Por esta razén, no hay una concentracién de sustrato determinada
para la Vmax. Asi, el parametro caracteristico de la enzima esta definido por
la concentracién de sustrato a la cual se alcanza la mitad de la velocidad
maxima (Vmax/2), denominado constante de Michaelis-Menten o Km.

Por tanto, representando los valores de concentracion de sustrato vy
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velocidad (eje de ordenadas: actividad cinética, eje de abcisas: concentracion
de sustrato), podemos calcular los valores de Km y Vmax. La Vmax sera el
valor de actividad en el cual la enzima se satura, y la Km serd el valor de
concentracién de sustrato en el que la enzima alcanza la mitad de su Vmax.

Otra manera de obtener estos valores es mediante la representacion
de los dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk. En ella se representan los
inversos de la concentracion (eje abcisas) frente al inverso de la actividad
enzimatica (eje ordenadas). El corte de la linea que trazan los puntos con el
eje de abcisas muestra el valor -1/Km, y el corte con el eje de ordenadas el
valor 1/Vmax.

3.6.1.2. Medidas de actividad liasa en las fracciones citosolica y
mitocondrial de testiculo humano adulto

Para la realizacién de este objetivo lo primero se obtuvieron las
fracciones citosdlica y mitocondrial de testiculo humano adulto. Para ello se
siguid la misma metodologia descrita en el apartado 3.5.8.1.

Una vez obtenidas las dos fracciones se realizaron las medidas de
actividad liasa de las mismas a diferentes pHs de trabajo. Para ello se siguid
el protocolo descrito en el apartado 3.3.6.

3.6.2. SOBREEXPRESION DE LAS ENZIMAS HL-LIKE1 Y HL EN
CULTIVOS CELULARES Y MEDICION DE SU ACTIVIDAD

Teniendo en cuenta que a las proteinas clonadas y sobreexpresadas les
falta su péptido lider, nos propusimos medir la actividad liasa de la proteina
HL-Likel entera en cultivos celulares. De esta manera, también se pusieron a
punto las lineas celulares, que pudiesen servir como material de partida para
futuros estudios funcionales de la enzima HL-Likel. Para ello se realizaron los
siguientes experimentos.

3.6.2.1. Clonaje de las proteinas HL-Likel y HL en un vector de
expresion eucariota

Aunque la obtencién de la proteina HL-Likel por parte de E. coli es
muy Uutil, en ocasiones necesitamos que sea un modelo eucariota el que
sobreexprese a nuestra proteina a estudio. Por esta razén realizamos el
clonaje en el plasmido comercial pIRES2-EGFP (Clontech), el cual esta
indicado para la sobreexpresion de proteinas en cultivos eucariotas.

Seguimos la misma metodologia que la descrita en los apartados 3.5.1
y 3.5.2 pero cambiando el vector de clonaje final y los primers empleados.
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3.6.2.1.1. Vectores de expresion

Vectores utilizados.

* pIRES2-EGFP (Clontech): es un vector que contiene los sitios
internos de entrada al ribosoma (IRES; 1, 2) del virus de la
encefalomiocarditis entre el sitio de clonaje multiple y la region
codificante de la proteina fluorescente verde. Esto permite que
ambos genes, el clonado dentro del MCS y el gen de la EGFP, sean
transcritos en forma de un Unico mRNA bicistrénico. Este vector esta
disefiado para la transfeccion transitoria en células eucariotas que
expresaran la proteina EGFP y la de estudio.

pUC Powv it

' ori
HSVTK <
paly A IRES

pIRES2-EGFP
53kb EGFP

Kan'f
Nea'

SV40 ori SVA0

Ps\:-m fl poly A

(20 a1 621 B31 641 651 461

GCTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGLCCGGGATCC. . IRES
Nhel EcodT Il Bglll Xpho! Hind Il EcoR1 psty Sall Kool Apal BamH |
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Figura 3.7. Estructura y del polilinker del pldsmido pIRES2-EGFP.

3.6.2.1.2. Creacion de los insertos

Los primers utilizados para la creacidon de los insertos de las proteinas
HL-Likel y HL se recogen en las siguientes tablas.

Primer Secuencia 5'> 3’
LK EcoRI F CTCCGCCGAATTCATGGGGATGTGCC
LK BamHI R CATAAATCCAGGATCCTCAAGCATTG
Tabla 3.46. Primers utilizados para la amplificacién del cDNA de la
HL-Likel.
Primer Secuencia 5'> 3’
HL EcoRI F GGCCAAGAATTCATGGCAGCAATGAG
HL BamHI R GTGGGCAGGATCCTCAGAGTTTACAGGTAG

Tabla 3.47. Primers utilizados para la amplificacion del cDNA de la HL.
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La mezcla y el programa de PCR son los mismos que los descritos en
las tablas 3.28 y 3.30.

3.6.2.2. Transfeccion de los plasmidos recombinantes en un cultivo
eucariota

Para ello se siguié la misma metodologia descrita en el apartado 3.4.4.
En este caso sélo se transfectd un vector recombinante por placa de cultivo.
Los vectores a transfectar fueron:

e HL-Likel-pIRES2
e HL-pIRES2
* pIRES2 (vacio)

3.6.2.3. Lisis y fraccionamiento subcelular de los cultivos eucariotas

Una vez producida la transfeccion de los pldsmido recombinantes, se
realiza un fraccionamiento subcelular de los mismos, para obtener distintas
fracciones subcelulares con las que seguir los experimentos.

El protocolo seguido fue el siguiente:
1. Recoger las células en 1 ml de PBS 1X frio.
2. Centrifugar a 5000 rpm durante 5 min y eliminar el sobrenadante.

3. Mezclar las células con 200 ul buffer lisis celular y resuspender bien.
A partir de aqui se siguen dos protocolos diferentes en dependencia
de lo que se quiera realizar.

4. a) Medidas de actividad: centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a
4 OC. Guardar el sobrenadante para realizar las medidas de
actividad.

b) Western-blot: se realizan centrifugaciones seriadas igual que las
indicadas en el apartado 3.5.8.1.

La composicion del buffer de lisis se indica en la siguiente tabla.

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
NaCl 150 mM SAF 1X

NaF 30 mM PMSF 100 pg/mil
EDTA 5mM Triton X-100 1.5%
NazHPO,.7H,0 15mM Tabla 3.49. Buffer de lisis del cultivo
Sodio pirofosfato 15 mM celular eucariota.

HEPES 20 mM

Ajustar a pH 7.2 con NaOH

Tabla 3.48. Composicién del buffer
SAF 5X.
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3.6.2.4. Medidas de actividad

Se realizaron medidas de actividad liasa de los cultivos celulares
transfectados siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.2.6.

3.6.3. MEDIDAS DE ACTIVIDAD LIASA EN TEJIDOS HUMANOS

Se realizaron medidas de actividad liasa de distintas fracciones
subcelulares de diferentes tejidos humanos. Para ello se realizaron los
siguientes pasos.

3.6.3.1. Fraccionamiento subcelular

Se siguid la misma metodologia descrita en el apartado 3.5.8.1 hasta
la obtencién de la fraccidon citosdlica y mitocondrial de todos los tejidos a
estudiar.

El fraccionamiento subcelular se realizd sobre los siguientes tejidos
adultos: higado, pancreas, pulmodn, testiculo, musculo esquelético, rifdn y
cerebro.

3.6.3.2. Medidas de actividad

Se realizaron medidas de actividad liasa de las diferentes fracciones
subcelulares de los tejidos humanos siguiendo la metodologia descrita en el
apartado 3.2.6.

3.7. Obtencion de un anticuerpo especifico
contra la proteina HL-Likel

Los primeros experimentos que requerian anticuerpos se realizaron
con un anticuerpo que reconocia a la HL y también a la HL-Likel. Se trataba
de un anticuerpo obtenido de manera tradicional, mediante la inoculacion de
conejos con la proteina HL entera, y que fue suministrado por el laboratorio
del Prof. F.G. Hegardt. Se trataba de un anticuerpo policlonal desarrollado en
conejo del cual se desconocia la secuencia o secuencias especificas de
reconocimiento. Es por esta razén que este anticuerpo era capaz de
reconocer a ambas proteinas, HL y HL-Likel, ya que las dos eran muy
similares en su estructura y secuencia de aminoacidos.

Sin embargo, si queriamos seguir realizando experimentos en los
cuales distinguiéramos a ambas proteinas era necesario el desarrollo de
anticuerpos que no presentaran reactividad cruzada entre ambas proteinas.

El desarrollo de un anticuerpo especifico contra la proteina HL-Likel se
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realiz6 por la empresa Abyntek Biopharma S.L. y se llevaron a cabo los
siguientes pasos para su obtencion.

3.7.1. SELECCION DE LA SECUENCIA INMUNOGENICA

Teniendo en cuenta la gran homologia existente entre ambas proteinas
se seleccionaron dos secuencias de la proteina HL-Likel en donde la similitud
entre la HL-Likel y la HL era menor. La eleccidon de estas secuencias se
realizé con la ayuda y colaboraciéon del Prof. Paulino Gémez Puertas.

Las secuencias propuestas fueron:

* NH,-GIHQYPGVRY-COOH, que comprende los aminoacidos 109 a
119 de la proteina HL-Likel.

¢ NH,-SMGKFEEVVKSARHMN-COOH, que comprende los aminoacidos
161 a 176 de la proteina HL-Likel.

Finalmente se eligio la segunda de ellas para la realizacién del
anticuerpo, segun las recomendaciones de la casa comercial, afiadiendo el
aminoacido cisteina en el extremo amino terminal. Por lo tanto, la secuencia
aminoacidica final que se utilizdé para la obtencion del anticuerpo fue:

NH,-CSMGKFEEVVKSARHMN-COOH.

En la figura 3.8 se observa el alineamiento entre la secuencia
inmunogénica de la HL-Likel y la HL.

HL-Likel 161 SMGKFEEVVKSARHMN
HL 146 SFQRFDAILKAAQSAN
* . * . . * - * . *

Figura 3.8. Alineamiento de la HL y HL-Likel
humanas de la secuencia empleada como epitopo
en el desarrollo del anticuerpo. En asterisco “*” se
sefalan los aminoacidos idénticos y con un punto
“.” los similares.

3.7.2. OBTENCION DEL PEPTIDO A INMUNIZAR

El péptido a inmunizar se obtuvo por medio de un sintetizador quimico,
de forma automatica, por parte de la casa comercial Abyntek Biopharma S.L.

3.7.3. INMUNIZACION DE LOS CONEJOS

El proceso de produccion de anticuerpos policlonales es relativamente
sencillo, consisten en inmunizar al animal para que su sistema inmunoldgico
responda frente al antigeno produciendo anticuerpos contra la molécula
inyectada. Sin embargo, esta produccion depende de un sistema bioldgico
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complejo y los resultados no son predecibles. Los animales responden de
manera distinta generando anticuerpos diferentes contra la molécula
inyectada, incluso cuando poseen la misma identidad genética.

Para todo este proceso se emplearon dos conejos blancos de la raza
New Zealand. Los pasos seguidos para la inmunizacién de los conejos fueron
los siguientes:

» Dia 0.

12 inmunizacién: inyeccién subcutdanea de 200 pg de antigeno con
adyuvante completo de Freund.

» Dia 28.

223 inmunizacién: inyeccidn subcutanea de 100 ug de antigeno con
adyuvante incompleto de Freund.

» Dia 42.

32 inmunizacién: inyeccidn subcutanea de 100 ug de antigeno con
adyuvante incompleto de Freund.

e Dia 52.
Primer sangrado: 50 ml de sangre de cada conejo.

42 inmunizacién: inyeccién subcutanea de 100 pg de antigeno con
adyuvante incompleto de Freund.

» Dia 62.

Sangrado final: 30-50 ml de sangre de cada conejo.

3.7.4. PURIFICACION DE LOS ANTICUERPOS

La purificacion se llevé a cabo por cromatografia de afinidad con el
antigeno por parte de la casa comercial.

3.7.5. COMPROBACION DE LA ESPECIFICIDAD DEL
ANTICUERPO

Para comprobar si el anticuerpo desarrollado era especifico para la
proteina HL-Likel se realizaron las siguientes pruebas.

3.7.5.1. Comprobacion del uso del anticuerpo con la proteina HL-
Likel clonada

Tomando como partida a los pldsmidos HL-Likel-pMAL-c2x y HL-pMAL-
c2x, se indujo la expresion, obtencidn y purificacion de las proteinas HL-Likel
y HL siguiendo la misma metodologia descrita en el apartado 3.2.4.

Una vez obtenidas las proteinas clonadas se realizd un western-blot
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con las mismas, empleando como anticuerpo primario el obtenido de la casa
comercial. Para ello se siguid el protocolo descrito en el apartado 3.3.5.3.

3.7.5.2. Comprobacion del uso del anticuerpo sobre cultivos celulares

Tomando como partida cultivos celulares HEK293, se comprobd la
utilidad del anticuerpo para conocer el nivel de proteina HL-Likel enddégena
de los cultivos.

Para ello se siguid la metodologia descrita en los apartados 3.5.3,
3.5.5 y 3.5.6 en cuanto al cultivo celular, fijacién de las células sobre los
cover-slips e inmunofluorescencia. En este caso el anticuerpo primario que se
empled fue el obtenido para la proteina HL-Likel.

3.7.6. NIVEL DE EXPRESION DE LA PROTEINA HL-LIKE1 EN
TEJIDOS HUMANOS

El objetivo final de este apartado consistia en conocer cudl era el nivel
de expresién de la proteina HL-Likel en diferentes tejidos humanos, de
manera especifica y sin reactividad cruzada con la enzima HL.

Una vez que se habia comprobado que el anticuerpo era especifico
para la proteina HL-Likel se pasd a testar su utilidad en tejidos humanos.
Para ello se realizaron las siguientes metodologias.

3.7.6.1. Western-blot sobre la membrana comercial de tejidos
adultos humanos

Se tomo6 como material de partida a la membrana de la casa comercial
ProSci “Human Normal Tissue Blot II”, la cual tenia transferidos en cada una
de sus calles 15 pg de un homogenado total de los siguientes tejidos:
cerebro, corazon, rifdn, higado, pulmoén, pancreas, musculo esquelético, piel
y bazo.

Se siguié la metodologia descrita en apartado 3.3.5.3 a partir del
bloqueo de la membrana.

3.7.6.2. Western-blot sobre un homogenado de tejidos fetales
humanos

Se realizd un homogenado de los diferentes tejidos fetales obtenidos a
través del Departamento de Anatomia Patoldgica del Hospital Clinico “Lozano
Blesa”. No se hizo ningun fraccionamiento subcelular de los tejidos ya que la
cantidad que se tenia de los mismos era minima.
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Se siguid la misma metodologia descrita en el apartado 3.3.5.3
utilizando como anticuerpo primario el que es especifico para la proteina HL-
Likel.

3.8. Estudio de la interaccion entre Ilas
proteinas HL-Likel y tubulina

Este estudio se plante6 en vista de que la HL-Likel tenia una
localizacidon extra-mitocondrial y que la tubulina era capaz de regular, aunque
de manera indirecta, la actividad de la HMG-CoA Reductasa. Teniendo en
cuenta que ambas enzimas utilizaban el mismo sustrato, se quiso comprobar
si la tubulina podia afectar de alguna manera a la HL-Likel.

Para conseguir este objetivo se llevaron a cabo diferentes
experimentos que trataron de confirmar si existia interaccion entre la
tubulina y la HL-Like1l, si esta interaccion afectaba a la actividad de la enzima
y la parte de la estructura de la proteina que intervenia.

En primer lugar se obtuvieron la tubulina y la proteina HL-Likel.
Después, se realizaron diferentes clonajes en los que se delecionaba parte de
las proteinas HL-Likel y HL, para identificar la posible zona de interaccién
entre las proteinas HL-Likel y tubulina, y HL y tubulina.

3.8.1. OBTENCION Y PURIFICACION DE TUBULINA A PARTIR DE
CEREBRO DE RATA

La obtencién de la HL-Likel clonada se obtuvo siguiendo el protocolo
descrito en el apartado 3.3.4, y la obtencidn de la tubulina se indica a
continuacion.

3.8.1.1. Obtencion de tubulina acetilada

El protocolo seguido se describe a continuacién. Todas las acciones se
realizan a 4 °C o en bafio de hielo:

1. Tomar un cerebro de rata y homogeneizar 15 veces en buffer MES
(tabla 3.50) en una proporcién de 1 g cerebro por cada 0.8 ml
buffer.

2. Centrifugar a 50000xg durante 45 minutos a 4 °C.

3. Tomar el sobrenadante y adicionar glicerol (40% del volumen total).
Poner a 37 °C durante 20 min.

4. Centrifugar a 50000xg durante 30 minutos a 37 ©°C. (Eliminar el
sobrenadante y guardar el precipitado a -80 °C hasta 6 meses).
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5.Resuspender en buffer MES (en el menor volumen posible
aproximadamente 500 pl) e incubar a 4 °C 30 min.

6. Centrifugar a 50000xg durante 15 minutos a 4 °C. Descartar el

precipitado.
Reactivos Concentracion
MES 0.1 M
MgSO, 1 mM

Se ajusta el pH a 6.8 con NaOH

Tabla 3.50. Composicién  del
tampo6n MES de homogeneizacion.

3.8.1.2. Preparacion de la columna de fosfocelulosa

El protocolo consta de dos partes, la primera de precipitacién de la
fosfocelulosa y la segunda de preparaciéon de la columna propiamente dicha.

El protocolo es el siguiente:
1. Precipitacién de la fosfocelulosa:
* Hidratar la fosfocelulosa con HCI 5 N.
* Lavar con agua hasta alcanzar el pH 7.
* Adicionar NaOH 5 N.
* Lavar con agua hasta alcanzar el pH 7.
2. Preparacién de la columna:

* Preparar el montaje de la columna y tomar 500 ul
fosfocelulosa.

* Dejar que se compacte.

e Lavar con dos veces con 7 ml MES

3.8.1.3. Purificacion de la tubulina
El protocolo es el siguiente:
1. Afadir a la tubulina 300 ul de MES.

2. Cargar la tubulina a la columna y esperar a que entre en ella
completamente.

3. Recoger la tubulina en fracciones de 500 pl.

4. Medir la concentracidon de tubulina siguiendo el método de Bradford.
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3.8.2. INMUNOPRECIPITACION DE LOS COMPLEJOS HL-LIKE1-
TUBULINA Y HL-TUBULINA

La inmunoprecipitacion es una técnica basica de la biologia molecular
gue consiste en la separacion, por medio de anticuerpos especificos
inmovilizados en una columna, de una proteina especifica. También sirve
para comprobar si dos proteinas interaccionan entre si en determinadas
condiciones, tanto in vivo como in vitro.

Basicamente, la técnica consiste en poner en contacto a las proteinas a
estudio (ya sean proteinas clonadas o que se encuentren en un extracto
celular) y luego pasar esa mezcla por una columna en la que previamente,
hemos inmovilizado un anticuerpo capaz de reconocer a una de ellas.
Después de recoger la parte retenida en la columna se realiza un western-
blot utilizando un anticuerpo que reconozca a la otra proteina. Si se produce
interaccion aparecera una marca en el western-blot.

Las fases de la técnica consisten en: preparacion de la columna de
sepharosa, didlisis del anticuerpo para su posterior unién a la columna e
inmunoprecipitacion del complejo propiamente dicho. El protocolo seguido en
todas estas etapas se detalla a continuacion.

3.8.2.1. Preparacion de la sepharosa

La sepharosa es una resina que es capaz de adherir el anticuerpo de
interés tras un tratamiento sobre la misma, el cual se detalla a continuacion:

1. Pesar la sepharosa, aproximadamente wunos 150 mg. La
concentracion final de la misma va a ser 0.3 g/ml.

2. Solubilizar la sepharosa en 1 ml de HCl 1 mM.

3. Colocar la sepharosa en una columna, pasar 4 ml de HCl 1 mM vy
luego 1 ml de HCI 0.1 mM.

4. Eluir con HCI 0.1 mM.

5. Retirar la sepharosa y guardarla en un eppendorf, debe quedar
liguido para que no se seque.

6. Guardar a 4 °C si no se va a usar en el momento.

3.8.2.2. Dialisis del anticuerpo

Los anticuerpos que se quieran adherir a la sepharosa se deben
dializar. Para ello se realiza el siguiente protocolo:

1. Colocar 30 pl del anticuerpo a dializar (concentracién final 1 mg/ml
por cada ml de sepharosa) sobre el tape de un eppendorf.

2. Cubrir el volumen de anticuerpo con agua hasta formar una
“muesca”.
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Colocar la membrana de didlisis sobre el eppendorf y cerrarlo.

Introducir el eppendorf en la disolucion de didlisis, de manera que
guede en la mitad del liquido.

Dejar en agitacion a 4 °C durante 16 horas.

Reactivos Concentracion
HNaCOs 0.1 M
NaCl 0.5 M

Tabla 3.51. Composicion de la
disolucién de didlisis.

Union de la sepharosa con el anticuerpo dializado

Una vez preparados los elementos para la inmunoprecipitacion por
separado se realiza la unién de los mismos. El proceso a seguir es el

siguiente:
1. Mezclar la sepharosa con el anticuerpo dializado e incubarlos a
temperatura ambiente con agitacion suave durante dos horas.
2. Dividir el volumen de sepharosa en dos partes de 1/3 y 2/3, las
cuales se trataran de manera diferente a partir de este momento.

* 1/3: agregar un volumen igual de glicina 0.05 M pH 8. Esta
muestra servira como control negativo de la
inmunoprecipitacién.

* 2/3: agregar el anticuerpo dializado.

3. Centrifugar a 10000 rpm durante un minuto.

4. Lavar tres veces con partes iguales de glicina 0.05 M pH 8.

5. Lavar una vez con PBS 1X.

6.Resuspender la sepharosa-Anticuerpo en 700 upl de PBS 1X vy la

sepharosa-Glicina en 300 ul de PBS 1X.

Cuando hayamos terminado todo este proceso ya estaremos en
disposicién de comenzar el protocolo de inmunoprecipitacién propiamente
dicho, ya que todas estas etapas eran meramente preparatorias.

3.8.2.4. Inmunoprecipitacion del complejo

En este momento tenemos 700 pl de sepharosa-anticuerpo y 300 pl de
sepharosa-glicina. Para que el experimento sea comparable realizamos el
siguiente protocolo.

1.

Tomar 80 pl de sepharosa-anticuerpo para cada mezcla de la
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reaccion.
2. Descartar el sobrenadante.

3. Realizar el mismo procedimiento con la sepharosa-glicina.

4. Adicionar a cada tubo el volumen de MES necesario para cada
mezcla de reaccion.

5. Realizar por separado la mezcla HL-Likel-Tubulina y HL-Tubulina.

6. Mezclar con las resinas contenidas en el buffer MES.

7. Incubar dos horas con agitacion a temperatura ambiente.

8. Lavar dos veces con 200 pl de MES.

9. Descartar el sobrenadante y guardar a -20 °C.

10. Realizar un western-blot de las diferentes mezclas revelando con el
anticuerpo primario anti-DM1A, que reconoce a la tubulina, en el
caso de haber unido a la sepharosa el anticuerpo anti-HL, que
reconoce a la tubulina. Revelaremos con el anticuerpo primario
anti-HL cuando hayamos unido a la sepharosa al anticuerpo anti-
DM1A. Para ello seguimos la metodologia descrita en el apartado
3.2.5.3.

3.8.3. CLONACION DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y HL CON Y
SIN SU HELICE a-12 Y ESTUDIO DE SU INTERACCION CON LA
TUBULINA

Para el estudio de la interacciéon entre la proteina HL-Likel y la
tubulina se realizaron una serie de clonajes para obtener la proteina sin los
aminoacidos que codifican la hélice al2 de su estructura. Los programas
bioinformaticos nos indicaban que, de producirse la interaccién entre ambas
proteinas, lo mas probable es que ésta se produjese por esa zona de la
proteina HL-Likel.

Teniendo en cuenta la gran homologia que existe entre las proteinas
HL-Likel y HL, también realizamos el clonaje sin la hélice a12 de la HL.

Seguimos la metodologia descrita en los apartados 3.5.1 y 3.5.2, pero
en este caso el plasmido final de clonaje fue el pMAL-c4x. Los primers
utilizados para la realizacién de este clonaje también fueron diferentes en
algunos apartados.

3.8.3.1. Vectores de expresion

Vectores utilizados.

* pMAL-c4x (New England Biolabs): es un vector disefiado para la
expresidon de proteinas en forma de fusidén al extremo C-terminal de
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la MBP (Maltosa Binding Protein) de E. coli, que tiene una gran
afinidad por la amilosa. El gen que codifica para la MBP esta unido al
polilinker por medio de una zona de reconocimiento para el Factor
Xa. Esto permite separar la proteina de fusién después de la
purificacién.

pMAL-c4X Polylinker:

Sacl Xmnl

5° malE...TCG AGC TCG (AAC), AAT AAC AAT (AAC), CTC GGG ATC GAG GGA AGG ATT TCA
Ile Glu Gly Arg

EcoRI BamHI Xbal Sall Pstl HindIII
GAA TTC GGA TCC TCT AGA GTC GAC CTG CAG GCA AGC TTG ... TacZa

Figura 3.8. Estructura del polilinker del plasmido pMAL-c4x.

3.8.3.2. Creacion de los insertos

Los primers utilizados para la creacidon de los insertos de las proteinas
HL-Likel y HL sin su hélice a12, asi como de la proteina HL-Likel sin sus
ultimos 6 y 3 aminoacidos, se recogen en las siguientes tablas.

Primer Secuencia 5'> 3

LK EcoRI F no hélice a-12 CTCCGCCGAATTCATGGGGATGTGC
LK BamHI R no hélice a-12 GAGGCTTGGGATCCATTAAGAGTTTG

LK EcoRI F no 6 aa CTCCGCGAATTCATGGGGATGTGCC
LK BamHI R no 6 aa GCATTGAAGGATCCATTATGCTAC
LK EcoRI F no 3 aa CTCCGCCGAATTCATGGGGATGTGC
LK BamHI R no 3 aa CAAGTCAGGATCCATTAGGAGGCT

Tabla 3.52. Primers utilizados para la amplificacion del cDNA de la HL-Likel sin
la hélice al2 y sin sus ultimos 3 y 6 aminoacidos.

Primer Secuencia 5'> 3’

HL EcoRI F no hélice a-12 GGCCAAGAATTCATGGCAGCATAG
HL BamHI R no hélice a-12 GTAGCCTGGGATCCATTAGGAGCTAG

Tabla 3.53. Primers utilizados para la amplificacién del cDNA de la HL sin la
hélice a12.

La mezcla y el programa de PCR son los mismos que los indicados en
las tablas 3.28 y 3.30.
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3.8.3.3. Obtencion de las enzimas HL-Likel y HL sin su hélice a12

Se siguié la misma metodologia descrita en el apartado 3.2.4 para la
sobreexpresidon de las proteinas HL-Likel y HL delecionadas.

3.8.3.4. Influencia de la tubulina en la actividad de las enzimas HL-
Likel y HL

Se realizaron medidas de actividad siguiendo la metodologia descrita
en el apartado 3.3.6 pero a la mezcla de reaccion se le afiadieron cantidades
crecientes de tubulina obtenida a partir del cerebro de rata.
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4.1. Comprobacion de la homologia estructural
entre las proteinas HL-Likel y HL

Algunas de las mutaciones, encontradas en pacientes con aciduria 3-
hidroxi-3-metilglutarica, que cursan con pérdida de actividad de la enzima
HL, se reprodujeron en la proteina HL-Likel. De esta forma, se comprobaba
si la afectacién de la actividad enzimatica era similar y si existia una
homologia estructural y funcional entre ambas proteinas.

4.1.1. MODELO TRIDIMENSIONAL DE LA HL-LIKE1

El modelo de estructura para la HL-Likel se realizé por homologia de
secuencias, utilizando como molde la estructura cristalizada de la HL humana
(Fu et al., 2006). La homologia entre ambas resultd ser del 67%.

En la figura 4.1 se muestra el alineamiento de secuencias entre las
enzimas HL-Likel y HL.

A partir de este alineamiento se pudo construir el modelo 3D de la
proteina HL-Likel. La superposicion de las estructuras de las proteinas HL-
Likel y HL se muestra en la siguiente figura 4.2. En ella se puede observar la
gran homologia estructural existente entre ambas enzimas.
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Figura 4.1. Alineamiento de las secuencias de las proteinas HL-Likel y HL, donde se
observa una gran homologia entre ambas estructuras. En asterisco “*” se sefialan los
aminodacidos idénticos y con punto “.” los similares. Los aminodcidos pertenecientes a
algun elemento de estructura secundaria se indican con “h” si son componentes de una
hélice alfa y con “s” si forman parte de una ldmina beta.
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Figura 4.2. Superposicidon de las estructuras de las proteinas HL-Likel (verde) y HL
(azul). A. Vista superior. B. Vista lateral.

4.1.2. MUTAGENESIS DIRIGIDA PARA CONFIRMAR LA
HOMOLOGIA ESTRUCTURAL DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y HL

Se diseflaron tres mutantes distintos para la proteina HL-Likel: R56Q,
L207S y H248R. La mutagénesis de cada uno de ellos se realizé a partir del
plasmido HL-Likel-pMAL-c2x obtenido en la tesis de Sebastidan Menao Guillén
(2006). Tras la transformacién, en la cepa XL1Blue de E. coli, del producto de
la reaccion de mutagénesis, se aislé el DNA plasmidico y la presencia de las
mutaciones se comprobé mediante secuenciacidn.

4.1.2.1. R56Q

Para realizar este cambio de aminoacido se mutd el codon AGG de la
arginina 56 por CAG que codifica un glutdmico. El resultado de Ia
secuenciacion se indica en la figura 4.3.

Pro Gin Asp
55 56 57

CCTCAGG AT

Figura 4.3. Secuencia en forward del
pldsmido HL-Likel-pMAL-c2x con la
mutacion R56Q.
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4.1.2.2. L207S
Para realizar este cambio de aminoacido se muto el codén TTG de la

leucina 207 por TCG que codifica una serina. El resultado de la secuenciacidn

se indica en la figura 4.4.

Lys Ser Arg
208 207 206
G TACOG A2TUC T

Figura 4.4. Secuencia en reverse del
pldsmido HL-Likel-pMAL-c2x con la

mutacion L207S.

4.1.2.3. H248R

Para realizar este cambio de aminoacido se mutd el codéon CAC de la
histidina 246 por CGC que codifica una arginina. El resultado de la
secuenciacion se indica en la figura 4.5.

Figura 4.5. Secuencia en reverse del
pldsmido HL-Likel-pMAL-c2x con la

mutacion H248R.

4.1.3. EXPRESION DE LAS PROTEINAS MUTADAS PARA EL

ESTUDIO DE ACTIVIDAD
Las células BL21 Codon Plus (DE3)-RIPL fueron transformadas con los

plasmidos que contenian las mutaciones R56Q, L207S y H248R. Se indujo la
expresion a 20 °C, con una concentracion de IPTG de 0.2 mM, a una DOsgsnm
entre 0.8 y 1. En la figura 4.4 se muestra el resultado del western-blot de la
proteina wild-type junto con las tres mutantes. Los niveles de expresién
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fueron comprobados en tres clones distintos de cada construccion,
obteniéndose en todos los casos el mismo resultado.

La sobreexpresion fue mucho mayor en la proteina wild-type (salvaje)
gue en las mutadas. Este mayor nivel de expresidén de la proteina wild-type
respecto a las mutadas puede deberse a que la mutacidn introducida provoca
un plegamiento incorrecto de la proteina o aumenta su inestabilidad, por lo
que la cantidad final obtenida es menor.

Se realizaron medidas de densitometria de las bandas obtenidas en el
western-blot. Se tomdé el valor de la proteina HL-Likel wild-type como
referencia (100%) y se calcularon los valores para las proteinas mutadas. El
mutante R56Q se expresdé un 7% respeto a la WT, el L207S un 30% vy el
H248R un 22%.

Figura 4.6. Western-blot de las proteinas HL-
Likel wild-type y mutadas.

4.1.4. MEDIDAS DE ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS MUTADAS

Se realizaron los ensayos de actividad enzimatica de la proteina
salvaje y de las tres proteinas mutantes. Tal y como se indica en la tabla 4.1,
pudo medirse de forma fiable y reproducible la actividad de la proteina HL-
Likel wild-type, pero no se midié actividad liasa en ninguna de las proteinas
mutadas.

Actividad enzimatica

Proteina (nmol / min*mg)
HL-Likel 25
R56Q (HL-Likel) n.d.
L207S (HL-Likel) n.d.
H248R (HL-Likel) n.d.

Tabla 4.1. Resultados de la medida de actividad en
la proteina HL-Likel wild-type y en los mutantes
disefiados para comprobar la similitud estructural
de la proteina HL-Likel y HL (n.d. no detectable).
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4.1.5. LOCALIZACION DE LAS MUTACIONES DE LA HL-LIKE1 EN
LA ESTRUCTURA 3D DE LA ENZIMA

A continuacion se muestran los resultados de localizacion de las
mutaciones creadas dentro de la estructura de la proteina HL-Likel. Se
seflalan también los aminoacidos con los que interaccionan los aminoacidos
mutados.

4.1.5.1. Variante R56Q

La mutacion p.R41Q de la HL es la mas frecuente en los pacientes con
aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica (Mitchell et al., 1998 (b); Ozand et al.,
1991). El aminodcido Arg®® de la proteina HL-Likel equivale segin modelado
a la Arg* de la enzima HL. Este aminodcido se encuentra localizado en la
interaccion del sustrato con el centro activo. El estudio 3D sugiere que el
cambio de tamafio y, sobre todo, de carga de la arginina no permite una
correcta interaccion del sustrato con el resto de aminoacidos del centro
activo, e impide asi la actividad enzimatica.

acido 3-hidroxiglutarico

Figura 4.7. Localizaciéon del aminoacido Q56 en la
estructura 3D de la HL-Likel.

4.1.5.2. Variante L207S

La Leu?®” de la HL-Likel estd rodeada de una serie de aminodcidos
hidrofébicos (Val'*!, Gly'*3, Met!®?, Phe!®®, Gly!®!, val'®3, val®®3, Iso??®) que
conforman un cluster que da estabilidad al centro activo. El cambio a serina
introduce un aminodacido polar que probablemente distorsiona la estructura
local, afectando a la conformacién del centro activo.
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G143 G181 V183

Figura 4.8. Localizacion del aminoacido L207 en la
estructura 3D de la HL-Likel.

La mutacion de su aminoacido homélogo en la HL (p.F192S), co-
descubierta por el Dr. Sebastidn Menao Guillén y la doctoranda, también
provoca la pérdida de actividad total de la enzima (Menao et al., 2009), por
un mecanismo parecido al descrito para la HL-Likel, ya que también forma
parte de un cluster apolar que estabiliza el centro activo de la HL.

F192 1200

Figura 4.9. Area que rodea a la mutacién missense
p.F192S de la HL. Se localizan también al &cido 3-
hidroxiglutarico y a los residuos del mismo cluster
hidrofébico (1126, F150, V168 y V 188).
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4.1.5.3. Variante H248R

El aminoacido histidina 248 se encuentra en el centro catalitico de la
enzima, y estd implicado en la unién con el catién divalente Mg*2. El cambio
por arginina impediria que se produjese esta unidon correctamente debido a
las diferencias que existen entre ambos aminoacidos. ElI aminoacido
homologo His?*® de la HL también estd implicado en la unién con el catién
divalente y su cambio produce la pérdida total de actividad enzimatica
(Roberts et al., 1996).

acido 3-hidroxiglutarico

Figura 4.10. Localizacién del aminoacido R248 en la
estructura 3D de la HL-Likel.

4.2. Localizacion de las variantes de splicing
fisiologicas del gen HMGCLL1

La localizacion de variantes de splicing del gen HMGCLL1 se realizd
utilizando dos métodos distintos: uno bioinformatico, de aproximacion,
basado en la consulta de bases de datos de cDNAs completos y de ESTs, y
otro experimental basado en la amplificacion de fragmentos solapantes y
redundantes del cDNA del gen HMGCLL1.

4.2.1. ANALISIS DE LAS BASES DE DATOS DE TRANSCRITOS
COMPLETOS Y DE PROTEINAS

Existen discrepancias entre las diferentes bases de datos analizadas,
las cuales se centran sobre todo en el nimero de transcritos encontrados vy
en la cantidad de variantes que codifican. Estas diferencias se muestran a
continuacion.
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4.2.1.1. Base de datos NCBI-Gene

En la base de datos NCBI-Gene aparecen dos transcritos que se
corresponden con la variantes a y b del gen HMGCLL1. La “variante a” esta
codificada por 10 exones, con un tamano de 2518 pares de bases. El nimero
de acceso en el GenBank es el NM_019036.2.

La “variante b” esta codificada por 9 exones, con un tamafo de 2481
pares de bases, y su numero de acceso en el GenBank es el
NM_001042406.1. Esta fue la primera variante reportada por las bases de
datos.

La diferencia entre ambas variantes radica en que la “variante a”
posee un exdén mas, el exdén 2, que no esta presente en la “variante b”.

4.2.1.2. Base de datos Ensembl

En la base de datos Ensembl aparecen hasta 10 transcritos diferentes,
sin embargo, sélo dos de ellos serian capaces de llegar a formar proteinas
completas segun la propia base de datos. Estos transcritos se corresponden
con las variantes “a y b” de la base de datos NCBI-Gene.

También aparece un tercer transcrito que segun la base de datos
Uniprot (comentada a continuacion) corresponderia con la “variante c” de la
proteina HL-Likel.

El resto de transcritos parecen haberse formado por deleciones de
algunos exones del gen, dando lugar a cDNAs que podrian producir proteinas
de diferentes tamanos. La presencia de estas probables proteinas no se ha
demostrado experimentalmente. Los transcritos alternativos encontrados
coinciden con los localizados en la base de datos de ESTs (resultados
comentados a continuacion).

Estas variantes de splicing corresponden a la “variante b” del gen. Los
exones que se delecionanson: 6,6y 7, 6 a8y 6 a9. También aparecen tres
variantes mds en las que encontramos parte de intrones o que sélo incluyen
a los ultimos exones del gen.

4.2.1.3. Base de datos UniProt

Esta base de datos no recoge secuencias de cDNA o DNA de genes,
sino que se basa en clasificar las proteinas que son capaces de transcribirse a
partir del material gendmico. En ella hemos encontrado tres variantes de la
proteina, con tamanos diferentes.

La primera de ellas es la “variante a” que codifica para una proteina de
370 aminoacidos. Su mRNA se corresponde con el de las “variantes a” de las
bases de datos NCBI-Gene y Ensembl. Sin embargo, no confirman la
existencia de esta variante a nivel de proteina sino que lo infieren por la
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existencia del mRNA que la traduce.

La segunda es la “variante b”, que codifica para una proteina de 340
aminoacidos. Su mRNA se corresponde con el de las “variantes b” de las
bases de datos consultadas anteriormente.

Por ultimo, aparece una tercera “variante c” que codifica para una
proteina de tan sélo 53 aminoacidos, cuya presencia no se ha podido
demostrar de manera experimental. Esta variante corresponderia con una de
las secuencias que se describen en la base de datos Ensembl. Al fijarnos en
la secuencia de cDNA de esta tercera variante, en ella aparece otro exén que
no se encuentra en ninguna de las variantes anteriores. Este exdn aparece
justo después del exdén 1 y antes del exén 3 6 2 de las variantes “a y b,”
respectivamente. Por esta razén lo hemos nombrado como exén 3. La base
de datos UniProt predice un nivel bajo de transcripcion de esta variante al
aparecer un codéon de STOP prematuro en su secuencia de mRNA. Esto puede
provocar la aparicion de un mecanismo de “nonsense-mediated mRNA decay”
(NMD), aunque no se ha demostrado de manera experimental (Maquat,
2004).

Reuniendo la informacién de las tres bases de datos observamos que
nos encontramos ante un gen capaz de generar tres transcritos diferentes,
con una organizacion gendmica distinta a la hasta ahora conocida, con 11
exones y 10 intrones.

Ninguna de las tres variantes contiene los 11 exones en su mRNA. La
“variante a” estd formada por los exones 1, 2, 4-11; la “variante b” por los
exones 1, 4-11; y la “variante c” por los exones 1, 3-11.

La organizaciéon de todos los exones del gen HMGCLL1 y de la
secuencia de aminoacidos que codifican, quedan reflejadas en las siguientes
figuras 4.11y 4.12.

cctctcggcg
gggcgcgctc
gtctccctcce
gtgaagcact
gtggcagggg
cccgatgtct
cttcagtctg
tatttgaggg
gagtttgtta
gttcctacag
atagaagtga
gtaatgaaag

cagggttttc

ccgccgcagt
ccgagctggc
cctcgccgac
gcctcagcta
cgctcgaccc
ctggcttctc
tgatgctgat
cacctcteec
aaatagtaga
atataaaaat
ctagctttgt
gcattcatca

accatgctgt

gcgcagaaca
gcagtttccc
tgccgcccca
ccagcagctt
cgcgcagact
agtctccttg
gctgcaccat
EeaEREaEES
agttgggcct
tgaatttatc
gtcttccaga
atatccagga

tgctgctgga
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gctctggtcc
agcgcggtgc
ggctccgcca
ctccgggagc
tctcttctaa
gcaggcacgg
ggacctctca
aaggaaacat
agggatggat
aatcgacttt
tgggtaccac
gttcgctatc

gctactgaga

tcacagccag
ccgcccctca
tggggaatgt
atctctggat
caaaccttca
tggcttgtat
ggaagccctg
cccagttatc
tgcagaatga
cccaaactgg
agatggctga
ctgtccttac

tatcagtttt

tgcaccggag
tecctcecteca
gccatccgcg
cggggattca
ctgctttcag
ccactgggag
atccccatca
tggactccct
aaaggttata
SIE B EEIEEEEY
tcacactgaa
tcctaatcett

tggagctgca



tctgaatcct
gaggaggttg
gctctgggct
agattgtacg
ccaggaagta
gctgttcact
atgggaatta
ggtgcttctg
aatacaggtg
aataaaacca
tatgacgtac
ccaacttgct
aaagattata
caagctgagg
gctctcatag
agtatcaaat
(E/EEVS[EIEIEEIED]
ctctggatct
ccatctgacc
tgttaactat
atatcctgga
ttacctgtca
aagctatttt
atcataatct
tcctaagaat
EESEEIEEESIEE
gtggctgaaa
atcaaagtca
tattttatgg
agacttctct
cataaaaatg

taaattcaag

ttagcaagaa
ttaagtctgc
gtccatatga
gcatgggttg
tgaaaagaat
gtcatgacac
atgtggtgga
ggaatgtagc
tgaatctata
caaactctaa
cgttgagaag
ctgatatgtg
actggataga
ataaataata
aaataacttt
actgtgttaa
agctcctgca
caactactca
ctacataatt
ttcagtgact
aacatattac
tcagttatag
tttttgtcct
acctttataa
attaagataa
acccacatta
BB EEQIEEIEEIE
gggatgagga
gggcagtatt
aataataccg
agtattgtga

aaagtaaaaa

gaatattaac
aagacacatg
aggaagtatt
ttatgagatc
gttggaaagt
atacggacaa
ctccgcagta
cactgaggat
caaagtgatg
agtagcacaa
atcaatttca
aagtaatgga
ttaagtcaac
aaacttgtca
ttaatttagt
tacttaatca
tagtatgcag
tttgccaagt
ttagcaatag
ttatctggtt
gacctcccat
taaaaaccag
gatgtctaaa
ttttcagatc
ttttaggtta
ttttttggtg
tgtcttagaa
gcaggaggac
attacaaatg
ggtgatatta
actttctagg

aaaaaaa

tgttccattg
aatattccag
acaccgcaaa
tctctaggag
gtgatgaaag
gccttagcaa
tccggattag
ttgatatata
gaagctggtg
gcctccttca
gctacaatac
caagagtggg
aaaatgcaat
taattttgaa
agatgggaaa
agcaggctta
agtgtgtggc
cagttatgtt
aacttttata
ccaagaggct
gtttgttaca
catggtgtta
ttgcagtgat
actttcaaat
atgaaatacc
tattttttag
ttgattgcca
tattcaagat
gatctgaaat
tctttgagta

aaatattcat

aagaaagtat
cacgagggta
aagtgacaga
acacaattgg
aaatcccacc
atatccttac
gtggctgccc
tgcttaatgg
actttatttg
atgcttgact
tcatctgaaa
aaaaaagaga
atcagtcatc
cttggaaaaa
attgacttcg
acactgtgta
ctcaatatta
atggaccaaa
tttcaagtat
gtggccaatg
tgcatccagt
ctcaactatt
aagaataggt
tgcccaagga
cattttcctt
tggttatttt
gaaattgcaa
aaacttctgt
gtcagttcta
aatttgaata

taaaaccatt

Resultados

gggaaaattt
tgtgtcttgt
agtgtctaag
agtgggaact
aggtgctctt
ggcccttcag
ttatgcaaaa
cctggggctc
caaagctgtg
tgaatggatt
atcattaatg
tccttttcaa
aggtaaattg
agtttctttt
tatttcccca
SEUEEIEIEGEEE!
B S/ E B B[S
agccaaatct
ggctaacatc
gcaagatgcc
ttaccacact
gagaaattgt
tgatacatgt
aatattgtga
ttattcatgg
agaagttgaa
gatgtaatat
aacctatgca
gtatttagag
taaattgaaa

gaaataaaaa

Exén 1 Exo6n 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5 Exon 6 Exon 7 Exon 8 Exon 9 Exon 10 Exéon 11

Figura 4.11. Organizacién por exones del cDNA del gen HMGCLL1.
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Figura 4.12. Alineamiento de las tres potenciales isoformas de la proteina HL-Likel.

4.2.2. ANALISIS DE LAS BASES DE DATOS DE ESTs

La busqueda en la base de datos NCBI-Unigene de ESTs del gen
HMGCLL1 dio como resultado el hallazgo de 77 ESTs. La localizacién de
variantes se planted de manera manual, comparando con el programa BLAST
cada una de ellas con la secuencia del genéma completo del gen HMGCLL1.
Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Secuencias parciales de cDNAs: ESTs.
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R34667.1
R38957.1
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AV727510.
DA339110.
DA162360.

DA197892.
DA158757.
DA198979.
DA250483.
DA089753.
DA129400.
DA057273.
DA169980.
DA248338.
DA343581.
DA1553109.
DA149669.
DA496891.
DA502358.
DA352691.
DA497340.
DA497712.
DA506851.
DA508472.
DA366692.
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DA525352.
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DB476806.1
DB555636.
DB496799.
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BG703604.
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DC313127.
DC315537.
DC313615.1
BI824058.1
BM677074.1
T80309.1
CA842342.1
CA847960.1
AA628723.1

e e =

Clone H023073A14 brain 5'
Clone H033013B08 brain 3'
Clone HO33063F11 brain 5'
Clone H023012NO03 brain 3'
Clone IMAGE:4817349 brain 5'
Clone IMAGE:4818781 brain 5'
Clone BRACE3019257 brain 5'
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Figura 4.13. Secuencias de ESTs del gen HMGCLL1 en NCBI-Unigene. La sigla P indica
que la secuencia traducida tiene parecido con proteinas conocidas. A sefiala que la
secuencia tiene una sefal de poliadenilacién.

El cddigo de colores que aparece en la figura es el siguiente:

Azul: falta el exdn 6.

Morado: faltan los exones 6 y 7.

Rosa fucsia: faltan los exones 2 a 7.

. Naranja: faltan los exones 6, 7 y 8.

Gris: falta el exon 7.

Azul verdoso: faltan los exones 5, 6, 7 y 8.

Marrén: faltan los exones 6 a 9.

Negro: faltan los exones 2 y 3 del gen (variante b).

Rojo: secuencia que coincide con el gen HMGCLL1 (variante a).

Verde: secuencia que coincide con el gen HMGCLL1 (variante c).

Verde caqui: zona 3’ del cDNA, puede ser cualquier variante.

De las 77 secuencias revisadas, algunas pertenecen a diferentes
variantes del gen HMGCLL1, la mayoria de ellas a la “variante b”, y otras
poseen deleciones de algunos exones. Estas variaciones se indican en las
siguientes tablas.
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Resultados

Tejido de
procedencia

Delecion
exon 3

(Variante a)

Delecion

exones 2y 3
(Variante b)

Delecion
exon 2

(Variante c)

Cualquiera
de las tres
variantes

Cerebro fetal

Cerebelo

Soares feto total
(8-9 semanas)

Cerebro adulto

Amigdala

Hipocampo

DA489911.1

DA496891.
DA502358.
DA528201.
DC374558.
DC374726.
DA497340.
DA497712.
DA508472.
DA523486.
DA768275.
DA783075.
DA506851.
DA484488.
DA525352.
DA527010.

DA490410.

DA493422.
DC350014.
DA089753.
DA057273.
DC308104.

DN992521.
DN992637.
DA198979.
DA248338.
DA197892.
DA162360.
DA169980.
DA149669.
DA158757.
DC315537.
DC313127.
DC313615.
BG703604.
DB464768.
DA339110.
BF966299.
DB473003.
DB476806.
BG702932.
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DA525952.1

AA628723.1

DB303822.1

DA155319.1

BF966735.1
DB545509.1
DB567822.1
DB574184.1
DB541757.1
DB555636.1
DB531102.1



Resultados

Substantia nigra DA343581.1
DA352691.1
Nucleo subtalamico DA366692.1
Nucleo caudal DA250483.1
DC326283.1
Cortez con Alzheimer DA129400.1
Teratocarcinoma
linea celular NT2 DA766151.1
Pericardio DA826343.1
Rifidn DB179645.1
Mezcla de tejidos Cv024410.1
BI824058.1
Nucleo caudal DA250483.1
DC326283.1
Cortez con Alzheimer DA129400.1
Teratocarcinoma
linea celular NT2 DA766151.1
Pericardio DA826343.1
Ojo fetal BM677074.1
Islotes pancreaticos CA842342.1
Cerebro nifio T27074.1
R34667.1
T09238.1
F06678.1
T80309.1
R38957.1
T09237.1
1/77 53/ 77 1/77 22 /77

Tabla 4.2. Secuencias de ESTs del gen HMGCLL1 ordenadas segun la variante y tejido al que

pertenecen.
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Transcrito Delecién Delecion exén De!ecién De!ecién De!ecién Delecion exén De!ecién
exones2a7 5,6,7y8 exon 6 exéon6y7?7 exén 6,7y 8 6,7,8y9 exon 7

Hipocampo BG702932.1 DA339110.1

BF966299.1

DB473003.1

DB476806.1
Amigdala DA155319.1 DC313127.1 DA158757.1 DC313615.1

DC315537.1
Hipotalamo DB496799.1
Cerebelo DC308104.1
Nucleo caudal DC326283.1 DA250483.1
Cerebro nifo T27074.1

R34667.1

Cerebro fetal DA490410.1 DC350014.1

Cerebro

TOTAL

1 (cualquier

variante)

1 (variante b)

9 (variante b)

4 (2 variante
2; 2 cualquier 2 (variante b)

variante)

1 (cualquier

1 (variante b) variante)

Tabla 4.3. Secuencias de ESTs que poseen deleciones de alguno de los exones del gen HMGCLL1. Se indica también la variante a la que pertenecen

estas deleciones.
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4.2.3. AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS SOLAPANTES DEL
cDNA DEL GEN HMGCLL1

Se realizaron las amplificaciones planteadas en la tabla 3.31 de
Material y Métodos, a partir de paneles comerciales con cDNA procedente de
los tejidos cerebro, pulmén, rifidn, musculo esquelético, bazo, corazén e
higado fetales y cerebro, pulmdn, rindn, muasculo esquelético, bazo, corazdn,
higado, pancreas, testiculo, placenta, intestino y ovario adultos. Los
resultados se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa al 2%.

En las siguientes figuras se exponen los resultados de las
electroforesis. Algunas amplificaciones produjeron un Unico fragmento que se
correspondia con el tamafo esperado de la variante b con delecion de los
exones 2 y 3, pero en otras se encontraron bandas con tamafos diferentes.

En primer lugar, se realizd6 una PCR que amplificaba al gen completo
desde el ATG hasta el codon de STOP. Los resultados obtenidos se muestran
en la siguiente figura 4.14.

Ademas de la banda de aproximadamente 1000 pb correspondiente al
cDNA del gen HMGCLL1 desde el codén de inicio al de STOP, aparecen otras
bandas de diferente tamafio (tanto en tejidos fetales como adultos), que se
corresponden con las variantes de splicing del gen.

Cerebro Pulmén Rifdn ME Bazo Corazéon Higado
F A F A F A F A F A F A F A

1000 pb —>

Figura 4.14. Amplificacién usando los primers LK-ATG y LK-STOP. Aparecen
bandas de distintos tamafios. La banda rodeada en rojo corresponde con la
“variante b” completa (1046 pb). Amarillo: deleciéon del exén 6 (960 pb). Azul:
delecién de los exones 6 y 7 (802 pb). Morado: delecién de los exones 6 a 8
(729 pb). Azul turquesa: delecién de lo exones 2 a 7 (612 pb). Negro: delecién
de los exones 6 a 9 (549 pb). Verde: delecidén de los exones 2 a 9 (359 pb).

Para conocer qué exones se eliminaban en estas variantes se eligieron
los tejidos cerebro y pulmoén, tanto fetal como adulto, para profundizar en su
estudio. Se realizaron diferentes amplificaciones que exploraban los distintos
exones. Los resultados se muestran en las figuras siguientes.
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Cuando se realizan las amplificaciones con las parejas de primers
LKF1/LKR4 (explora los exones 1 a 4) (Figura 4.15) y LKF1/LKR6 (explora los
exones 1 a 6) (Figura 4.16), sbélo se encuentra una banda del tamano
esperado para la “variante b” del gen HMGCLL1 (86 pb y 314 pb
respectivamente). No aparece ninguna banda correspondiente a las variantes
“a o c¢” del gen.

FETAL ADULTO FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM CER PULM CER PULM
s ——
u e
*
314 pb
” e —— A -~
86 pb Sovcnicron

Figura 4.15. Amplificacién con los primers Figura 4.16. Amplificacion con los primers
LKF1 y LKR4. Aparece una Unica banda del LKF1 y LKR6. Aparece una Unica banda del

tamafio esperado para la variante b. tamafio esperado para la variante b.
FETAL ADULTO FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM CER PULM CER PULM

. 447 ib

del tamafio esperado para la variante a esperado para la variante a (886 pb) y otra de
(447 pb). menor tamafo (469 pb) correspondiente a la
delecién de los exones 3 a 7.

Cuando se emplea como primer forward uno que hibridaba sobre el
exon 2 (especifico de la “variante a” del gen HMGCLL1), s6lo aparece una
banda del tamafio esperado en cerebro fetal (447 pb figura 4.15; 886 pb
figura 4.18). Ademas también encontramos otra banda de menor tamano
correspondiente a la delecidén de los exones 3 a 7 de la “variante a”.
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Cuando se emplea un primer que hibrida de manera especifica en el
exon 3 (sblo presente en la “variante c”), se obtienen bandas del tamafio
esperado sélo en los tejidos fetales. Los tejidos adultos carecen de esta
variante del gen.

FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM

Figura 4.19. Amplificacion con los
primers LKF3 y LKR7. Aparece una
Unica banda del tamano esperado
para la variante c (499 pb).

FETAL ADULTO FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM CER PULM CER PULM

» .Y
32 .

<y 4

- — 4
400 pb —B - w— -

Figura 4.20. Amplificacién con los  Figura 4.21. Amplificacion con los
primers LKF4 y LKR7. Aparece una Primers LKF4 y LKR10. Aparece una
banda del tamafio esperado para la Unica banda del tamafo esperado para
variante b (405 pb) y otra de la variante b (814 pb) y otras de menor

menor tamafio que se corresponde tamafio  correspondiente  a  las
con la delecién del exén 6 (319 deleciones de los exones 6 (728 pb), 6
pb). a8 (497 pb)y 6 a9 (317 pb).

Los resultados obtenidos con la pareja de primers LKF4/LKR7, que
explora los exones 4 a 7, nos muestran dos bandas, una del tamafio
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esperado (405 pb) y otra correspondiente a un transcrito alternativo con la
delecion del exén 6 (319 pb) (Figura 4.20).

Los resultados de la PCR con la pareja de primers LKF4/LKR10, que
exploran los exones desde el 4 al 10, nos muestran bandas de diferente
tamafo. La mayor de ellas (814 pb) corresponde al tamafio esperado, la de
728 pb procede de la variante con la delecidn del exén 6, la banda de 497 pb
corresponde con la delecién de los exones 6 a 8 y la de la 317 pb con la
delecion de los exones 6 a 9 del gen HMGCLL1 (Figura 4.21).

En las amplificaciones con la pareja de primers LKF5/LKR9, que estudia
los exones del 5 al 9, aparecen las variantes de splicing correspondientes a
las deleciones de los exones 6 (441 pb), 6 y 7 (283 pb) y 6 a 8 (210 pb). La
banda de 527 pb corresponde al tamafio esperado (Figura 4.22).

En las PCRs con los primers LKF5/LKR10, que exploran los exones del
5 al 10, ademas de la banda de 692 pb correspondiente al tamafio esperado,
aparecen otras bandas de menor tamafo pertenecientes a los transcritos
alternativos con delecion de los exones 6 (606 pb), 6 a 8 (375 pb) y 6 a 9
(195 pb) (Figura 4.23).

FETAL ADULTO FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM CER PULM CER PULM

692 pb
606 pb

<4—375pb

- <«—195pb

Figura 4.22. Amplificacion con los Figura 4.23. Amplificacion con los
primers LKF5 y LKR9. Aparece una primers LKF5 y LKR10. Aparece una

banda del tamafio esperado para la banda del tamafio esperado para la
variante b (527 pb) y otras de menor variante b (692 pb) y otras de menor
tamafio que se corresponden con las tamafio  correspondiente a las
deleciones de los exones 6 (441 pb), 6 deleciones de los exones 6 (606 pb),
y 7 (283 pb) y 6 a 8 (210 pb). 6 a8 (375 pb) y 6 a9 (195 pb).

Tanto en las amplificaciones con los primers LKF6/LKR10, que exploran
los exones del 6 al 10, como con los primers LKF7/LKR10, que exploran los
exones del 7 al 10, sélo se observa una banda del tamafio esperado (Figuras
4.24 y 4.25).
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FETAL ADULTO FETAL ADULTO
CER PULM CER PULM CER PULM CER PULM

584 pb ;. e e
LR

P
-y
g

gt 0 e

Figura 4.24. Amplificacién con
los primers LKF6 vy LKR10.
Aparece una Unica banda del
tamafio esperado para |la
variante b (584 pb).

Figura 4.25. Amplificacién con los
primers LKF7 y LKR10. Aparece
una Unica banda del tamafo
esperado para la variante b (429
pb).

4.2.4. SECUENCIACION MEDIANTE CLONAJE EN EL PLASMIDO
PCR2.1-TOPO DE LAS VARIANTES DE SPLICING

Para comprobar si las bandas de menor tamafio, encontradas por
medio de la metodologia de los fragmentos solapantes, correspondian a
variantes de splicing del gen HMGCLL1 vy facilitar su secuenciacidén se

clonaron en el plasmido pCR2.1-TOPO algunas de las amplificaciones
obtenidas.

Tras chequear las colonias por medio de la PCR boiling, se obtuvo el
DNA plasmidico y se envié a secuenciar para conocer qué variante de splicing
se habia clonado en esa colonia.

Este método se empled, junto con el de purificacién de bandas de PCR
del gel.

Se confirmé la presencia de las variantes de splicing con delecidon de
losexones2a7,2a9,6,6y 7,y 6 a9. Todas estas variantes pertenecian a
la “variante b” del gen al carecer también de los exones 2 y 3. Ademas
también se encontrd una variante de splicing, correspondiente a la “variante
a” del gen, en la que se perdian los exones del 3 al 7.

Todas las deleciones encontradas en los diferentes tejidos también se
hallaron en las bases de datos de secuencias de ESTs. Las secuencias de las
variantes de splicing obtenidas se muestran a continuacién.
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Ex6n 1 «— |—» Exo6n 4
C G CAGIG A A ACA

.

Figura 4.26. Cromatograma donde se
muestra la delecién de los exones 2 y 3
de la variante b del gen HMGCLL1.

Exon 1 «— |—p» Exo6n 10
C G CAG|AT G G G
N
| |
| ]

B
(AN

’IB/\’I | \ f H A\

ey ) e VR

Figura 4.28. Cromatograma donde se
muestra la delecién de los exones 2 a
9 de la variante b del gen HMGCLL1.

Resultados

Figura 4.27. Cromatograma donde
se muestra la delecién de los exones
2 a 7 de la variante b del gen
HMGCLL1.

Exén 2 «— |—» Exo6n 8
C TG G| G TAT G

Figura 4.29. Cromatograma donde se
muestra la deleciéon de los exones 3 y
7 de la variante a del gen HMGCLL1.

ExOon 5 «— |—p» Exén 8

A G|G TTGOC CACAG|GTATG

N \ A |
f ! M I | | | ||
[ I F || 1
|
NV W ALWEAY )

Figura 4.31 Cromatograma donde se
muestra la delecién de los exones 6 y 7
de la variante b del gen HMGCLL1.

Figura 4.30 Cromatograma donde
se muestra la delecién del exén 6 de
la variante b del gen HMGCLL1.

Exén 5 «—|—» Exo6n 10
C A CAGIATG G G

Figura 4.32. Cromatograma
donde se muestra la delecién de
los exones 6 a 9 de la variante b
del gen HMGCLL1.
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Tomando como referencia a la denominada "“variante b”, podemos
clasificar a todos los transcritos encontrados en dos grandes grupos: con
insercion y con delecién de exones. Esta clasificacion queda reflejada en las
siguientes tablas.

Exon insertado Exon/exones
Variante a 2 delecionados
Variante c 3 1 2a7
Tabla 4.4. Exones que se insertan 2 2a?9
en las diferentes variantes 3 3a7
tomando a la variante b como 4 6
referencia. 5 6y7
6 6ao9

Tabla 4.5. Exones que se
delecionan en los diferentes
transcritos tomando a la
variante b como referencia

4.2.5. GRADO DE FORTALEZA DE LAS SECUENCIAS DONADORAS
Y ACEPTORAS DE SPLICING

El cdlculo del grado de fortaleza de las secuencias donadoras vy
aceptoras de splicing del gen HMGCLL1 se realiz6 mediante el programa
“Splice Site Prediction by Neural Network”. En las siguientes tablas se
muestran cudles son esas secuencias aceptoras y donadoras de intrén y su
grado de fortaleza en funcion de los exones.

Ex6n Secuencia aceptora Secuencia donadora
1 cgcgcagGTaccacc
2 ttttgaactttatcttcctAGacttctcttctaacaaacct ccactggGTaaatat
3 cctcattcctcctctccaaAGgagcttcagtctgtgatgcet actaaagGTgagaat
4 ttcttacattttgcatttcAGgaaacatcccagttatctgg tgaaaagGTagtttt
5 aaatattttttgttttcatAGgttatagttcctacagatat accacagGTatgtaa
6 tataactattatgtatttaAGatggctgatcacactgaagt  ccatgctGtaagtgt
7 tttaaattatatatttttcAGgttgctgctggagctactga cacgaggGTacttat
8 aaggctgtatttttaatttAGgtatgtgtcttgtgctctgg gacagaaGTaagcta
9 gcacttcacctttatcaacAGgtgtctaagagattgtacgg ccttcagGTattttg
10 gtggtttggtttgttttccAGatgggaattaatgtggtgga  caatacaGTaagtta
11 attccttcatttcgtcaccAGggtgtgaatctatacaaagt

Tabla 4.6. Secuencias aceptoras y donadoras de intréon del gen HMGCLL1 en funcién de
los exones.
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El grado de fortaleza de una secuencia aceptora o donadora de intrén
estd entre 0 y 1. Por debajo de 0.4 se considera que el grado de fortaleza es
bajo y por encima de 0.9 alto.

Grado de fortaleza Grado de fortaleza

Exon . .
secuencia aceptora secuencia donadora

1 0.93

2 0.76 0.99

3 0.95 1

4 0.95 0.85

5 1 1

6 0.15 0.96

7 0.96 0.73

8 0.48 0.86

9 0.69 0.44

10 0.95 0.97

11 0.59

Tabla 4.7. Grado de fortaleza de las secuencias aceptoras y
donadoras de intrén en el gen HMGCLL1 en funcién de los exones.

Los grados de fortaleza de las secuencias aceptoras y donadoras
indican que los exones 2 y 3 (exclusivos de las variantes a y ¢,
respectivamente) son fuertes. Este hallazgo esta en contradiccion con la
cantidad de ESTs que se encuentran con delecién de ambos exones, y con el
hecho de que sélo se ha sido capaz de amplificar estas variantes con primers
gue hibridaban de manera especifica en esos exones.

El exén 3 posee un codén de STOP en su secuencia lo que podria
explicar su ausencia en la mayoria de transcritos por un mecanismo de
“nonsense-mediated mRNA decay” (Maquat, 2004).

4.3. Localizacion subcelular de la proteina HL-
Likel en cultivos celulares.

Para realizar el estudio de localizacion subcelular de la proteina HL-
Likel, se clon6 el cDNA de la “variante b” en el vector de expresidon eucariota
pEGFP-N3, ya que los resultados previos de variantes de splicing mostraban
gue ésta era la variante mayoritaria del gen HMGCLL1.

Simultdaneamente, se clon6 el cDNA de la proteina HL en el vector de
expresion eucariota pDsRed2-N1. Estos vectores incorporan una proteina
fluorescente, verde o roja, en su secuencia y permiten la localizacion
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subcelular de la proteina estudiada con el uso del microscopio de
fluorescencia.

4.3.1. CLONACION DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y HL

Para la generacion del vector recombinante se amplific6 por PCR el
cDNA de la HL-Likel tomando como molde cDNA comercial de pancreas
("Human Multiple Tissue cDNA MTC Panels” BD Bioscience). Los primers
utilizados incluyen los sitios de restriccion HindIII y BamHI en las posiciones
5’y 3’ respectivamente.

Se obtuvo una banda de unos 1000 pb (Figura 4.33), que se
corresponde con el tamafio de la parte codificante de la enzima HL-Likel.

Las bandas de menos tamafio que aparecen pertenecen a variantes de
splicing del gen HMGCLL1.

cDNA HL-Like 1 —p

Figura 4.33. Amplificacion
del cDNA de la HL-Likel
con su péptido lider.

Después se realizd la ligacion en el plasmido pCR2.1-TOPO vy la
posterior transformacién en las células competentes E. coli XL1blue.
Finalmente, se comprobd si las colonias blancas que habian crecido eran
positivas por medio de una “PCR boiling” utilizando los primers LKHindIIIF y
LKBamHIR.

En la figura 4.34 se muestran los resultados de estas reacciones. Las
colonias que resultaron positivas se pusieron en un cultivo en medio liquido
para poder aislar el DNA plasmidico.
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Figura 4.34. Electroforesis donde se
observa el resultado de la PCR boiling.
Las colonias positivas muestran una
banda a 1080 pb correspondiente al
cDNA del gen HMGCLL1.

Tras obtener el DNA del plasmido recombinante HL-Likel-pCR2.1TOPO
se realizd la digestion del mismo con las enzimas de restriccion HindIII vy
BamHI. Posteriormente se corridé la muestra digerida en un gel con bromuro
de etidio (Figura 4.35).

Vector 3900 pb —p = © -~ R —— Vector 3900 pb

CDNA HL-Likel ———pp [

DNA HL 900 pb
1080 pb «— ° P

Figura 4.35. Digestion de los vectores HL-Like1-pCR2.1TOPO y HL-pCR2.1-TOPO.

Una vez aislado el inserto HL-Likel del gel de agarosa, se ligd en el
vector final pEGFP-N3 y se transformd en las células competentes E. coli
XL1blue. Se chequearon varias colonias por “PCR boiling” obteniendo varias
de ellas positivas, como se observa en la figura 4.36.

Posteriormente, mediante secuenciacién, se comprobd que la
secuencia de las colonias era correcta, por lo que se generd el vector HL-
Likel-pEGFP-N3 de manera satisfactoria.

Para el clonaje de la proteina HL en el vector pDsRed2-N1 se realizaron
los mismos pasos, obteniéndose también resultados positivos que fueron
comprobados de la misma manera.
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1080 pb

Figura 4.36. Electroforesis donde se
observa el resultado de la PCR boiling
realizada sobre las colonias que
crecieron en medio LB-kanamicina.

4.3.2. TRANSFECCION EN CELULAS EUCARIOTAS DE LOS
VECTORES RECOMBINANTES

Una vez obtenidos los plasmidos recombinantes, estos se transfectaron
en las células eucariotas HEK293. Se eligieron diferentes combinaciones de
plasmidos a transfectar, tanto los obtenidos en el desarrollo de la tesis como
los comerciales, con el objetivo final de conocer la localizacion subcelular de
la proteina HL-Likel.

Una vez fijadas las células a los cover-slips, se visualizd el patrén de
fluorescencia de las proteinas recombinantes transfectadas por medio de un
microscopio confocal. Las imdagenes obtenidas permitieron sugerir una
posible localizacién subcelular de la proteina HL-Likel.

Por otro lado, para marcar de manera especifica el peroxisoma de las
células se empled la técnica de la inmunofluorescencia utilizando un
anticuerpo primario que reconocia a una proteina especifica de peroxisoma.
Estas imagenes se muestran en la figura 4.39.

En la figura 4.37.A se muestra la expresion de la HL-Likel (verde) y en
la figura 4.37.B la del plasmido comercial pDsRed2-ER (rojo) (Clontech) el
cual indica de manera especifica la localizacidon del reticulo endoplasmatico
dentro de esas células. La figura 4.37.C muestra la colocalizacién de la
proteina de referencia con la proteina HL-Likel. A este nivel de tamafio
parece que hay una colocalizaciéon entre ambos plasmidos (amarillo) la cual
se confirma en la imagen 4.37.C’ donde se ve la imagen anterior ampliada.
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Figura 4.37 A-C células HEK293 cotransfetadas con los pldsmidos recombinantes HL-Likel-
pEGFP-N3 y pDsRed2-ER.

En las figuras 4.38.A-C se muestran las imagenes que permiten
comparar la localizacién de la HL-Likel y la HL. En la figura 4.38.A se ve la
localizacidn celular de la proteina HL-Likel (verde) y en la figura 4.38.B la de
la proteina HL, que sirve de marcador mitocondrial de las células HEK293
(rojo). La superposicién de ambas imagenes se indica en la figura 4.38.C y
demuestra que no parece que exista una colocalizacion entre ambas
proteinas. Esto se confirma al observar la imagen ampliada 4.38.C’ donde se
ve que no hay una colocalizacidon de la HL-Likel con la HL mitocondrial.

Figura 4.38. A-C células HEK293 cotransfectadas con los pldsmidos recombinantes HL-
Likel-pEGFP-N3 y HL-pDsRed2-N1.

La figura 4.39.A muestra lo mismo que las figuras 4.37.A y 4.38.A. En
la figura 4.39.B se puede observar el marcaje por medio del anticuerpo
especifico anti-PMP70 del peroxisoma de las células. Al igual que ocurre con
el marcaje de las mitocondrias no aparece una colocalizacion entre la
proteina HL-Likel y el marcador peroxisomal (Figura. 4.39.C), lo cual se
puede ver de una manera mas clara en la ampliacién de la imagen 4.39.C".
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Figura 4.39. A-C Células HEK293 transfectadas con el plasmido recombinante HL-Likel-
pEGFP-N3 inmunomarcadas con un anticuerpo que reconoce peroxisoma de manera
especifica.

4.4. Interaccion de la proteina HL-Likel con la
membrana del reticulo endoplasmatico

Por medio de esta técnica pretendemos conocer si la proteina HL-Likel
es una proteina de membrana y, de ser asi, si es una proteina integral o
periférica de las membranas de reticulo endoplasmatico.

4.4.1. ASOCIACION DE LA PROTEINA HL-LIKE1 A LA
MEMBRANA DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

Lo primero que se comprobé fue el comportamiento de la proteina HL-
Likel para conocer si se trataba de una proteina soluble o no. Para ello se
utilizd el reactivo triton X-114 que posee la particularidad, después de un
tratamiento a 4 °C seguido de otro a 37 °C, de separarse en dos fases: una
soluble y otra insoluble o membranosa.

Este tratamiento se aplicé a tres muestras, una que tenia la HL-Likel
clonada vy libre, otra de reticulo endopldsmico que segun los hallazgos de este
trabajo debia contener la HL-Likel enddgena y una ultima que resultaba de
la suma de las dos anteriores. Tras el tratamiento y separacion en fraccién
soluble e insoluble, se realizé un western-blot empleando como anticuerpo
primario el que reconoce a la HL-Likel de manera especifica.

Los estudios indican que cuando se realiza una separacién en dos fases
de la proteina clonada, ésta se comporta como una proteina soluble (Figura
4.40). Por otra parte, cuando se realiza el mismo experimento tomando
como muestra una fraccién de reticulo endoplasmico (organulo donde hemos
demostrado su localizacién ver seccion 4.3) la proteina HL-Likel enddgena
aparece en la fraccién insoluble o membranosa de la separacién (Figura
4.40).
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Para comprobar si se trata de una asociacién real a la membrana de
reticulo se incuba una muestra de proteina HL-Likel clonada con otra de
membranas de reticulo con HL-Likel enddgena. Los resultados muestran que
la proteina clonada se une al reticulo apareciendo en la fraccién insoluble o
membranosa (Figura 4.40.). La mancha es mucho mas grande que en los
experimentos anteriores porque a la HL-Likel enddgena se une la clonada.
Estos resultados sugieren que la proteina HL-Likel puede unirse por si sola a
la membrana del reticulo in vitro.

Fraccion soluble Fraccion insoluble
(contiene las membranas)

HL-Likel Reticulo HL-Likel  HL-Likel Reticulo HL-Likel
clonada (HL-Likel clonada clonada (HL-Likel clonada
endogena) +Reticulo endogena)  +Reticulo

—— e

Figura 4.40. Se muestran las fracciones soluble e insoluble (membranosa)
tras el tratamiento con tritdn X-114 de las fracciones de la HL-Likel clonada
libre, endogena unida al reticulo y juntas.

4.4.2. DISOCIACION DE LA PROTEINA HL-LIKE1 DE LA
MEMBRANA DEL RETICULO ENDOPLASMATICO

Estos experimentos permitieron comprobar si estdbamos ante una
proteina integral o periférica de membrana. Se basan en el uso de la urea o
el NaHCOs3, que actuan separando las proteinas periféricas de membrana al
crear un medio de alta fuerza idnica. Sin embargo, no son capaces de
separar las proteinas integrales al no dar lugar a la solubilizacién de las
mismas.

Los resultados obtenidos muestran que tras un tratamiento de las
membranas de reticulo con urea 6 M o NaHCO3 100 mM a pH 11.5 se produce
la disociacién de la proteina HL-Likel de estas membranas. Como se observa
en la figura 4.41, la proteina HL-Likel pasa de estar en la fraccion insoluble
unida al reticulo endoplasmico a aparecer libre en la fraccién soluble después
del tratamiento de las membranas.
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Sin tratar Con urea Con NaHCO;
HL-Likel unidaa |
reticulo $
(fraccion insoluble) | i B

HL-Likel libre
(fraccion soluble)

Figura 4.41. Western-blot donde se muestran el comportamiento de la HL-
Likel enddgena tras un tratamiento con urea o NaHCOs;. La proteina HL-
Likel se disocia de las membranas del reticulo endopldsmico pasando a
estar libre.

4.5. Estudio comparativo de las enzimas HL-
Likel y HL

Para la realizacion de estos experimentos, se partid del vector
recombinante HL-Likel-pMAL-c2x, obtenido por Sebastidn Menao Guillén en
su tesis doctoral (2006), y se siguié el mismo protocolo descrito por él para
la obtencién de la proteina recombinante.

También se llevaron a cabo distintos clonajes y la sobreexpresion de
las proteinas HL-Likel y HL en cultivos celulares eucariotas.

4.5.1. ENSAYO DE ACTIVIDAD DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y
HL CLONADAS

A partir del extracto proteico de las proteinas clonadas se realizaron
los ensayos de actividad de la HL-Likel y HL por medio del método
espectofotométrico descrito por Wanders en 1988.

4.5.1.1. Actividad liasa de las proteinas HL-Likel y HL clonadas y
comparacion con la de diferentes fracciones subcelulares

En la figura 4.42 se muestra la actividad enzimatica de la HL-Likel
frente a concentraciones variables de sustrato (entre 0-300 uM). Se observa
gue la reaccién obedece a la ecuacion de Michaelis-Menten, tanto a pH 8
como a pH 9. Estos mismos datos se representan segun la grafica de dobles
reciprocos o de Lineweaver-Burk (Figura 4.42.B), para obtener los
parametros cinéticos de Vmax y Km de la HL-Like 1 con mayor exactitud.

De igual forma, se realizan las medidas de actividad de la HL (Figura
4.43). Todos estos datos cinéticos aparecen reflejados en la Tabla 4.8.
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Figura 4.42. A. Curva de actividad de la HL-like 1 a pH 8 (linea roja) y pH 9 (linea azul).
B. Representacion de dobles inversos de los datos de la curva de la fig 4.42.A.
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Figura 4.43. A. Curva de actividad de la HL a pH 8 (linea roja) y pH 9 (linea azul). B.
Representacién de dobles inversos de los datos de la curva de la fig 4.43.A.

La Vmax de la HL-Likel es entre 2 y 7 veces menor que la de la HL,
encontrandose las mayores diferencias a pH 8.

El valor de Km no varia entre pHs para la HL-Likel, mientras que para
la HL si. A pH 8 el valor de Km de la HL-Likel es dos veces menor que el de
la HL, sin embargo a pH 9 es cuatro veces mayor.

También se realizaron medidas de actividad liasa en la fraccién
subcelular mitocondrial y de citosol + reticulo endoplasmatico de testiculo
humano. La representacion de los datos obtenidos con ambas fracciones
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gueda reflejado en las figuras 4.44 y 4.45. Los datos cinéticos obtenidos se
indican en la tabla 4.8.
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Figura 4.44. A. Curva de actividad de la fraccidon citosdlica del testiculo humano a pH 8 (linea
roja) y pH 9 (linea azul). B. Representacién de dobles inversos de los datos de la curva de la fig
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Figura 4.45. A. Curva de actividad de la fraccion mitocondrial del testiculo humano a pH 8
(linea roja) y pH 9 (linea azul). B. Representacién de dobles inversos de los datos de la curva
de la fig 4.45.A.

Los valores de Vmax y Km obtenidos en las fracciones citosdlica y
mitocondrial son comparables a los de la HL-Likel y HL clonadas, aunque
existen algunas diferencias entre ellos.

En el caso de la fraccién citosdlica + reticulo, aunque los valores de
Vmax son bastante constantes a ambos pHs, son un poco superiores a pH 9.
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Un comportamiento parecido se encuentra al analizar los datos de Km que
también son superiores a pH 9. Sin embargo, cuando se comparan los datos
de AVmax/Km entre la proteina HL-Likel clonada y la fraccion citosdlica +
reticulo, estos son parecidos, lo que sugiere que los valores cinéticos
obtenidos en ambas muestras son comparables.

En la fraccién mitocondrial el valor de Vmax es mayor a pH 9 que a pH
8, al igual que reportd Wanders en 1988 para fibroblastos humanos. Por el
contrario, los valores de Km siguen el mismo patrén de la HL clonada,
aunque con diferencias menos acusadas. Cuando se comparan los valores de
AVmax/Km entre la proteina HL clonada y la fraccién mitocondrial, los datos
obtenidos son parecidos, lo que permite sugerir que los datos cinéticos
obtenidos entre ambas muestras también son comparables.

pH HL HL-Likel Mitocondria C;-i;‘t)isczll:
aVmax 9 50 12 0.17 0.027
8 145 25 0.08 0.024
bavmax 8—9 2.9 2.08 0.47 0.88
‘Km 9 25 40 175 190
8 140 75 200 175
bAKm 8—9 5.6 1.87 1.14 0.92
Vmax/Km 9 2 0.3 9.71*107° 1.42%107
8 1.03 0.33 4%107° 1.37*107
A vmax/Km 8-9 0.515 1.1 0.41 0.96

Tabla 4.8. Efecto del pH en las constantes cinéticas de la HL, HL-Likel y HMG-CoA
liasas mitocondrial y citosolica.

a. Maxima actividad especifica expresada en nmol / min mg proteina. b. A calculada
como una razon entre los valores a pH 8 vs. pH 9. c. Km expresada en uM.

4.5.1.2. Actividad liasa de la proteina HL-Likel del6

La abundancia de variantes de splicing del gen HMGCLL1 sugiere la
existencia de proteinas alternativas a la HL-Likel, que pueden presentar
actividad liasa. Como todas las variantes llevaban asociada la pérdida del
exon 6, se decidio expresar y medir la actividad de esta variante.

La mutagénesis para generar la delecion del exén 6 se realizo a partir
del pldsmido recombinante HL-Likel-pMAL-c2x. Esta variante provoca la
pérdida de 32 aminoacidos, sin alterar el marco de lectura. Tras la
transformacién en células E. coli XL1blue y posterior extraccion del DNA
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plasmidico, se comprobé mediante secuenciacién la delecién de 96 pb. El
resultado obtenido se muestra en la figura 4.46.

Ex6n 5 Exon 7
96 97 98 99 132 133 134 135
Trp Val Pro Gin Val Ala Ala Gly

TGGGTACCAC 2 G@ITeCTeCcnee?

Wi

Figura 4.46. Secuencia del plasmido HL-Likel-pMAL con delecién del exén 6.

A pesar de obtener clones delecionados y de transformarlos en la cepa
BL21, no se consiguié sobreexpresar (figura 4.47) y medir actividad de la
enzima.

HL-Likel HL-Likeldel6

Figura 4.47. Western-blot de las
proteinas HL-Likel wild-type vy
delecionada.

4.5.2. ENSAYO DE ACTIVIDAD LIASA SOBREEXPRESADA EN
CULTIVOS CELULARES

Teniendo en cuenta que las medidas de actividad se realizaban con la
proteina clonada a la que le faltaba el péptido lider, se propuso comprobar si
la proteina completa también poseia actividad liasa. Para ello, se clonaron a
las proteinas HL-Likel y HL en un vector de expresiéon eucariota, para
después transfectarlo en células HEK293 y poder asi medir las variaciones de
actividad en cultivos.

4.5.2.1. Clonaje de las enzimas HL-Likel y HL en el vector pIRES2

Se aplicé la misma metodologia y comprobaciones que en el apartado
4.3.1. Las Unicas variaciones fueron que en este caso se clond el cDNA de
ambos genes completo, desde el codén de inicio ATG, hasta el de STOP.
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- AT v

Figura 4.49. PCR boiling de las
colonias transformadas con el
pldsmido HL-Likel-pIRES2.

Figura 4.48. Amplificacién
del cDNA de la proteina HL-
Likel.

En la amplificacién del cDNA completo del gen HMGCLL1 también
aparecieron otras bandas que se correspondian con las variantes de splicing
comentadas anteriormente. Por esta razén la purificacién de la banda de
~1000 pb se realizé a partir del gel.

Finalmente se comprobaron 11 colonias de las cuales 6 resultaron
positivas. Se aislé el DNA plasmidico y se comprobd que la secuencia fuese
correcta.

Para el plasmido recombinante HL-pIRES2 se realizaron las mismas
comprobaciones.

4.5.2.2. Actividad en cultivos eucariotas

Se transfectaron los plasmidos recombinantes: HL-Likel-pIRES2, HL-
pIRES2 y pIRES2, en las células HEK293. Pasadas 48 horas tras la
transfeccidon se recogieron las células y se realizaron las medidas de actividad
siguiendo la metodologia descrita por Wanders (1988) y empleada en los
apartados 4.5.1.1 y 4.5.1.2.

Los valores de actividad obtenidos con la transfeccion del plasmido
vacio se tomaron como control, ya que se correspondian con la actividad de
la liasa enddgena de las células. Los resultados mostraron un aumento de la
actividad liasa de los diferentes cultivos en dependencia del plasmido
transfectado. Los valores obtenidos en los cultivos transfectados con el
plasmido HL-Likel-pIRES2 mostraron un aumento del 46+17% de actividad
respecto al control. Cuando se transfectd al plasmido HL-pIRES2 el aumento
de actividad liasa fue del 84+9% respecto al valor control.
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Figura 4.50. Actividad liasa de los diferentes cultivos
transfectados. Los datos estdn presentados con £SEM (n=4).

Estos datos confirmaron el mayor nivel de actividad de la enzima HL
respecto a la HL-Likel, ademas de validar a los cultivos celulares HEK293
como un modelo para el estudio de la proteina HL-Likel.

Aparte de los datos de actividad obtenidos, los resultados de western-
blot confirmaron que la proteina HL-Likel se sobreexpresaba en los cultivos
eucariotas.

0 HL-Likel HL

Figura 4.51. Western-blot de |los
cultivos con los plasmidos
transfectados, revelado con el
anticuerpo anti-HL-likel.

NT: No Transfectado.

®: Plasmido vacio.

4.5.2.3. Actividad de la proteina HL-Likel del6 en cultivos eucariotas

Se realizd una mutagénesis dirigida en el plasmido pIRES2 para
obtener la HL-Likel sin su exdn 6 y comprobar si la pérdida de éste influia en
la actividad de la proteina. Se realizaron las mismas comprobaciones que
cuando se produjo el plasmido recombinante HL-Likeldel6-pMAL.

Se transfectaron los plasmidos recombinantes: HL-Likel-pIRES2, HL-
Likeldel6-pIRES2 y pIRES2 en las células HEK293. Pasadas 48 horas tras la
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transfeccién se recogieron las células y se realizaron las medidas de actividad
siguiendo la metodologia descrita por Wanders (1988).

Los resultados mostraron un aumento de la actividad liasa de los
cultivos cuando se transfectaron con el plasmido HL-Likel, sin embargo si el
pladsmido transfectado era el HL-Likeldel6 la actividad no aumentaba,
indicando que la proteina HL-Likeldel6 no era activa en un modelo de
expresion eucariota.

Los valores obtenidos en los cultivos transfectados con el plasmido HL-
Likel-pIRES2 mostraron un aumento en el nivel de actividad liasa del
41+28%, tomando como valor control el obtenido en los -cultivos
transfectados con el plasmido vacio (pIRES2), correspondiente a la actividad
liasa enddgena. Sin embargo, cuando se transfecté al plasmido HL-Likeldel6
el nivel de actividad liasa disminuyd un 30+20%, respecto al control.

Estos datos confirman que la proteina HL-Likel sin los aminoacidos
gue codificaban el exdn 6 es inactiva y que las variantes de splicing que lo
contienen (6y 7,6 a8y 6 a9) no son funcionales.

200 |

150

100

% Actividad (nmol/min*pug)

) HL-Likel HL-Likel del6

Figura 4.52. Actividad liasa de los diferentes cultivos transfectados.
Los datos estan presentados con £SEM (n=4).

Ademas de los datos de actividad obtenidos, los resultados de
western-blot también mostraron sobreexpresidon de las proteinas HL-Likel vy
HL-Likel-del6 en estos cultivos eucariotas.
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HL-Likel HL-Likel-del6 0

S TR

Figura 4.53. Western-blot de los cultivos con los
plasmidos transfectados, revelado con el
anticuerpo anti-HL-likel.

®: Plasmido vacio.

4.5.3. ENSAYO DE ACTIVIDAD LIASA EN DISTINTAS
FRACCIONES SUBCELULARES DE TEJIDOS HUMANOS

Los resultados previos de localizacién subcelular nos indicaban que la
proteina HL-Likel se encontraba en reticulo endoplasmico. Por ello se realizd
un fraccionamiento subcelular de tejidos humanos para luego medir la
actividad de las distintas fracciones.

4.5.3.1. Actividad liasa en la fraccion citosdlica de distintos tejidos
humanos

Los resultados previos de localizacion subcelular indicaban que la
proteina HL-Likel se encontraba en reticulo endopldsmico y que se podia unir
y desunir a la membrana con facilidad. Por ello, se realizaron las medidas de
actividad en la fraccién citosélica por incluir también al reticulo.

Los resultados obtenidos para los tejidos higado, pancreas, testiculo,
ovario, cerebro y musculo esquelético quedan reflejados en la siguiente
figura 4.54.

30

25 ~

20 -

15 4

10 +

Actividad (nmol/min*g)

Higado Rifion Pancreas Testiculo Ovario Cerebro Mdusculo

Tubulina (pg)
Figura 4.54. Actividad liasa medida espectrofotométricamente en la
fraccion citosolica de los tejidos humanos. Los datos estan presentados con
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Teniendo en cuenta que los valores son bajos, no parece que haya un
tejido que destaque sobre los demas. El tejido con una mayor actividad liasa
en citosol es el higado (19.55+8 mU/g tejido), seguido muy de cerca por el
musculo (19.31+3 mU/g, 98.7%), testiculo (18.42+4 mU/g, 94%), vy
pancreas (17.84x5 muU/g, 91.2%). El ovario (11.94%2 mU/g, 61%) y
cerebro (10.24+2 mU/g, 52%) presentan menos actividad que el resto, y en
rindn no parece haber actividad.

4.5.3.2. Actividad liasa en la fraccion mitocondrial de distintos tejidos
humanos.

Siguiendo la misma metodologia que en el punto anterior se midié la
actividad liasa de la fraccidon mitocondrial de diferentes tejidos humanos.

Los resultados obtenidos para los tejidos higado, rifidn, pancreas,
testiculo, corazon, cerebro y musculo quedan reflejados en la siguiente figura
4.55.

El higado es el tejido con una mayor actividad liasa en la fraccion
mitocondrial (128.86+16 mU/g tejido), seguido por el pancreas (58.49+6
muU/g, 45%), rifidn (42.48+8 mU/g, 33%), testiculo (20.23+4 mU/g, 16%),
musculo esquelético (12.6+3 mU/g, 9,7%) y corazén (4.02+2 mU/g, 3%).
No se detecta actividad HL en cerebro.

160 -
140 -
120 -
100
80
60

Actividad (nmol/min*g)

40
20

Higado Rifidn Pdancreas Testiculo Corazéon Cerebro Mdusculo

Figura 4.55. Actividad liasa medida espectrofotométricamente en la fraccién
mitocondrial de los tejidos humanos. Los datos estdn presentados con £SEM
(n=4).

En la tabla 4.9 aparecen todos los datos obtenidos en ambas
fracciones subcelulares, y en la figura 4.56 se comparan todos los datos de
actividad de ambas fracciones subcelulares por tejidos. Se observa que en
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todos los tejidos analizados, excepto cerebro y musculo esquelético, el nivel
de actividad liasa correspondiente a la fraccion mitocondrial supera al de la
fraccion citosdlica.

Actividad (nmol/min*g de tejido)

Mitocondria Citosol

Higado 128.86 19.55
Rifion 42.49 0

Pancreas 58.49 17.84
Testiculo 20.23 18.42
Corazon 4.02 -

Ovario - 11.95
Cerebro 0 10.24
Musculo 12.6 19.32

Tabla 4.9. Datos de actividad liasa de los diferentes
tejidos y fracciones subcelulares.

140 [l Mitocondria
120 [ Citosol
100

80

60

40

Actividad (nmol/min*g)

20

0 A
Higado Pancreas Testiculo Ovario Cerebro Musculo Rifién Corazoén

Figura 4.56. Comparacion de las actividades liasa de los distintos tejidos en las
dos localizaciones subcelulares.

130



Resultados

4. 6. Desarrollo de anticuerpos especificos
contra la proteina HL-Likel.

El desarrollo de anticuerpos especificos contra la proteina HL-Likel se
planted ante la ausencia de anticuerpos comerciales para poder avanzar en
su investigacion. Sin embargo, la gran homologia entre las proteinas HL-
Likel y HL dificultaba su obtencion. Por esta razén se planted el desarrollo de
un anticuerpo contra un péptido concreto y diferente de la HL-Likel.

En el momento de la escritura de esta tesis ya existian varias casas
comerciales que poseian anticuerpos contra la proteina HL-Likel.

4.6.1. OBTENCION DEL ANTICUERPO ANTI-HL-LIKE1.

Esta metodologia fue desarrollada por la empresa Abyntek Biopharma
S.L. Nosotros les proporcionamos la secuencia del péptido a inmunizar en los
conejos y ellos desarrollaron todo el proceso. Nos enviaron una tabla donde
mostraban los resultados de la inmunizacién y de la purificacién de IgG a
partir de los sueros de conejo precipitados en sulfato amodnico, la foto de un
gel de poliacrilamida donde se indicaba la purificacion de las IgG por
cromatografia de afinidad con el péptido y las muestras obtenidas.

Los datos recibidos se muestran a continuacion.

MK  Pool IgG IgG IgG IgG
PIE anti-PIE anti-PIE anti-PIE conejo
kDa (1) (2) (3) patron
97 —
66 —

45 —

30 —

(0l

201 —

144 —

Figura 4.57. Analisis mediante SDS PAGE 10% de
la purificacion de IgG por cromatografia de
afinidad con el péptido PIE (2 pg de
proteina/calle).
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Inmunégeno Muestra Sangrado / ) Forma Titulg* frente Volumen Concentracion
Muestra de partida a péptidos (ml) IgG (mg/ml)
PIE A (Conejo A) Preinmune Suero 0 0,36
PIE Al S04(NH4)> 33% 512.000 6,3
PIE A2 S04(NH4)2 33% 2.048.000 6,6
PIE B (Conejo B) Preinmune Suero 0 0,37
Péptido PIE- PIE B1 S04(NH4)2 33% 512.000 6,5
KLH PIE B2 SO4(NH.)> 33% 2.048.000 6,3
Pool PIE PIE (A1 + A2 + B1 + B2) PBS 1.024.000 27 25,55
IgG anti-PIE (1) Pool PIE PBS-N;Na 0,02% 8.192.000 1,6 7,063
IgG anti-PIE (2) Pool PIE PBS-N;Na 0,02% 4.096.000 1,25 3,215
IgG anti-PIE (3) Pool PIE PBS-N;Na 0,02% 128.000 7,25 0,45

Tabla 4.10. Resultados de la inmunizacién y de la purificacién de IgG a partir de los sueros de conejos precipitados en sulfato amoénico.

* El titulo representa el inverso de la dilucidn mas alta cuyo valor de densidad 6ptica a 490nm (DO)es igual o superior al doble del valor de DO
desarrollado por la reactividad de los anticuerpos secundarios (anti-IgG de conejo-HRPO) sobre el péptido fijado en la placa de ELISA a una

concentracion de 1 pg/ml.

En letra negrita se indican los productos finales entregados.

Los sueros preinmunes de los conejos se entregan como pool (A + B)
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4.6.2. ESTUDIO DE LA ESPECIFICIDAD DEL ANTICUERPO ANTI-
HL-LIKE1

Para comprobar la eficacia del anticuerpo disefiado se realizaron
diferentes experimentos que validaran su especificidad.

4.6.2.1. Comprobacion con la proteina HL-Likel clonada

Lo primero que se comprobd fue si el anticuerpo era capaz de
reconocer a la proteina HL-Likel y no presentaba cruce con la proteina HL.
Ambas enzimas de partida habian sido obtenidas mediante sobreexpresiéon y
purificacién en un modelo bacteriano.

Aunque a estas proteinas clonadas les faltaba el péptido lider, la
secuencia contra la que iba dirigida el anticuerpo no se encontraba en esa
zona de la proteina, por lo que se consideraron validas para testar el
anticuerpo.

Los resultados de western-blot obtenidos se muestran a continuacion.

HL-Likel HL
— o
e — +— 34KDe

Figura 4.58. Western-blot revelado con un
anticuerpo especifico para la proteina HL-Likel.
No se observa reactividad con la proteina HL.

HL-Likel HL

- 44— 36KDa

<4— 34 KDa

Figura 4.59. Western-blot revelado con un
anticuerpo especifico para la proteina HL. No se
observa reactividad con la proteina HL-Likel.

Ademas se realizd un western-blot con cantidades crecientes de la
proteina HL-Likel en el que se comprobd como el marcaje de la proteina se
hacia mas intenso a medida que se aumentaba la cantidad de la misma. El
resultado se muestra en la siguiente figura.
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15pg  10pg 7.5pg 6 g 5 Mg 3Mg 1.5pg 0.6 pg
GEES Gvws G SR - —

Figura 4.60. Western-blot con cantidades decrecientes de la proteina HL-
Likel.

Estos experimentos demuestran que el nuevo anticuerpo no presenta
reactividad cruzada con la proteina HL clonada, reconociendo Unicamente a la
proteina HL-Likel clonada. Ademas, el anticuerpo es capaz de distinguir
entre diferentes cantidades de proteina HL-Likel.

4.6.2.2. Inmunofluorescencia sobre cultivos HEK293 para visualizar
la proteina HL-Likel endégena

Para comprobar si el anticuerpo reconocia a la proteina HL-Likel
enddgena de cultivos se realizé una inmunofluorescencia sobre cultivos
celulares HEK293.

Anteriormente a la inmunofluorescencia, se transfecté el plasmido
comercial pDsRed2-ER (Clontech) que llevaba la proteina calreticulina
(especifica de reticulo endoplasmatico), fusionada a la proteina fluorescente
roja. Al transfectar las células con este plasmido, se marcd especificamente
el reticulo de las mismas.

Figura 4.61. Inmunofluorescencia y co-localizacidn en células HEK293. A. Anticuerpo anti-
HL-Likel marcado en verde. B. Plasmido comercial ER-pDSRed-N1 que marca el reticulo
endoplasmico en rojo. C. Marcaje de los nucleos de las células en azul con el reactivo
Hoecht. D. Superposicién de las imagenes anteriores

Las imagenes muestran que se produce la colocalizacion entre el
marcador de reticulo y la proteina HL-Likel. En la figura 4.61.A se ve la
localizacién subcelular de la proteina HL-Likel proporcionada por el
anticuerpo anti-HL-Likel (verde) y en la figura 4.61.B la del plasmido
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comercial pDsRed2-ER (rojo) (Clontech), que indica de manera especifica la
localizacién del reticulo endoplasmico dentro de estas células. La imagen
4.61.C muestra el marcaje especifico de los nucleos de las células HEK293.
Por ultimo en la figura 4.61.D se indica la superposicidon de las tres imagenes
anteriores. Esta figura muestra la colocalizacién entre la proteina HL-Likel y
el reticulo endoplasmico. Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la
sobreexpresion de la proteina HL-Likel fusionada a la EGFP (ver apartado
4.3.2).

4.7. Localizacion por tejidos de las proteina HL-
Likel y HL.

Uno de los objetivos que se pretendia alcanzar con el desarrollo del
anticuerpo anti-HL-Likel era realizar experimentos sin reactividad cruzada
con la proteina HL y asi poder diferenciar a ambas isoenzimas de manera
inequivoca.

Teniendo en cuenta que los datos previos de Real-Time PCR (Tesis
Sebastian Menao Guillén, 2006), ya indicaban un patréon distintivo entre
ambos genes en cuanto al nivel de expresién de su mRNA por tejidos, se
planted conocer si este patrén diferencial también se encontraba a nivel de
las proteinas.

4.7.1. LOCALIZACION DE LA PROTEINA HL-LIKE1 EN
DIFERENTES FRACCIONES SUBCELULARES DE DISTINTOS
TEJIDOS HUMANOS ADULTOS

Se tomo6 como material a analizar a la membrana de la casa comercial
ProSci “Human Normal Tissue Blot II”, la cual tenia transferidos en cada una
de sus calles 15 pg de un homogenado total de diferentes tejidos humanos
adultos. Los resultados se muestran en la siguiente figura.

Cerebro Corazéon Rifion Higado Pulmén Pancreas ME Piel Bazo

:
-
i o

Figura 4.62. Amplificacion de la zona correspondiente a los 36 KDa del western-blot de un
homogenado total de diferentes tejidos.

El pulmén fue el tejido con un mayor nivel de expresién de la proteina
HL-Likel. La cuantificacion de las manchas del western-blot proporciond los
siguientes datos del nivel de expresion: pulmoén (100%), rindn (56.9%),
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corazén (37.2%), cerebro (31.4%), higado (19.4%), pancreas (18.2%),
musculo esquelético (6.4%), piel (3.6%) y bazo (0.6%).

4.7.2. LOCALIZACION DE LA PROTEINA HL-LIKE1 EN
DISTINTOS TEJIDOS HUMANOS FETALES

Para comprobar si existia un patrén de expresién diferencial entre los
tejidos adultos y fetales de la proteina HL-Likel se realizé un western-blot
sobre un homogenado total de diferentes tejidos fetales. Los resultados se
muestran a continuacién.

Motora  Frontal Pulmén Rifién ME  Corazén Higado Pancreas HL-Likel

Figura 4.63. Amplificacién de la zona correspondiente a los 36 KDa del western-blot de un
homogenado total de diferentes tejidos.

Los resultados mostraron que existia una proteina al tamafo esperado
(36 KDa) correspondiente con el tamafno de la HL-Likel en tejidos fetales.

En este caso fue el cerebro el tejido con un mayor nivel de expresién
de la proteina HL-Likel, como mostraron las manchas obtenidas en los
carriles correspondientes a las cortezas motora y frontal. La cuantificacién de
las manchas del western-blot proporciond los siguientes datos de nivel de
expresion: corteza motora (100%), corteza frontal (91.3%). El resto de
tejidos, pulmdn, rifidn, musculo esquelético, corazén, higado y pancreas, no
expresaban la proteina HL-Likel, al menos al nivel de deteccién de la técnica.

4.7.3. LOCALIZACION DE LA PROTEINA HL EN DISTINTOS
TEJIDOS HUMANOS ADULTOS.

Aunque el nivel de expresion del gen HMGCL habia sido analizado por
diversos grupos, el nivel de expresion de la proteina HL no se conocia
demasiado bien. Por esta razén, se planted estudiar el patron de expresion
diferencial por tejidos de la proteina HL y comparar este con el de la proteina
HL-Likel.

Higado RiNdn  Pancreas Testiculo Cerebro Corazén Mdusculo

Figura 4.64. Western-blot de la fraccién mitocondrial de distintos tejidos humanos
revelado con el anticuerpo anti-HL comercial.
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Los resultados del western blot en distintos tejidos humanos se
muestran en la siguiente figura. El mayor nivel de proteina HL se encontrd en
higado (100%), seguido por pancreas (89%), testiculo (60%), rifdn (42%) y
musculo esquelético (36%). Una sefal muy débil se detectd en corazon (2%)
y cerebro (1.8%).

4.7.4. LOCALIZACION DE LA PROTEINA HL EN DISTINTOS
TEJIDOS HUMANOS FETALES

Hasta la fecha no existian estudios que explorasen el nivel de proteina
HL en tejidos fetales humanos. Por esta razén se planted el estudio del nivel
de expresion de esta proteina en los mismos. Los resultados obtenidos se
muestran en la siguiente figura.

Sélo en pulmoén y rindn fetales aparecid un nivel significativo de
proteina HL humana. En el resto de tejidos la proteina HL parecia no
expresarse.

Motora Frontal

Pulmoén  Rifion ME Corazon Higado Pancreas

Figura 4.65. Western-blot de un homogenado de tejidos fetales revelado con el
anticuerpo anti-HL.

4.8. Estudio de interaccion de las proteinas HL-
Likel y tubulina

El estudio de la interaccién de las proteinas HL-Likel y tubulina se
planteé mediante varios abordajes. Lo primero que se debia hacer era
comprobar si se producia una interaccién real y directa entre ambas
proteinas para posteriormente, intentar conocer como y a través de qué
parte de la estructura se podia producir dicha interaccién, y si la misma
afectaba a alguna caracteristica de la enzima HL-Likel.

4.8.1. COINMUNOPRECIPITACION DE LA HL-LIKE1 Y LA
TUBULINA

Los experimentos de coinmunoprecipitacién tenian la finalidad de
conocer si se producia una interaccién directa entre dos proteinas in vitro. En
nuestro caso se realizé para comprobar la interaccidn entre la tubulina y la
HL-Likel.
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Se emplearon dos estrategias, en la primera, se uni6 el anticuerpo anti-
DM1A (que reconoce a la tubulina) a una columna de sepharosa y se revelo el
western-blot con el 10 anticuerpo anti-HL (anticuerpo que reconocia tanto a la
HL como a la HL-Likel). En la segunda, el anticuerpo que se uni6 a la
columna de sepharosa fue el que reconocia a la proteina HL y se reveld el
western-blot con el anticuerpo anti-DM1A que reconocia a la tubulina.

En la figura 4.66 se observa el resultado de la coinmunoprecipitacién
cuando se reveld con el anticuerpo anti-DM1A. La primera calle (LK-Gly)
corresponde al control en el cual se pusieron en contacto la proteina HL-Likel
con una solucién de glicina, para comprobar si se producia alguna reaccién
inespecifica. Lo mismo ocurria en la calle HL-Gly para la proteina HL. En las
calles LK-DM1A y HL-DM1A, soélo se pusieron en contacto a las proteinas HL-
Likel y HL con la sepharosa, pero sin incubacién con tubulina. En las
siguientes calles se fue variando la cantidad de tubulina que se adicionaba en
la mezcla de reaccidn.

LK LK LK LK LK HL HL HL HL HL
Gly DM1A tub tub tub Gly DM1A tub tub tub
10 pl 20 pl 40 pl 10 pl 20 pl 40 pl

Figura 4.66. Co-inmunoprecipitacion del complejo tubulina-HL-Likel vy
tubulina-HL. El anticuerpo unido a la sepharosa es el anti-HL revelado con anti-
DM1A. (LK: HL-Likel, tub: tubulina).

En la figura 4.67 se muestran las mismas mezclas de reaccién
anteriores, pero en este caso, el anticuerpo unido a la sepharosa es el anti-
DM1A y se ha revelado con el anticuerpo anti-HL.

LK LK LK LK LK HL HL HL HL HL
Gly DMI1A tub tub tub Gly DM1A tub tub tub
10 pl 20yl 40 pl 10 pl 20 pl 40 pl

e @ - CO "Mt o

Figura 4.67. Co-inmunoprecipitaciéon del complejo tubulina-HL-Likel y tubulina-
HL. El anticuerpo unido a la sepharosa en el anti-DM1A revelado con anti-HL. (LK:
HL-Likel, tub: tubulina).

Los resultados mostraron que se producia una interaccidon entre la HL-
Likel clonada y la tubulina obtenida de cerebro de rata. La proteina HL
también interaccionaba con la tubulina, esto podia deberse a la gran
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homologia estructural que existe entre ambas proteinas ya que estos
experimentos se realizaron in vitro.

4.8.2. CLONACION Y EXPRESION DE LAS PROTEINAS HL Y HL-
LIKE1 SIN LA HELICE ALFA 12

Teniendo en cuenta que los programas bioinformaticos predecian una
posible interaccién entre la HL-Likel y la tubulina a través de la hélice alfa 12
de la primera, se propuso comprobar si la interaccién se producia por esta
region de la proteina. Para ello, se clonaron las proteinas HL-Likel y HL sin
su hélice alfa 12 y se sobreexpresaron en un modelo procariota.

4.8.2.1. Clonaje de las proteinas HL-Likel y HL sin la hélice a-12

Para realizar este clonaje se partié del cDNA obtenido durante los
clonajes anteriores de las proteinas HL-Likel y HL (primera PCR realizada a
partir de los paneles comerciales). A partir de él, usando los primers
especificos que eliminaban la hélice alfa 12 de las proteinas, se amplificé el
fragmento de interés por medio de una PCR.

De esta manera se obtuvo un inserto de 869 pb, tamafio que se
correspondia con el de la proteina HL-Likel sin su péptido lider ni los ultimos
nueve aminoacidos que forman la hélice alfa 12, como queda reflejado en la
figura 4.68.

~ <— cDNA HMGCLL1

Figura 4.68. cDNA del gen
HMGCLL1 sin el péptido lider ni
la hélice alfa 12.

Posteriormente, se digirid el inserto con las enzimas EcoRI y BamHI,
generando asi extremos cohesivos para ligarlo al vector pMAL-c4x que
también se digirid con las mismas enzimas de restriccion.

Tras la ligacién y transformacion bacteriana, se comprobaron por PCR
13 colonias de las cuales resultd positiva sélo una de ellas (Figura 4.69).
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~ «— CDNA HMGCLL1

Figura 4.69. Electroforesis donde se observa
el resultado de la PCR-boiling de las colonias
E. coli XL1blue.

Los resultados obtenidos en el clonaje de la proteina HL sin la hélice
alfa 12 fueron también positivos.

4.8.2.2. Expresion y purificacion de las proteinas HL-Likel sin
péptido lider sin hélice a-12

Para la expresion del DNA recombinante se eligid la cepa de E. coli BL-
21 Codon Plus (DE3)-RIPL, libre de proteasas y que codifica tRNAs poco
frecuentes en E. coli. Se ensayaron diversas condiciones de expresidon, con
distintas temperaturas de incubacidn, a distintos tiempos, concentraciones de
IPTG y D.O s00nm. Ninguna de las condiciones produjo una proteina soluble,
como queda reflejado en la figura 4.70.

Pellet Sobr EC Pellet EC Sobr Bolas Lavado Bolas MK
bolas sin cortar

103
77

50

34

28.8

20.7

Figura 4.70. Gel SDS-PAGE con las distintas fracciones generadas en la
expresién y purificacién de la proteina HL-Likel sin péptido lider sin
hélice a12.

En la figura 4.70 se ven distintas muestras tomadas a lo largo del
proceso de purificaciéon de la proteina HL-Likel sin su hélice a-12. En la
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ultima fraccién obtenida (correspondiente a la calle denominada “bolas”) no
aparece ninguna banda de proteinas a la altura de 34 KDa, esto indica que la
proteina no se sobreexpresa en un modelo procariota o, que si lo hace, no se
produce de manera soluble.

4.8.2.3. Expresion y purificacion de las proteinas HL-Likel con
péptido lider sin hélice a-12

Se realizaron las mismas pruebas descritas en el punto 4.8.2.2 con
idénticos resultados.

Pellet Sobr EC Pellet EC Sobr Bolas Lavado Bolas MK
bolas sin cortar ‘

-

103

77

50

34

28.8

20.7

Figura 4.71. Gel SDS-PAGE con las distintas fracciones generadas en la
expresion y purificacién de la proteina HL-Likel con péptido lider sin hélice
al2.

4.8.2.4. Expresion y purificacion de la proteina HL sin péptido lider ni
hélice a-12

Se realizaron las mismas pruebas que las indicadas en el punto 4.8.2.2.
En este caso se consiguieron unas condiciones éptimas de induccion y de lisis
celular que son las que se indican en el punto 3.5 de Material y Métodos.

En la figura 4.72 se observa la expresion de la proteina de fusion MBP-
HL sin hélice a-12 en la parte soluble. Después de purificarla, siguid
apareciendo la banda correspondiente a esta proteina de fusidn. Finalmente,
después de digerir con la proteasa Factor Xa, aparecid6 una banda de
aproximadamente 34 kDa que se correspondia con la HL sin la hélice a-12.
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Pellet Sobre Bolas Lavado Bolas MK
sin cortar cortadas

103
77

50
34 HL sin hélice a-12

28.8

20.7

Figura 4.72. Gel SDS-PAGE con las distintas
fracciones generadas en la expresidén y purificacion
de la proteina HL- sin péptido lider ni hélice al12.

4.8.3. ESTUDIOS DE ACTIVACION DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1
Y HL POR PARTE DE LA TUBULINA.

Una vez obtenidas las proteinas clonadas, se realizaron medidas de
actividad liasa en presencia de tubulina. Estos experimentos se realizaron
tanto con las proteinas HL-Likel y HL enteras (sin su péptido lider), como con
la proteina HL con su hélice a-12 delecionada.

Los resultados obtenidos se muestran en las siguientes figuras e
indican que se produjo un aumento de la actividad liasa cuando ambas
proteinas se encontraban juntas.

Se produjo un aumento paulatino y proporcional de la actividad de la
enzima HL-Likel cuando se encontraba con cantidades de concentracién
crecientes de tubulina, entre 0 y 300 pg (Figura 4.73). Esto indicaba que la
actividad liasa de la enzima HL-Likel se podia modular por la tubulina.

La enzima HL también vio aumentada su actividad en presencia de tubulina in
vitro. Se producia un aumento muy acusado de la actividad de la proteina HL,
entre 0 y 30 pg de tubulina, para después saturarse la mezcla de reaccion.
Este aumento de actividad no fue tan marcado como el que presentd la
proteina HL-Likel (Figura 4.74).
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Figura 4.73. Curva de actividad donde se muestra el

aumento de actividad liasa de la proteina HL-likel cuando

se encuentra en presencia de cantidades crecientes de

tubulina.
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Figura 4.74. Curva de actividad donde se muestra el aumento

de actividad liasa de la proteina HL cuando se encuentra en
presencia de cantidades crecientes de tubulina.

También se realizaron medidas de activacion por tubulina de la enzima
HL sin su hélice a-12. Los resultados se muestran en la siguiente imagen.
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Figura 4.75. Curva de actividad donde se muestra la disminucién
de actividad liasa de la proteina HL mutada sin su hélice a-12
cuando se encuentra en presencia de cantidades crecientes de
tubulina.

La enzima HL sin su hélice a-12 no vio incrementada su actividad en
presencia de tubulina. Con cantidades pequefias de tubulina se observd un
aumento en su actividad pero es poco significativo si lo comparamos con los
resultados obtenidos para la HL y HL-Likel wild-type.
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DISCUSION

5.1. Homologia estructural entre las proteinas
HL-Likel y HL

La primera propuesta estructural de la proteina HL-Likel fue realizada
en la tesis de Sebastidn Menao Guillén (2006). En este trabajo se utilizé el
modelo bioinformatico de la enzima HL como punto de partida para elaborar
la nueva estructura (Casals et al., 2003). La gran similitud entre ambas
facilité este desarrollo, sin embargo, en el momento de hacer el estudio la HL
todavia no habia sido cristalizada, por lo que se trabajaba a partir de un
modelo bioinformatico de altas prestaciones (Casals et al., 2003). Una
confirmacion parcial de estas propuestas llegd con la cristalizacién de la HL
por el grupo del Dr. J-1.P. Kim (Fu et al., 2006), pero a dia de hoy, sigue
faltando la cristalizacion de la HL-Likel o estudios funcionales que confirmen
el modelo de la enzima.

En esta tesis se ha planteado modificar el modelo estructural de la HL-
Likel con mutaciones homodlogas a las de pacientes con deficiencia de HL
(Menao et al., 2009). La idea es confirmar si mutaciones en aminoacidos
clave de la estructura de ambas enzimas producen fallos de actividad
similares. Experiencias parecidas se habian realizado en otras isoenzimas,
como la HMG-CoA sintasa citosdlica y mitocondrial. En este caso la
transfeccién de la isoforma mHS en células auxétrofas para mevalonato, en
las que no se habia detectado actividad de la isoforma citosdlica, sirvié para
eliminar la auxotrofia de estas células (Ortiz et al., 1994) y confirmar de esta
manera la gran homologia estructural y funcional de ambas isoformas.
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La comparacién estructural de las proteinas HL y HL-Likel ha mostrado
gue todos los aminoacidos importantes para la actividad catalitica y para la
unién del catién divalente (Mg*?) (Arg*!, Asp*?, Glu’?, Tyr'®’, Cys®*®, Asn?”>,
His?>*®> e His**®) se encuentran conservados en ambas enzimas (Fu et al.,
2006, 2010; Montgomery y Miziorko, 2011; Roberts et al., 1995, 1996;
Tuinstra y Miziorko, 2003). Por esta razdn, inicialmente se ha planteado la
mutagénesis dirigida de dos aminoacidos que conforman el centro catalitico
de la enzima, la Arg®® y la His**®, y que se corresponden respectivamente con
la Arg*!y la His*** de la HL.

La eleccién de la Arg®® se ha realizado porque la mutacién de su
homodloga en la HL (p.R41Q) es la causa mas frecuente de aciduria 3-hidroxi-
3-metilglutarica (Mitchell et al., 1998 (b); Ozand et al., 1991). Ademas, se
conoce que los pacientes afectos tienen una falta total de actividad de la
enzima (Mitchell et al., 1998 (b)). El ensayo enzimatico ha demostrado que
esta mutaciéon también deja sin actividad a la enzima HL-Likel. La
explicacién del fendmeno es probablemente similar a la dada para la HL. Asi,
el cambio de la Arg®®, localizada en la interaccién del sustrato con el centro
activo, entre la lamina B1 y la hélice al, por una glutamina, produce un
cambio en el tamano y carga del aminoacido que probablemente impide la
correcta interaccién del sustrato con el resto de los aminoacidos que forman
el centro activo (Figura 4.7).

Una vez demostrado que una mutacidon que inactiva el centro activo de
la HL puede producir efectos andlogos en la HL-Likel, elegimos otro punto
basico de la arquitectura de la enzima, la zona de unién del catién divalente
(Mg*?). Desde hace afios, se conoce que la mutacién p.H233R de la HL afecta
a esta zona y produce la falta total de actividad (Roberts et al., 1996).

Segun el modelo de la HL-Likel la histina 233 de la HL se corresponde
con la histidina 248. Este aminoacido se localiza en la lamina B7 de la
proteina HL-Likel, y creemos que dirige la coordinacién con el catién
divalente Mg*? (Fu et al., 2006) (Figura 4.10). Su cambio por una arginina
provoca una pérdida total de la actividad de la enzima, y sugiere que la unién
al Mg*? es imprescindible para la catalisis, igual que pasaba con la HL.
(Kramer y Miziorko, 1980). Estos resultados vuelven a reforzar el adecuado
disefio del modelo propuesto.

Con estos datos podemos afirmar que, mutaciones que implican
directamente al centro activo de la HL y que por tanto, provocan la pérdida
de actividad de la enzima, cuando son reproducidas, segiun modelo, en la
enzima HL-Likel son capaces de generar el mismo efecto.

Llegados a este punto, nos planteamos reproducir en la HL-Likel
mutaciones de la HL que no implicasen su centro activo.

En un reciente trabajo de nuestro grupo describiamos una nueva
mutacién de la HL que, sin afectar al centro activo de la enzima, producia la
perdida de actividad. Se trataba del cambio de la fenilalanina 192 por una
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serina. Sorprendentemente, este aminoacido no se encontraba en el centro
catalitico, sino que formaba parte de un cluster hidrofdbico, que incluia otros
aminoacidos y cuya funcién parecia estar mas relacionada con la
estabilizacion del “core” de la enzima (Menao et al., 2009). Este aminoacido
tenia ademas la caracteristica de no estar siempre conservado asi, mientras
el chimpancé o el macaco poseian una fenilalanina, igual que los humanos,
otras especies préximas como la rata o el ratén o alejadas como la
Pseudomonas mevalonii tenian una leucina. Curiosamente, en la HL-Likel el
aminoacido homodlogo a la fenilalanina 192 era también una leucina. Todo
ello, nos llevd a plantear que lo importante no era el aminoacido en si mismo
sino su naturaleza apolar, que ayudaba a formar el supuesto cluster de
estabilizacion del centro activo. Basandonos en esta idea mutamos la leucina
207 de la HL-Likel por una serina. Este aminodacido en nuestro modelo se
encuentra en la hélice a7 de la proteina, rodeado de una serie de
aminodcidos hidrofébicos (Val**!, Gly!*?, Met!®?, Phe'®®, Gly®!, val'®3, val®®3,
Ile®*®) que bien podrian formar un cluster similar al descrito en la HL (Figura
4.8). La mutagénesis y posterior medida de actividad de la HL-Likel mostro
una pérdida completa de actividad. Estos datos indican que un aminoacido
aparentemente periférico de la proteina, pero que nuestro modelo 3D le
confiere importancia funcional, al ser mutado provoca la perdida de actividad
de la enzima. Todo ello no hace sino confirmar las bondades predictivas del
modelo propuesto y lo refuerzan en su similitud con la realidad.

5.2. Identificacion y caracterizacion de las
variantes de splicing del gen HMGCLL1

El niUmero de proteinas en humanos es mucho mayor que el nimero
de genes, por ello se considera al mecanismo de splicing alternativo como
uno de los mayores promotores de la expansién del complejo proteico.
Aproximadamente, del 70 al 80% de los genes que codifican proteinas
presentan algun tipo de splicing alternativo (Hertel, 2008; Johnson et al.,
2003; Kampa et al., 2004). Las distintas proteinas codificadas a partir de un
mismo mMRNA pueden diferir en su actividad enzimatica, su localizacién
celular, su estabilidad, su plegamiento e incluso en sus modificaciones post-
transduccionales (Stamm et al., 2005).

Las primeras variantes de splicing identificadas del gen HMGCLLI1
fueron recogidas en la tesis de Sebastidan Menao Guillén (2006), donde se
comunicé la presencia de al menos dos transcritos alternativos. Sin embargo,
el trabajo quedd inconcluso y por esta razén se convirti6 en uno de los
objetivos principales de la tesis. En su consecucion se han utilizado dos
estrategias diferentes pero complementarias. La primera se basd en la
blusqueda en bases de datos, de cDNAs completos y ESTs, la segunda mas
experimental, consistié en la amplificacién del cDNA del gen por fragmentos
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solapantes.

Los experimentos realizados han mostrado datos sorprendentes. Lo
primero que llama la atencidén es la gran cantidad de variantes encontradas,
tanto de manera experimental como en las bases de datos. Se trata de un
numero muy superior a las descritas para el gen HMGCL (Muroi et al., 2000;
Puisac et al., 2011). Sin embargo, y a pesar del gran niumero de variantes,
ninguna incluye en su secuencia todos los exones del gen. Esto plantea un
problema, ya que no parece existir un transcrito de referencia. Por ello,
arbitrariamente se ha elegido a la mas abundante, la denominada “variante
b”, como referencia. A partir de ella se ha clasificado al resto en dos grandes
grupos: las que tienen inserciéon de exones y que incluye a las variantes “a y
c”, y las que tienen delecion de exones y que engloba a todas las demas.

La “variante b” ha sido la primera en ser reportada en las bases de
datos y es la que posee un mayor numero de ESTs (55 de 77; el 71.4%). Su
organizacion gendmica, con 9 exones y 8 intrones, es la que mas se parece a
la del gen HMGCL, con un 67% de concordancia a nivel de mRNA (Tesis
Sebastian Menao Guillén, 2006). Se trata de la Unica variante cuya existencia
se ha demostrado a nivel de cDNA completo, y que tiene la capacidad de
codificar una proteina funcional (HL-Likel) de 340 aminoacidos, con una
homologia del 83% con la HL (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006).

Las variantes “a y c” son mas grandes que la “b”, ya que en ellas se
incluye un exén mas, el exén 2 en la “variante a” y el exén 3 en la “variante
c”. Sin embargo, estos transcritos no son muy abundantes en las bases de
datos y solo se ha encontrado una Unica secuencia de ESTs para cada una de
ellas. Por otro lado, no se ha podido demostrar de manera experimental su
presencia a nivel de cDNA completo. Este hecho es sorprendente ya que las
secuencias donadoras y aceptoras de splicing, tanto del exén dos como del
tres, estan definidas como fuertes segun los programas de grado de
fortaleza. Sin embargo, su comportamiento experimental es el de exones
muy débiles. Este hecho refuerza la idea de que existen otras variables a la
hora de definir la fortaleza de un exdén que parecen depender de la
concentracién de componentes del spliccosoma o de la presencia de
activadores o represores del splicing (Hertel, 2008). Todos estos datos
sugieren que la importancia de estas variantes, desde el punto de vista
cuantitativo, parece ser minima.

La “variante a”, aunque no se ha podido clonar ni expresar, si que
parece capaz de producir una proteina activa. La secuencia proteica
introducida por el exdn dos pertenece al péptido lider de la HL-Likel, por lo
gue la proteina traducida podria tener un destino subcelular diferente al del
resto de las variantes. Sin embargo, cuando se ha intentado ampilificar el
cDNA completo de este transcrito ha sido imposible conseguirlo. Esto puede
deberse a la gran abundancia de la “variante b”, que hace muy dificil una
amplificacion competitiva de ambos transcritos. Solamente cuando hemos
empleado primers que hibridan de manera especifica sobre el exdén 2,
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exclusivo de esta variante, se ha podido visualizarla en un gel de agarosa.
Estos resultados sugieren que la importancia cuantitativa de la “variante a”
debe ser minima y en todo caso debe de estar por debajo del 1% del total de
transcritos del gen HMGCLL1.

En el caso de la “variante c”, el exdn tres incluye un codén de STOP en
su secuencia, lo que provoca que sélo se traduzca una proteina de 53
aminoacidos. Esta proteina truncada es, muy probablemente, inactiva al
carecer de todos los aminoacidos implicados en el centro catalitico. Ademas,
al igual que ocurre con la “variante a”, sélo se ha conseguido amplificar
cuando se han empleado primers especificos, siendo imposible la obtencién
de su cDNA completo. La ausencia mayoritaria de esta variante podria
explicarse por un mecanismo de “nonsense-mediated mRNA decay” (NMD),
el cual se produce cuando aparecen codones de STOP prematuros en la
secuencia del mRNA (Maquat, 2004).

En el caso de las variantes con delecién, se han encontrado diferentes
transcritos en los que faltan uno o varios exones. Se han localizado las
variantes con delecién de los exones2a7,2a9,6,6y7,y6a9, tanto en
las bases de datos como de manera experimental. Lo primero que destaca es
gue todos estos transcritos se originan a partir de los exones 2 6 6, lo que
sugiere que estos exones ponen en marcha un mecanismo de arrastre. El
exon 2 pertenece exclusivamente a la “variante a” y su comportamiento
experimental es el de un exén débil, por lo que la presencia de transcritos
alternativos en los que estd involucrado no debe sorprender. Por otra parte,
el exon 6 estad definido como débil por sus secuencias donadoras y aceptoras
de splicing, por lo que la presencia de transcritos alternativos en los que esta
implicado es esperable.

Ademads, también se ha encontrado otra variante mas con la delecién
de los exones 3 a 7, no reportada en las bases de datos. Este transcrito
alternativo se origina a partir de la “variante a” del gen y en él se pierde el
marco de lectura, generandose una proteina truncada de tan sélo 76
aminoacidos. Al igual que ocurre con la “variante c”, esta proteina carece de
la mayoria de los aminoacidos que conforman el centro catalitico de la
enzima y con toda seguridad es inactiva.

El hallazgo de todas estas variantes con delecidn de exones se puede
relacionar con un mecanismo de arrastre, que ha sido propuesto en otros
genes como el HMGCL (Casale et al., 1998; Puisac et al., 2011). Asi, la
mutacién puntual ¢.G109T que provoca la pérdida del exén 2,
ocasionalmente puede también arrastrar al exén 3 (Casale et al., 1998).
Ademas, una de las variantes fisioldgicas de splicing de este gen, la
HMGCLAS5,6, provoca la delecién del exdn 5 débil acompafada de la del exdn
6 fuerte (Puisac et al., 2011). De todas maneras, aunque este fendmeno ha
sido observado reiteradamente (Li et al., 2006; Rickers et al., 1994), el
mecanismo de arrastre todavia no se comprende con exactitud.

151



Discusion

Sin embargo, la principal pregunta que se nos plantea ante Ia
presencia de tantos transcritos alternativos es si llegan a codificar proteinas
funcionales. Nos planteamos el clonaje de todas estas variantes, pero debido
a su elevado numero, buscamos un elemento comun a todas ellas. Al analizar
las secuencias de cDNA de estos transcritos observamos que el exén 6
estaba ausente en todos ellos. Por esta razon, realizamos la delecion del
mismo y sobreexpresamos a la proteina delecionada, tanto en un modelo
procariota como eucariota. Aunque no fuimos capaces de sobreexpresar a la
proteina mutada en el modelo bacteriano, si que lo conseguimos en el
modelo eucariota con resultados negativos respecto a su actividad
enzimatica. Estos datos indican que la proteina delecionada no es activa v,
podemos asumir que el resto de las variantes de la HL-Likel tampoco lo son.
Estos resultados son similares a los obtenidos para las variantes fisioldgicas
de la HL, en las que se ha descrito que la pérdida de uno o varios exones
conlleva la ausencia de actividad liasa de la enzima (Puisac et al., 2011).

En la delecidon del exén 6 se pierden los aminoacidos desde la Met!® a
la Ala*®*! y, aunque no se pierde ninguno de los aminoacidos cataliticos de la
enzima (Tesis Sebastidan Menao Guillén, 2006), la eliminacién de la hélice a3
y de la ldmina B3, codificadas por los mismos, parece ser lo suficientemente
grave como para que la enzima HL-Likel carezca de toda actividad. La
delecién provoca la pérdida de un extremo de la estructura de TIM-barrel que
posee la enzima HL-Likel, lo que muy posiblemente altera el plegamiento de
la proteina. Ademas, la lamina B3 forma parte de la pared del canal de
entrada del sustrato, y su eliminacion puede impedir el correcto acceso del
HMG-CoA hasta el centro activo.

Finalmente, una vez demostrada la presencia de las diferentes
variantes del gen HMGCLL1 y que sus transcritos alternativos no producen
proteinas activas, quisimos conocer si existia algun tipo de patron de
distribucién por tejidos. Los datos obtenidos muestran que la “variante b” en
su forma completa aparece en una mayor proporcion en los tejidos fetales
comparados con los adultos (Figura 4.14) pero, que el nivel de variantes
delecionadas e inactivas es mayor en estos ultimos. Todos estos resultados
sugieren que se puede estar produciendo un mecanismo de bloqueo de la
forma completa por parte de las variantes delecionadas en los tejidos
adultos. Hasta ahora este mecanismo sélo se ha propuesto para los genes
HMGCL y HMGCS2 (Puisac et al., 2011), relacionando un mayor nimero de
transcritos delecionados con tejidos no productores de cuerpos ceténicos. Sin
embargo, para el gen HMGCLL1 parece ser que este mecanismo de bloqueo
potenciaria la enzima en determinadas etapas del desarrollo. Asi, el mayor
nivel de mRNA de la “variante b” en tejidos fetales y el aumento de las
variantes inactivas en tejidos adultos, se podria relacionar con una mayor
cantidad de enzima HL-Likel en el feto.
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5.3. Localizacion subcelular de la proteina HL-
Likel

El desconocimiento de la localizacidn subcelular de la proteina HL-Likel
era un escollo que se debia salvar para poder continuar profundizando en su
funcion. Sin este dato, no se podia especular sobre su papel dentro de la
célula, por lo que se planted este estudio como un objetivo prioritario.

La técnica utilizada para conocer la localizacion subcelular de la HL-
Likel se basd en el empleo de proteinas fluorescentes. De esta manera
fusionando la proteina problema con otra fluorescente y empleando un
microscopio adecuado se pudo conocer la localizacién de la HL-Likel.

Las imagenes obtenidas con el microscopio confocal mostraron un
patrén reticular (Figura 4.37A), que indicaba que la localizacion mas probable
de la nueva enzima era la del reticulo endoplasmatico. Estos datos se
confirmaron al superponer su patron de fluorescencia con el de la proteina
calreticulina, especifica de reticulo endoplasmatico (Figura 4.37C-C’). Estos
mismos experimentos, pero utilizando un marcador mitocondrial (proteina
HL) (Figura 4.38A-C) o peroxisomal (proteina PMP70) (Figura 4.39A-C),
mostraron que la proteina HL-Likel no presentaba el mismo patrén que las
proteinas HL o PMP70, y confirmaba que no era una proteina ni mitocondrial
ni peroxisomal.

La consecuencia de estos resultados es relevante. El que la HL-Likel
no colocalice con la HL indica, que nos encontramos ante una proteina que
trabaja en un compartimento subcelular diferente a la HL. Por tanto, la
funcidon de la HL-Likel dentro de la célula debe ser, necesariamente, distinta
a la de la HL. El que tampoco se produzca colocalizacion en el peroxisoma
también es destacable. Desde el afio 1994 se conoce la existencia de una
isoforma de la enzima HL de localizacidn peroxisomal (Ashmarina et al.,
1994). Las imagenes que hemos obtenido nos indican que la proteina HL-
Likel no es esa isoforma peroxisomal.

Una vez confirmada su localizacion en reticulo endoplasmico, el
siguiente paso fue conocer en qué lugar del mismo se encontraba, en la
membrana o en el lumen reticular. Para ello, lo primero fue conocer las
caracteristicas de solubilidad de la proteina. Los experimentos mostraron que
la HL-Likel clonada era soluble, pero que en el entorno bioldgico, se
encontraba asociada a las membranas del reticulo. Una vez confirmada su
naturaleza de proteina de membrana, el siguiente paso fue comprobar si se
trataba de una proteina integral o periférica. Primero se confirmd que la
proteina HL-Likel no poseia en su secuencia dominios transmembrana y
después, los experimentos de disociacion mostraron que nos encontrabamos
ante una proteina periférica de las membranas del reticulo endoplasmatico.

La siguiente cuestion a responder era, ¢hacia qué lado de la membrana
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estaba orientada la HL-Likel? A pesar de que no se disponen de datos
directos que ayuden a responder a esta pregunta, si que existen datos
indirectos que permiten sugerir una orientacién de la HL-Likel hacia la cara
citosdlica. Primero, el que se encuentre en la cara interna de las membranas
de reticulo es poco probable ya que el HMG-CoA, sustrato de la enzima, es
incapaz de atravesar ningun tipo de membranas, por lo que se deberia de
producir en la luz del reticulo. Sin embargo, no se ha descrito ninguna
enzima HMG-CoA sintasa reticular que pueda sintetizar el HMG-CoA en el
lumen del reticulo endoplasmatico. Por otra parte, en la realizacién de esta
tesis se ha comprobado que la HL-Likel es capaz de interaccionar con la
tubulina, proteina de localizacidn citosdlica. Estos datos sugieren que es poco
probable que la HL-Likel mire hacia la luz del reticulo endoplasmatico, y que
muy posiblemente se encuentre orientada hacia el citosol celular.

De confirmarse finalmente estos datos, se cerraria la ruta de sintesis
de cuerpos cetoénicos en el citosol celular, ya que todas las enzimas
implicadas en esta ruta metabdlica han sido ya descritas. Algunas de ellas
también forman parte de la ruta de sintesis del colesterol, a partir de acetil-
CoA, como la acetoacetil-CoA tiolasa o la HMG-CoA sintasa citosdlica
(Miziorko et al., 1990). En el afo 2006, se identific6 a una B-hidroxibutirato
deshidrogenasa citosdlica (Guo et al., 2006), quedando sélo una enzima con
actividad liasa para completar esta ruta cetogénica. El hallazgo de la HL-
Likel, con una localizacidn en las membranas del reticulo endoplasmatico v,
con una muy probable orientacion citosdlica, completaria esta ruta
metabdlica.

Todos estos resultados abren una nueva e interesante perspectiva
sobre el uso del HMG-CoA citosdlico, ya que ahora podria derivarse hacia dos
rutas metabdlicas diferentes: la sintesis de colesterol o la sintesis de cuerpos
cetonicos. Asi, la HL-Likel y la HMG-CoA reductasa (HMGCR) (Liscum et al.,
1985) comparten el sustrato, la localizacion subcelular en reticulo y, muy
probablemente, la orientacién de sus centros activos hacia el citosol celular.
Como es bien conocido, la HMGCR es una enzima implicada en la sintesis de
colesterol y principal punto de regulacion de la ruta (Jo y Debose-Boyd,
2010). De esta manera, se podria plantear la posibilidad de que la HL-Likel
compitiese por el sustrato con la HMG-CoA reductasa. Esta idea también fue
propuesta para la isoforma peroxisomal de la HL (Ashmarina et al., 1994).

5.4. Estudio diferencial de las proteinas HL-
Likel y HL por tejidos

Tras demostrar la gran similitud estructural de las proteinas HL-Likel y
HL, y su diferente localizacion subcelular, el siguiente objetivo que nos
planteamos fue comprobar si existia un patron caracteristico de expresion de
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estas enzimas en diferentes tejidos humanos y en distintas etapas del
desarrollo.

5.4.1. CARACTERISTICAS CINETICAS DE LAS PROTEINAS HL-
LIKE1 Y HL

Desde el ano 1988, existe un método facil y rapido para la realizacién
de medidas de actividad de la enzima HL (Wanders et al., 1988). Por esta
razén, y a pesar de que ya se habia realizado una primera aproximacioén a las
caracteristicas cinéticas de las enzimas HL y HL-Likel, unidas a la proteina
MBP (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006; Menao et al., 2009), se planted
en esta tesis un estudio mas completo.

El primer dato a destacar es que en nuestro estudio la velocidad
maxima de ambas enzimas se encontré a pH 8, un valor mas bajo que el pH
9 al que Wanders reportd la maxima actividad para la HL (Wanders et al.,
1988). Esto quizas se podria explicar por la distinta naturaleza de las
muestras de partida, fibroblastos en el caso de Wanders y la proteina unida a
MBP en el nuestro.

Los datos cinéticos obtenidos de Vmax y Km nos muestran que la HL-
Likel es una enzima que trabaja a una velocidad menor que la HL (25
nmol/min*mg proteina HL-Likel y 145 nmol/min*mg proteina HL) a pH 8, y
que necesita menor cantidad de sustrato para alcanzar la mitad de su
actividad maxima (Km 75 yM HL-Likel y 140 pM HL). Aunque la velocidad de
trabajo de la HL-Likel es notablemente inferior a la de la HL, al tener un Km
mas bajo necesita una cantidad menor de sustrato para comenzar a trabajar.
Estos datos cinéticos sugieren que la HL-Likel trabaja en un compartimento
subcelular donde la disponibilidad del sustrato HMG-CoA quizds sea menor y
refuerzan la idea de que nos encontramos ante una isoenzima de la HL con
unas caracteristicas cinéticas diferentes (Tesis Sebastian Menao Guillén,
2006).

Respecto a la HL tanto los datos de su Km como de Vmax varian entre
los diferentes pHs. A pH 9 su Vmax es menor (50 nmol/min*mg), sin
embargo su afinidad es mayor, al tener un valor de Km de tan sdélo 25 pM.
Por el contrario, a pH 8 su Vmax es mas elevada (145 nmol/min*mg), pero
necesita una mayor cantidad de sustrato para alcanzarla, al poseer un valor
de Km de 140 pyM. El dato de Km a pH 9 es practicamente el mismo que
reportd el grupo de Dr. H.M. Miziorko (24 pM) aunque ellos utilizaron un
vector de expresion para la proteina HL diferente, el plasmido pTrc99A
(Roberts et al., 1994). Sin embargo, se ha reportado una gran amplitud de
valores de Vmax para la HL, desde 22 nmol/min*mg por el grupo del Dr.
R.J.A. Wanders (Wanders et al., 1988), hasta 159 nmol/min*mg por el grupo
del Dr. H.M. Miziorko (Roberts et al., 1994). Nuestros resultados concuerdan
con algunos de los reportados en la bibliografia (Roberts et al., 1994), con la
ventaja anadida de que el método de expresidén y purificacion de la proteina
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HL es mas rapido y eficaz (Menao et al., 2009).

Al comparar los datos cinéticos de la HL-Likel clonada con los
obtenidos de la actividad liasa de la fraccion citosol + reticulo del testiculo
humano se observa que, aunque existen discrepancias en cuanto al
comportamiento de la Vmax y la Km a diferentes pHs, la relacion AVmax/Km
es parecida (0.96 para fraccién citosol + reticulo; 1.1 para HL-Likel). Este
comportamiento también se repite entre la fraccién mitocondrial (0.41) y la
HL (0.515). Estos resultados corroboran, de manera indirecta, la diferente
localizacidon subcelular de ambas enzimas y coinciden con los datos obtenidos
en los experimentos de colocalizacidon en cultivos celulares.

Sin embargo, todas estas medidas de actividad se han realizado sobre
proteinas clonadas a las cuales les falta el péptido lider. Aunque se conoce,
sobre todo en el caso de la HL, que el péptido lider no influye en las medidas
de actividad (Ashmarina et al., 1996), este hecho no se puede afirmar por
completo para la enzima HL-Likel. Por esta razén hemos realizado medidas
de actividad liasa sobre cultivos en los cuales hemos sobreexpresado
previamente a las proteinas HL-Likel y HL clonadas completas. Los
resultados mostraron un aumento en la actividad liasa total de los cultivos. El
aumento de actividad fue del 46% para la enzima HL-Likel y del 84% para la
HL. Estos datos confirmaron que la proteina HL-Likel completa es activa en
un modelo eucariota.

Estos datos cinéticos pueden proporcionar pistas sobre la funcion de la
HL-Likel dentro de la célula. Atendiendo a su localizacién en las membranas
del reticulo endoplasmatico y a que posee actividad liasa, la primera cuestion
que se plantea es, ipueden la HMGCR y la HL-Likel competir por el HMG-
CoA? Respecto a la enzima HMGCR se han realizado multitud de estudios
enzimaticos que han proporcionado datos relativos a sus valores de Km y
Vmax en diferentes tejidos. En tejido hepatico adulto se ha calculado una Km
de 1 uM (Langdon y Counsell, 1976) y una Vmax que varia entre 60.5 y 78
pmol/min*mg (Honda et al., 2000; Nicolau et al., 1974). Sin embargo, los
resultados en higado fetal son mucho mas elevados, siendo la Vmax 428
pmol/min*mg (Carr et al., 1985). Estos datos sugieren que la competencia
entre la HMGCR vy la HL-Likel en tejido hepatico parece poco probable en
cualquier etapa del desarrollo, al tener la HMGCR mayor afinidad por el
sustrato y una Vmax muy superior a la calculada para la HL-Likel.

Sin embargo, el valor de Vmax de la HMGCR varia mucho entre
diferentes tejidos. Por ejemplo, en leucocitos se le ha calculado un valor de
tan sélo 9.6 pmol/min*mg (Harwood et al., 1984) y en fibroblastos la Vmax
es de 15.6 pmol/min*mg (Brown et al., 1973). Estos datos permiten sugerir
que una competencia entre las enzimas HL-Likel y HMGCR, en tejidos
distintos del higado, no debe ser descartada.
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5.4.2. DESARROLLO DE UN ANTICUERPO ESPECIFICO CONTRA
LA HL-LIKE1

El uso de anticuerpos es una herramienta muy util para el desarrollo
de diferentes técnicas de biologia molecular. A lo largo de los anos se ha ido
perfeccionando su obtencidn, pureza y la especificidad de los mismos, hasta
llegar a reconocer Unicamente a una determinada secuencia (Altshuler et al.,
2010).

En el caso de la proteina HL-Likel no existia ningln anticuerpo
comercial, que fuese capaz de reconocerla de manera especifica. Los estudios
preliminares se habian realizado utilizando anticuerpos policlonales que iban
dirigidos contra la HL, pero que eran capaces de reconocer a la proteina HL-
Likel (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006). Se trataba de anticuerpos
obtenidos de manera tradicional, mediante la inoculacién de la proteina HL
entera en conejos, y que habian sido suministrados por el laboratorio del
Prof. F.G. Hegardt.

En el momento de realizar esta tesis ya se habian comercializado
diferentes anticuerpos capaces de reconocer a la HL, y uno de ellos fue
empleado en el desarrollo de la misma (Abnova Cat. n°. HO0003155-M01).
Sin embargo, este anticuerpo era incapaz de reconocer a la proteina HL-
Likel. Por todas estas razones se planted el desarrollo de un anticuerpo
especifico contra la proteina HL-Likel con el fin de poder distinguir entre
ambas isoenzimas.

El primer paso fue elegir la secuencia inmunogénica. Para ello
debiamos tener en cuenta la gran homologia existente entre las proteinas
HL-Likel y HL, de mas del 80% (Tesis Sebastidan Menao Guillén, 2006) y
buscar aquellas zonas donde ésta fuese menor. Aunque la secuencia
correspondiente al péptido lider era la que menos homologia poseia, al ser
una secuencia susceptible de ser eliminada durante el procesamiento de la
HL-Likel, no parecia la mas indicada para ser reconocida por el anticuerpo.
Por esta razén, buscamos otras zonas de la proteina donde la homologia
también fuese menor. Se localizaron dos secuencias susceptibles de ser
empleadas como epitopo, la primera estaba comprendida entre los
aminoacidos Gly'® y Tyr''!®, y la segunda entre la Ser!®” y el Asn'’®.
Finalmente, elegimos la segunda al ser mas inmunogénica. Los aminoacidos
codificados en este segmento eran los que formaban la hélice a6 de la HL-
Likel.

Una vez obtenido el anticuerpo por parte de la casa comercial Abyntek
Biopharma S.L, se probd su eficacia y especificidad sobre las proteinas HL-
Likel y HL clonadas. Los resultados indicaron que el nuevo anticuerpo era
capaz de reconocer de manera especifica a la HL-Likel clonada, pero no a la
HL (Figura 4.58). Estos datos positivos nos animaron a realizar otras
comprobaciones sobre cultivos celulares, para visualizar a la proteina
enddgena. Los resultados de inmunofluorescencia mostraron un marcaje con
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un patron reticular (Figura 4.61), que se podia interpretar como
perteneciente a la proteina HL-Likel, de la que ya habiamos demostrado su
localizacidn en reticulo endoplasmatico.

Todos estos resultados confirmaban que habiamos obtenido un
anticuerpo especifico contra la HL-Likel, que ademads, era incapaz de
reconocer a la proteina HL, ni clonada ni sobreexpresada.

5.4.3. COMPARACION POR TEJIDOS DE LA ACTIVIDAD Y NIVEL
DE EXPRESION DE LAS PROTEINAS HL-LIKE1 Y HL

Aunque la HL es una enzima que ha sido ampliamente estudiada en las
ultimas décadas, los datos de expresién por tejidos son muy limitados y en la
mayoria de las ocasiones se han realizado en modelos animales no siempre
extrapolables al género humano. Asi, por ejemplo, aunque hay mucha
informacidon sobre el papel de la enzima en el tejido hepatico, no existen
datos que expliguen su funcidén en tejidos considerados cetogénicos como el
rindn y el intestino (Nakatani et al., 1996; Thumelin et al., 1993). Por esta
razén, en este trabajo, nos planteamos realizar simultdneamente el estudio
tisular de la HL y de la HL-Likel. El primero, ademas nos sirvid para
comprender mejor algunas de las complicaciones que sufren los pacientes
con aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica, y también como punto de
comparaciéon para los datos obtenidos con la enzima HL-Likel.

Como material de partida se tomaron tejidos humanos obtenidos de
autopsias. Aunque los cadaveres se mantuvieron a 4 °C y los tejidos fueron
inmediatamente congelados en nitréogeno liquido, hay que tomar con cautela
los resultados de estos experimentos. Por ley deben transcurrir 24 horas
desde el fallecimiento a la realizacidon de la autopsia y, durante este tiempo
los tejidos empiezan a degradarse, haciéndolo ademas a distinta velocidad
segln el tipo de tejido. A pesar de estas limitaciones, los estudios sobre
muestras humanas son fundamentales y aportan datos y matices muy
interesantes que se pierden en el estudio de animales. Ademas, en algunas
ocasiones el comportamiento de las enzimas o la regulacién de las vias
metabdlicas difieren entre los modelos animales y los humanos.

El papel de los cuerpos cetdnicos en tejidos adultos ha sido
ampliamente estudiado, desempefando funciones generales, como las de
servir de fuente de energia alternativa (Edmond et al., 1992; Zammit, 1981),
0 mas especificas como las de neuroproteccion (Guzman y Blazquez, 2004;
Maalouf et al., 2007, 2009). Sin embargo, se conoce menos sobre su funcién
en los tejidos fetales. Se sabe, que los cuerpos ceténicos en esta fase del
desarrollo proceden principalmente de la madre, y que son capaces de
atravesar la placenta (Herrera, 2000). Una vez en el feto, su principal funcién
parece ser que es la de servir de fuente de energia o sustrato lipogénico
(Arahuetes et al., 1986; Herrera y Amusquivar, 2000; Lust et al., 2003).
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Teniendo en cuenta la falta de datos de la proteina HL en tejidos
fetales humanos, lo primero que se hizo fue estudiar su patrén de expresion
en esta fase del desarrollo. Los resultados de western-blot obtenidos
muestran que sélo hay proteina HL en pulmén y rifidn fetal y coinciden con
los que se obtuvieron en la Real-Time PCR, que mostraban también niveles
mas altos de mRNA en estos tejidos (Tesis Sebastian Meano Guillén, 2006).
Sin embargo, parece que la proteina HL tiene un comportamiento muy
diferente al de los tejidos adultos. Asi, la enzima en higado fetal no parece
tener relevancia al carecer de niveles significativos de expresion. Esta podria
ser la razén, por la cual los pacientes con aciduria 3-hidroxi-3-metilglutarica
no manifiestan clinica intrauterina. En este periodo los cuerpos cetdénicos se
producirian en el higado materno y, desde alli serian enviados al feto para su
uso (Herrera, 2000).

En el caso de pulmoén fetal, los cuerpos cetdnicos sirven como sustrato
lipogénico para formar el surfactante en los pneumocitos tipo II (Fox et al.,
1996) y podrian ser en parte producidos in situ por la HL pulmonar fetal. Sin
embargo, lo pacientes con déficit de HL no manifiestan ninguna patologia
pulmonar al nacer, lo que sugiere que la mayor parte de estos cuerpos
ceténicos tienen un origen materno (Herrera, 2000). Para el rifdn fetal,
resulta mas dificil elaborar una hipoétesis sobre la funcidn especifica de la HL
y seran necesarios nuevos estudios para poder conocer su papel en este
tejido.

Todos estos experimentos, relativos al nivel de proteina HL en tejidos
fetales, son los primeros que se han realizado. Aunque son muy preliminares,
ya indican que existen diferencias en el comportamiento por tejidos de la
enzima segun las fases del desarrollo. Parece ser que la HL tiene una mayor
importancia durante el periodo extrauterino, tal vez, porque la ausencia de
cuerpos cetdnicos puede ser compensada por los que la madre aporta
(Herrera, 2000). Sin embargo, esto no ocurre en algunos modelos animales
como el ratén. En el ano 1998, el grupo del Dr. G.A. Mitchell desarrolld un
ratdon knock-out para el gen HMGCL (Wang et al., 1998), que fallecia en la
fase embrionaria. Sin embargo, no se ha reportado ningun caso de muerte
en fase ni embrionaria ni fetal de pacientes con déficit de HL, teniendo estos
un desarrollo intrauterino normal. Estos resultados son otra prueba de las
diferencias existentes entre las distintas especies, y avalan los experimentos
realizados sobre muestras de tejido humanos.

Una vez conocidos los datos de expresidon de la HL en tejidos humanos
fetales, quisimos compararlos con los resultados de expresién de la proteina
HL-Likel. Los datos de Real-Time PCR ya indicaban diferencias en cuanto al
nivel de mRNA entre ambas enzimas (Tesis Sebastian Menao Guillén, 2006),
y mostraban al cerebro fetal como el tejido con un mayor nivel de expresién
de mRNA para el gen HMGCLL1. Los experimentos de western-blot realizados
en diferentes tejidos fetales confirmaron estos datos y mostraron al cerebro
como el Unico tejido con un nivel de expresiéon de la proteina HL-Likel
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apreciable. Sin embargo, el resto de tejidos analizados (pulmén, rindn,
higado, corazén, musculo y pancreas) no poseian un nivel significativo de
proteina. Por otra parte, resulté imposible medir actividad liasa en las
distintas fracciones subcelulares de estos tejidos, debido a la poca cantidad
de muestra de partida y a la dificultad en su obtencioén.

Todos estos resultados inducen a pensar que la HL-Likel debe tener
un papel principal en cerebro fetal. Es el Unico tejido donde se ha
demostrado su presencia a nivel de la proteina y posee un mayor nivel de
mensajeros (Tesis Sebastidan Menao Guillén, 2006). Ademas, es en él, donde
se ha encontrado el mayor nivel de la “variante b” de referencia y el menor
nivel de las variantes delecionadas, lo que podria estar potenciando la
transcripcién y traduccion de la forma funcionalmente activa del gen
HMGCLL1. Sin embargo, son pocos los datos que se disponen para lanzar
hipdtesis concretas respecto al papel de los cuerpos ceténicos en el cerebro
fetal humano. Se han reportado diferentes funciones para los mismos en el
cerebro adulto, algunas de las cuales, como la neuroproteccién o la sintesis
de lipidos, podrian también desempenarse en el cerebro fetal. La HL-Likel
podria estar implicada en alguno de estos papeles, aunque seran necesarios
nuevos estudios para confirmarlo.

Aunque una posible competencia con la enzima HMG-CoA reductasa es
una idea muy atractiva, la elevada cantidad de mRNA de esta proteina
(Hanaka et al., 2000), asi como la gran sintesis de colesterol (Nieweg et al.,
2009) en las células de la glia de ratas recién nacidas, hace poco probable
gue se dé. La mayor parte del colesterol es sintetizado por las células del
cerebro (Haave e Innis, 2001), siendo la HMGCR una enzima muy activa
(Langan et al., 1987). La HL-Likel podria estar regulando la produccion de
lipidos en el cerebro fetal, ejerciendo una especie de freno sobre la HMGCR,
gue evitase la excesiva acumulacidon de colesterol. A pesar de que esta idea
es muy sugerente, es poco probable que tenga lugar en vista de las
caracteristicas cinéticas de ambas enzimas.

El siguiente paso fue realizar estos mismos experimentos en tejidos
humanos adultos. En este caso, y debido a la mayor cantidad de muestra de
partida, ademas de los experimentos de western-blot, también se pudieron
realizar medidas de actividad liasa en distintas fracciones subceluares.

Los primeros datos a destacar son que, al contrario de lo que ocurre en
los tejidos fetales, tanto la HL como la HL-Likel se expresan en un mayor
numero de tejidos adultos. El higado destaca sobre el resto de tejidos en
cuanto al nivel de expresion de la proteina HL, como era de esperar. Sin
embargo otros tejidos como el pancreas también poseen un elevado nivel de
de expresion de la HL. En el caso de la HL-Likel no parece existir un tejido
con un nivel de proteina sobresaliente sobre el resto, aunque éste es algo
mas elevado en pulmén, rifidn, corazén y cerebro.

Sin embargo, en relacion al nivel de actividad de las distintas
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fracciones subcelulares por tejidos si que existen diferencias importantes
entre ambas enzimas. En el caso de la HL, la mayor parte de las medidas de
actividad liasa en tejidos se han hecho sobre fibroblastos (Wanders et al.,
1988) o linfocitos (Ozand et al., 1991) de pacientes con aciduria 3-hidroxi-3-
metilglutarica. Hasta ahora no se han realizado estudios de actividad liasa
por tejidos, a pesar de que se ha descrito al rifidn y al intestino como tejidos
cetogénicos (Nakatani et al., 1996; Thumelin et al., 1993). Los resultados
obtenidos vuelven a mostrar al higado como el tejido a destacar sobre todos
los demads, con un nivel de actividad liasa muy superior al resto. Los datos
obtenidos en pancreas son sorprendentes ya que revelan que posee una
elevada capacidad cetogénica, hasta ahora desconocida. Por otra parte, no
existe ningun tejido que sobresalga sobre el resto respecto a la actividad de
la HL-Likel, obteniéndose niveles muy bajos al compararlos con los
obtenidos en la fraccion mitocondrial. Este hecho se podria deber al
mecanismo de blogueo propuesto para los transcritos con deleciéon del gen
HMGCLL1, que son mucho mas abundantes en tejidos adultos humanos.

El primer resultado a destacar es la presencia de proteina y actividad
liasa perteneciente a la enzima HL-Likel en cerebro adulto. Sin embargo, no
hay actividad liasa ni expresién proteica de la HL en este tejido (Puisac et al.,
2010). Siempre ha existido una gran controversia entre si existia o no
actividad liasa extra-mitocondrial. Aunque experimentos previos realizados
en rata (Shah, 1982) o pollo (Clinkenbeard et al., 1975) median actividad en
el citosol de cerebro, ésta se atribuia a la rotura de mitocondrias durante el
proceso de fraccionamiento subcelular (Clinkenbeard et al., 1975). Sin
embargo, los datos que aqui se recogen indican que si existe actividad liasa
fuera de las mitocondrias en cerebro, pero que no procede de la ruptura de
las mismas, y por lo tanto de la HL, sino de la nueva enzima HL-Likel.

Este hallazgo es muy relevante y abre nuevas perspectivas sobre el
papel que los cuerpos ceténicos pueden desempenar en este tejido. Muchos
estudios han reportado la importancia de los cuerpos cetdénicos como agentes
neuroprotectores (Guzman y Blazquez, 2004; Maalouf et al., 2007, 2009), en
patologias neurodegenerativas como el Alzheimer (Kashiwaya et al., 2000) o
como precursores lipidicos de la colesterogénesis (Lopes-Cardozo et al.,
1984). Ademas, el cerebro es capaz de cambiar su metabolito energético
principal, la glucosa, por los cuerpos cetdnicos en determinadas situaciones
metabdlicas (Morris, 2005). Estos datos permiten lanzar hipdtesis que
relacionen a la HL-Likel con un papel en la neuroproteccién. Los hallazgos
del grupo del Dr. M. Moriyama proponen un mecanismo de inhibicién de la
salida de glutamato, en el cual estaria intimamente implicado el acetoacetato
(Juge et al., 2010). Los cuerpos cetdnicos producidos por la HL-Likel podrian
estar desempefiando este papel neuroprotector al ser producidos in situ en el
cerebro.

Sin embargo, tampoco podemos descartar la funcién de obtencidon de
un sustrato energético alternativo a la glucosa para la HL-Likel, en vista de

161



Discusion

la ausencia de la proteina HL y de actividad liasa mitocondrial en cerebro
adulto (Puisac et al., 2010), aunque este papel parece poco probable. De ser
asi, la HL-Likel podria suplir la ausencia de la HL en los pacientes con
aciduria  3-hidroxi-3-metilglutarica, hecho que no se produce. Los
requerimientos energéticos del cerebro son muy elevados y la poca actividad
de la HL-Likel parece que seria insuficiente para cubrirlos en su totalidad.

Otra opcién aunque muy especulativa podria relacionar la accion de la
HL-Likel con el control de la ingesta. Se ha estudiado el posible papel del B-
hidroxibutirato en este proceso en las ultimas décadas, con resultados no
muy concluyentes (Arase et al., 1988; Fisler et al., 1984). Sin embargo,
recientes experimentos inyectando cuerpos ceténicos en el rombencéfalo de
ratas diabéticas les ha provocado una hiperglicemia y una movilizacién de
acidos grasos. Por otro lado, cuando se ha inhibido la captacién de cuerpos
ceténicos por el cerebro, los niveles de ingesta de estos animales se han
normalizado (Iwata et al., 2011). Estos resultados sugieren que la hiperfagia
en animales diabéticos estaria marcada por un sensor de cuerpos cetdnicos
en el rombencéfalo. Todo ello, permite hipotetizar con un posible papel de la
HL-Likel en el control de la ingesta, al ser capaz de producir cuerpos
ceténicos in situ.

Otro tejido en el que se ha reportado un papel de los cuerpos
cetdénicos, adicional al de sustrato energético alternativo a la glucosa, es el
pancreas. En este tejido se ha demostrado la existencia de las proteinas HL y
HL-Likel, asi como actividad liasa procedente de ambas. Sin embargo, tanto
el nivel de expresién como de actividad de la HL-Likel es muy inferior al
encontrado para la HL (Puisac et al., 2010), por lo que no parece probable
gue tenga una funcién especifica en este tejido. Esto no ocurre con la HL,
cuyos valores de expresiéon y actividad son relativamente elevados (Puisac et
al., 2010).

Los resultados obtenidos indican que el pancreas tiene una elevada
capacidad cetogénica y sugieren que, si los cuerpos ceténicos regulan la
secrecion de insulina (Biden y Taylor 1983; Malaisse et al., 1990; Rhodes et
al., 1985), algunos de ellos podrian ser producidos in situ en el pancreas por
la enzima HL (Puisac et al., 2010). La relacién establecida entre la salida de
aciles de cadena corta, principalmente en forma de acetoacetato y citrato,
desde la mitocondria al citosol (MacDonald et al., 2007), con un aumento en
la secrecion de insulina, y la existencia de un elevado nivel de actividad liasa
procedente de la proteina HL (Puisac et al., 2010), permite sugerir que esta
enzima podria estar implicada en la salida de la insulina de las células
pancreaticas.

El hallazgo de una elevada actividad HL en pancreas ayuda a
comprender las bases funcionales de la pancreatitis asociada a la aciduria 3-
hidroxi-3-metilglutarica. La pancreatitis es una complicacién potencial en
pacientes con acidurias organicas, especialmente la metilmalénica y la
isovalérica (Kahler et al., 1994), pero es menos frecuente en la 3-hidroxi-3-
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metilglutarica (Muroi et al., 2000; Wilson et al., 1984). La actividad liasa
elevada en el pancreas indica que este érgano puede ser mas susceptible a la
acumulacién de metabolitos toxicos. Esta hipdtesis ha sido propuesta para
explicar la patogénesis de otras acidurias organicas del catabolismo de la
leucina (Gut et al., 1995; Kahler et al., 1994).

Otro tejido con un papel muy importante relativo al metabolismo de
los cuerpos cetdnicos es el higado, de ahi que su estudio fuese imprescindible
en este trabajo. Se trata del tejido cetogénico por excelencia, fuente de los
cuerpos cetonicos en situaciones de ayuno, ejercicio intenso o diabetes
(Balasse, 1979; Barrena et al., 2009; Herrera, 2002). Desde aqui los cuerpos
ceténicos son exportados al resto de tejidos para su uso, por lo que los
elevados valores de expresiéon y de actividad HL no son sorprendentes
(Puisac et al., 2010). Por otra parte, los datos obtenidos de actividad y de
expresion de la HL-Likel son bajos, lo que sugiere que esta enzima, muy
posiblemente, no tenga una especial relevancia en este tejido.

Para el resto de tejidos analizados en este estudio como el rifidn,
pulmon, testiculo, o musculo esquelético no se han descrito patologias
especificas en pacientes con déficit de HL, ni ningln papel concreto para los
cuerpos cetonicos que pudiese ser desempenado por la HL-Likel.

Finalmente, y como resumen de todos los resultados obtenidos,
debemos destacar la diferente distribucion por tejidos, tanto fetales como
adultos, de las proteinas HL y HL-Likel. La HL sélo se expresa en pulmén vy
rindn fetal y, sorprendentemente, no lo hace en higado. Sin embargo, los
experimentos realizados en tejidos adultos muestran al higado, seguido por
el pancreas, como los tejidos con un mayor nivel de expresién y de actividad
HL. Estas diferencias entre los tejidos fetales y adultos indican que el papel
de la enzima varia en las distintas etapas del desarrollo. Por otra parte, los
datos obtenidos para la HL-Likel sugieren que tiene un papel importante en
cerebro fetal, al ser el Unico tejido fetal donde se expresa. Sin embargo, se
ha encontrado proteina en diferentes tejidos adultos aunque con un nivel de
actividad bajo. Estos datos sugieren que la funcién de la HL-Likel podria ser
mas especifica en cerebro fetal que en el resto de tejidos analizados.

5.5. Estudio de la interaccion de la proteina HL-
Likel con la tubulina.

La tubulina es una proteina globular que forma parte de los
microtubulos del citoesqueleto celular. En los Gltimos afios se ha descrito la
importancia que su forma acetilada tiene en las funciones celulares (Perdiz et
al., 2011). Por ejemplo, es capaz de controlar las vias de sefalizacion,
mediante la regulacién e interaccién con proteinas de la membrana
plasmatica (Arce et al., 2008).
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El estudio de la interaccidon entre las proteinas HL-Likel y tubulina se
planteé como un estudio paralelo al principal de esta tesis. La datos
bibliograficos establecian una relacién indirecta entre la tubulina acetilada y
la ruta cetogénica a través de histonas deacetilasas (HDAC) (Camarero et al.,
2003; Matsuyama et al., 2002). Asi, se relacionaba un aumento de la
actividad HDAC1 con la hipoacetilacion del promotor de la enzima mHS, lo
gue provocaba una disminucién de su transcripcion y actividad (Camarero et
al., 2003). Por otro lado, las HDACs también tienen como sustrato a la
tubulina, provocando la deacetilacion de la misma (Matsuyama et al., 2002).
Ademas, también se ha reportado que la acetilacién estabiliza al factor de
transcripcién SREBP (Giandomenico et al., 2003), el cual regula Ila
transcripcién de genes implicados en el metabolismo del colesterol como la
HMG-CoA sintasa citosélica o la HMG-CoA reductasa. Ultimamente, se ha
relacionado de manera indirecta a la acetilacion de la tubulina con un
descenso de la actividad HMGCR, a través de las Na*-K*-ATPasa (Arce et al.,
2008; Dhanya et al., 2003). Con estos datos previos, algunos de ellos
aparentemente contradictorios, quisimos conocer si existia una relacion entre
la tubulina acetilada y la enzima HL-Likel, en vista de que el nivel de
acetilacién celular y el de tubulina podian influir sobre las rutas cetogénica y
colesterogénica.

El primer paso fue confirmar si existia interaccion real entre las HMG-
CoA liasas y la tubulina, ya que se sabia que la tubulina era capaz de
interaccionar directamente con otras proteinas (Perdiz et al., 2011). Para
confirmar esta asociacion se realizaron experimentos de co-
inmunoprecipitacién, que mostraron la interaccién entre la HL-Likel y la HL
con la tubulina. Teniendo en cuenta la localizacién mitocondrial de la HL
parece poco probable que la tubulina y la HL interaccionen in vivo, por lo que
esta asociacidon podria estar produciéndose por el origen evolutivo comudn con
la HL-Likel (Strachan, 1992). Posiblemente la HMG-CoA liasa primigenia
tenia capacidad para interaccionar con la tubulina y esta caracteristica se ha
conservado a lo largo de la evolucién en sus enzimas hijas.

Una vez confirmada esta asociacion el siguiente paso fue comprobar si
esta union modulaba la actividad de la HL-Likel. Los experimentos de
actividad mostraron que, cuando se afadian cantidades crecientes de
tubulina a la mezcla de reaccidon, la actividad de la HL-Likel aumentaba.
Estos resultados sugerian que la tubulina era capaz de activar a la HL-Likel
in vitro. Los experimentos con la proteina HL fueron similares, pero su
actividad se vio incrementada en menor proporcién.

El hallazgo de que la tubulina acetilada es capaz de activar a la enzima
HL-Likel es muy interesante. De manera indirecta se ha relacionado un
aumento de la acetilacion de la tubulina con una disminucion de la actividad
de la HMG-CoA reductasa, a través de la Na*-K*-ATPasa (Arce et al., 2008;
Dhanya et al., 2003). Teniendo en cuenta que las enzimas HL-Likel y
HMGCR comparten la localizacidn y el sustrato, el que una de ellas sea
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directamente activada por la tubulina acetilada mientras que la otra pueda
ser inhibida es muy relevante. Estos resultados sugieren que es posible que
en determinadas situaciones fisioldgicas, en las que el nivel de tubulina
acetilada sea mayor, el aumento de la actividad de la HL-Likel junto con la
inhibicién de la HMGCR, haga posible que el sustrato HMG-CoA se derive
hacia la via cetogénica.

Una vez confirmada la interaccion entre la tubulina y la HL-Likel y el
efecto que esta unién tenia, el siguiente paso fue conocer por dénde se
producia dicha asociacion. Los datos bioinformaticos indicaban que la hélice
al2 de la HL-Likel era el lugar mas probable, por esta razén, se realizaron
deleciones seriadas de los aminoacidos que formaban esta estructura. De
esta manera, se queria confirmar si la interacciéon se producia por esta zona,
y si se ocasionaban cambios en la regulacién de la actividad por tubulina.

Los resultados negativos en cuanto a la obtencién de la proteina HL-
Likel sin su hélice a12 hicieron imposible este estudio. Realizamos diferentes
deleciones de 3, 6 y 9 aminoacidos del extremo C-terminal, pero ninguna de
ellas produjo una proteina soluble en modelos procariotas. Sin embargo, si
gue pudimos obtener la proteina HL sin su hélice al2. Los resultados
obtenidos corroboraban lo reportado por el grupo de la Dra. N. Casals. La
eliminacion de hasta 12 aminoacidos del extremo C-terminal de la HL no
provocaba la pérdida de actividad de la enzima (Carrasco et al., 2007). Sin
embargo, cuando repetiamos los experimentos con la HL sin su hélice a12 y
en presencia de tubulina, no se producia un aumento de actividad de la
enzima. Esta falta de modulacién de la tubulina sugeria que la interaccién
entre ambas proteinas se habia perdido y que la hélice al12 era la
responsable de ello. Si todo ello fuera extrapolable a la HL-Likel y nosotros
creemos que si, se podria aventurar que la tubulina y la HL-Likel también
interaccionan a través de la hélice al2. Sin embargo, nuevos experimentos
deberdn ser puestos a punto para probar esta afirmacidn.

La confirmacion de la interaccidon entre las proteinas HL-Likel y
tubulina, asi como la influencia sobre la actividad enzimatica de la primera
abre nuevas perspectivas al papel que puede tener la enzima HL-Likel en el
organismo. Se conoce que la acetilacion de los microtibulos es importante en
las primeras etapas del desarrollo, en la migracién y en la diferenciacidon de
las neuronas (Janke y Kneussel, 2010). Teniendo en cuenta la mayor
presencia de la proteina HL-Likel en cerebro fetal, y que el nivel de
acetilacién de la tubulina en este tejido en las primeras etapas de la vida es
muy importante, es posible que la interaccidn entre ambas proteinas se
produzca en el cerebro fetal. De confirmase esta asociacién in vivo, la
actividad de la HL-Likel aumentaria de valor y podria competir con la HMG-
CoA Reductasa. Este hallazgo abre nuevas perspectivas al papel que los
cuerpos cetdnicos puedan ejercer en el cerebro fetal.
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CONCLUSIONES

Se refuerza la validez del modelo estructural propuesto
para la HL-Likel, mediante el estudio comparativo del
efecto que las mutaciones homoédlogas del gen HMGCL
tienen sobre la proteina HL-Likel

El gen HMGCLL1 posee un elevado nimero de variantes
fisiologicas de splicing, entre las que destaca por su
importancia funcional y cuantitativa la denominada
“variante b o variante de referencia” que carece de los
exones 2y 3.

Se han encontrado 7 variantes de splicing fisiologico
del gen HMGCLL1: 5 con deleccion de exones (2a 7,2 a
9,6,6y 7, 6 a9) que generan proteinas inactivas y 2
con insercion de exones (variantes a y c), de muy
escasa importancia cuantitativa y funcional.

El nivel de variantes de splicing fisiolégico inactivas en
los tejidos adultos es claramente superior a la de los
tejidos fetales. Ello sugiere la existencia de un posible
mecanismo de bloqueo de las variantes delecionadas
sobre la variante de referencia del gen HMGCLL1 en los
tejidos adultos.

La proteina HL-Likel esta localizada en el reticulo
endoplasmatico segiin muestran los experimentos de
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colocalizacion. Ademas, los experimentos de asociacion
-disociacion indican que esta enzima es una proteina
periférica de la membrana del reticulo endoplasmico.

Las caracteristicas cinéticas (Vmax y Km) de la HL-
Likel muestran que posee una mayor afinidad por el
sustrato y una menor velocidad que la HL mitocondrial.

Las caracteristicas cinéticas de la HL-Likel clonada son
comparables a las obtenidas en la fraccion de citosol +
reticulo del testiculo humano. Ocurre lo mismo con la
HL y la fraccion mitocondrial.

El desarrollo de un anticuerpo, contra la secuencia
comprendida entre los aminacidos Ser'®” y el Asn'’® de
la proteina HL-Likel, ha demostrado ser adecuado para
reconocerla de manera especifica, siendo incapaz de
detectar a la HL.

Los resultados de western-blot muestran al cerebro
fetal como el Gnico tejido con un nivel de proteina HL-
Likel apreciable. Sin embargo, el patron de expresion
de la proteina en tejidos adultos es mas variado
encontrandose niveles detectables en pulmén, rifién,
corazon y cerebro.

La HL solo se expresa en riién y pulmoén fetales. Sin
embargo, su patréon de actividad y expresion en tejidos
adultos muestran al higado como el 6rgano cetogénico
por excelencia, y al pancreas como un nuevo tejido
donde la sintesis de cuerpos cetdnicos pudiera ser
importante.

En cerebro adulto se ha detectado actividad de la HL-
Likel pero no de la HL. Estos datos sugieren que la HL-
Likel podria desempefar un papel especifico en
cerebro y aclaran la controversia habitual sobre el
origen de la actividad HMG-CoA liasa en este tejido.

La tubulina es capaz de activar a la enzima HL-Likel,
por medio de una interaccion directa entre ambas
proteinas producida, probablemente, a través de la
hélice al12 de la HL-Likel.
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ABSTRACT: 3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria is a rare autosomal recessive genetic disorder
that affects ketogenesis and L-leucine catabolism. The clinical acute symptoms include vomiting,
convulsions, metabolic acidosis, hypoketotic hypoglycaemia and lethargy. To date, 33 mutations in
100 patients have been reported in the HMGCL gene. In this study 10 new mutations in 24 patients
are described. They include: 5 missense mutations: ¢.109G>A, c.425C>T, ¢.521G>A, ¢.575T>C
and ¢.598A>T, 2 nonsense mutations: ¢.242G>A and ¢.559G>T, one small deletion: c.853delC,
and 2 mutations in intron regions: ¢.497+4A>G and c¢.750+1G>A. Two prevalent mutations were
detected, 109G>T (E37X) in 38% of disease alleles analyzed and c¢.504_505delCT in 10% of them.
Although patients are mainly of European origin (71%) and mostly Spanish (54%), the group is
ethnically diverse and includes, for the first time, patients from Pakistan, Palestine and Ecuador.
We also present a simple, efficient method to express the enzyme and we analyze the possible
functional effects of missense mutations. The finding that all identified missense mutations cause a
>95% decrease in the enzyme activity, indicates that the disease appears only in very severe
genotypes.” © 2009 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION

3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA (HMG-CoA) lyase (HL) (EC 4.1.3.4) is a TIM Barrel structure (Casals, et al.,
2003; Fu, et al., 2006) mitochondrial enzyme that catalyzes the cleavage of HMG-CoA into acetyl-CoA and
acetoacetic acid. Its absence causes HL deficiency or 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria (MIM# 246450), a rare
autosomal recessive genetic disorder that affects ketogenesis and L-leucine catabolism. The disease usually
appears in the first year of life after a fasting period and its clinical acute symptoms include vomiting, seizures,
metabolic acidosis, hypoketotic hypoglycaemia and lethargy (Faull, et al., 1976). These symptoms sometimes
progress to coma, with fatal outcome in about 20% of cases (Sweetman and Williams, 2001). Its prevalence is less
than 1/100,000 liveborns. This disease belongs to a group of 29 genetic conditions for which effective treatment is
available. The American College of Medical Genetics (ACMG) (Watson, et al., 2006) and the Health Council of
the Netherlands (Bolhuis and Page-Christiaens, 2005) have recommended that hospitals with neonate units should
be able to diagnose this condition.

The HMGCL gene (GenBank NM_000191.2), located in the short arm of chromosome 1 (1p36.1-p35), between
FUCA1 and TCEB3, has 9 exons with a total of 24,336 base pairs and codifies human HL. Its 5’-untranslated
region bears the characteristic elements of a housekeeping gene, as well as a CpG island that contains binding sites
for SP1. There is no evidence for either a TATA box or a CAAT box (Wang, et al., 1996).

To date, 34 variant alleles (33 mutations and 1 SNP) in 100 patients (Figure 1) have been reported in the
HMGCL gene (two cases were fetuses) (Koling, et al., 2000; Pié, et al., 2007; Vargas, et al., 2007; Zafeiriou, et al.,
2007). In the coding region, missense mutations are the most frequent (16), followed by frameshift deletions (5) or
insertions (1), nonsense mutations (4) and large deletions (3). Three mutations that cause aberrant splicing have
been found in intron sequences. These mutations are uniformly distributed along the gene sequence, although some
clustering is observed in exon 2, which has been considered a hot spot (Pi€, et al., 2003). The most frequent
mutation reported worldwide is ¢.122G>A, found almost exclusively in patients from Saudi Arabia (Al-Sayed, et
al., 2006; Mitchell, et al., 1998; Pie, et al., 2007).

This paper reviews the retrospective genetic studies performed in the last 9 years in 24 patients from different
ethnic backgrounds affected by 3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria. The new allelic variants described here
comprise about one fourth of all the variants known for this gene. We also propose a simple, efficient method to
express the enzyme and we analyze the possible functional effects of missense mutations.

MATERIAL AND METHODS

Patients

Twenty-four cases (one was a fetus) with HL deficiency were studied. Nine patients (cases 3, 5, 6, 7, 8, 10, 14,
20 and 21) become symptomatic during the neonatal period, five (cases 2, 4, 13, 22 and 23) between 3 and 12
months of age and three (cases 11, 12 and 18) during the second year of life. Special cases were: case 1, whose
symptoms started at 12 years of age; case 9, who did not develop any symptoms; and case 15, who was a fetus
(prenatal diagnosis). In most patients, the triggering event was hypoglycemia, although three of them became sick
after an intercurrent illness (cases 1, 12 and 18). All patients developed an acute disease with hypoketotic
hypoglycemia and metabolic acidosis. Case 4 had 3 acute episodes. The most frequent complication was hepatic
involvement with hepatomegaly (cases 8, 9, 10, 21 and 22) and elevation of transaminases (cases 10, 18 and 20).
Functional neurologic symptoms (cases 7, 13 and 18) included axial hypotonia and limb hypertonia (case 7), and
clonic movements (case 18). Elevation of organic acids levels in urine was reported in 14 out of 24 patients, who
showed increased 3-hydroxy-isovaleric, 3-methylglutaric, 3-methylglutaconic, methylcrotonyl glycine and 3-
hydroxy-3-methylglutaric acids. In cases 12, 22 and 23, HL deficiency was confirmed by low fibroblast enzyme
activity (<5%). Although all patients received appropriate treatment, three died (cases 6, 10 and 14). DNAs were
sent to our center for genetic analysis. Relatives were examined when available. Informed consent for genetic
analysis was obtained in all the families studied.
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Mutational analysis

Genomic DNA was extracted from blood samples and amniotic fluid (case 15) with “DNAzol®Reagent Kit”
from Invitrogen. In case 11, DNA was extracted from blood impregnated cardboard samples with Promega "Ready
Amp Genomic DNA Purification Resin" Kit. Oligonucleotides used to amplify nine exons of the HMGCL gene
and their splice junctions are reported elsewhere (Wang, et al., 1996). When RNA or fibroblasts were available
(cases 5 and 16), five overlapping RT-PCR fragments were generated to cover the cDNA sequence of the coding
region completely. PCR products were purified with “QIAquick PCR Purification Kit” or “QIAquick Gel
Extraction Kit” from Qiagen and sequenced in two directions with the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
and the ABI Prism 377 Genetic analyzer from Applied Biosystems. We checked the sequence variants using the
Mutalizer program (Wildeman, et al., 2008).

Construction of the expression plasmid pMAL-c2x-HL

A DNA fragment encoding HL without the signal peptide was amplified by PCR using the previously
constructed plasmid pTr-HLwt (Casals, et al., 2003) as a template, and primers HLBamF (5’-
GCATGGATCCACTTTACCAAAGCGGGTG-3’) and HLBamR (5’-CGGGTGGACCTAGGGACCCC-3’).
These primers contain the BamHI restriction sequence. This fragment was subsequently cloned into the expression
plasmid pMAL-c2x, which incorporates the codifying sequence of the fusion protein Maltose Binding Protein
(MBP). The construct was transformed into the strain BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL (Novagen). Finally, positive
clones were confirmed by nucleotide sequencing.

Expression and purification of the HL

E. coli strain BL21-Codon Plus (DE3)-RIPL expressing MBP-HL was grown in LB medium containing 0.1
mg/mL ampicillin to an Agy of 1.0 at 37 °C. Optimal protein expression was induced with 0.2 mM IPTG at 18 °C
for 16 h. Cells were recovered by centrifugation at 4000xg at 4 °C for 15 min. Then, the cells were resuspended in
lysis buffer (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mg/mL Lysozyme, 10 pg/mL DNase, 10
pmg/mL RNase, 100 pg/mL PMSF, 1 mM DTT, 0.1% Triton X-100 and 10% glycerol) and disrupted by sonication
at 4 °C. The soluble fraction containing the MBP-HL fusion protein was loaded into an amylase affinity column,
which had been washed with 3 column volumes of buffer 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA
and 1 mM DTT. The HL was eluted from the affinity resin using a buffer containing the protease factor Xa.

Protein and enzyme assays

Protein was quantified by Bradford’s method and analyzed by SDS-PAGE using a 12% acrylamide running gel
and a 5% acrylamide stacking gel. HMG-CoA lyase activity was measured by a simple spectrophotometric method
that determines the amount of acetoacetate produced (Wanders, et al., 1988).

Mutants

Using Quick Change PCR-based mutagenesis (Stratagene), new missense mutations were induced in the wild-
type HL cDNA. Five primer pairs were used and these are available on request. DNA sequencing of the new
constructs was performed to confirm target mutations. Conditions of expression and enzymatic assay were the
same as those used for the wild-type protein

Bioinformatic analysis

Sequences of homologous proteins to human HL were obtained using BLAST (Altschul and Lipman, 1990).
Multiple alignments to analyze conservation were performed using ClustalW (Thompson, et al., 1994). Location of
residues and generation of protein plot were performed using PyMOL (DeLano Scientific, San Carlos, CA).
Atomic coordinates of the 3-D structure of human HMG-CoA lyase in complex with 3-hydroxypentanedioic acid
(3-hydroxyglutaric acid) (Fu, et al., 2006) were obtained from the Protein Data Bank (entry 2CW6).
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RESULTS

Twenty-four patients were diagnosed at molecular level. More than 50% were Spanish (13 cases), and the
remaining were: 2 English, 2 Pakistan, 2 Palestinian, 1 Argentinian, 1 Ecuatorian, 1 French, 1 Moroccoan, and 1
Portuguese (Table 1). In 23 patients mutations were identifyed in both alleles, and in patient 17 only in one allele.
Previously, in patient 22, ¢.144G>T (K48N) mutation of one allele was reported (Carrasco, et al., 2007). In all the
patients in which parental DNA was available (cases 6, 7, 8, 9, 10, 11, 14, 15, 17 and 18), inheritance was
confirmed.

We identified a total of 16 different allelic variants, 11 of which are reported for the first time (10 mutations and
1 polymorphism) (Table 1) (Figure 1). Of these new mutations, 5 were missense mutations: ¢.109G>A (p.E37K),
€.425C>T (p.S142F), ¢.521G>A (p.C174Y), ¢.575T>C (p.F192S) and c.598A>T (1200F), 2 were nonsense
mutations: ¢.242G>A (p.W81X) and ¢.559G>T (p.E187X), one was a small deletion: ¢.853delC (p.L285X), and 2
were mutations in intronic regions: ¢.497+4A>G (p.A118RfsX10/p.V117_E187del) and ¢.750+1G>A (r.spl?). The
SNP ¢.252+34C>T identified in intron 3 of patient 11 was already registered in the doSNP database (rs2076344).
We also found 5 mutations previously reported: 2 missense mutation ¢.125A>G (p.D42G) (Mitchell, et al., 1998)
and ¢.698A>G (p.H233R) (Roberts, et al., 1996), one nonsense mutation ¢.109G>T (p.E37X) (Pié, et al., 1997),
and 2 deletions ¢.202_207delCT (p.S69CfsX11) (Mitchell, et al., 1993) and c.504_505delCT (p.S169LfsX8)
(Casals, et al., 1997) (Table 1) (Figure 1).

To examine the effect of the new missense mutations on enzyme activity, we validated a method of expression
of HL in E.coli by using the pMAL-c2x plasmid, which encodes the MBP fusion protein. The HL assay (Wanders
et al., 1988) was performed in reductive conditions because the enzyme was more active than in oxidative
conditions (Roberts et al., 1994; Hruz and Miziorko, 1992). Although the enzyme in nature is a dimer linked by
disulfide bonds, in this redox state HL is a monomer, indicating that there is no protein-protein interaction that
might modify the activity values. All recombinant proteins (p.E37K, p.S142F, p.C174Y, p.F192S, p.I1200F)
generated from these mutations showed an specific activity and Km no detectable (Table 2).



Menaoetal. E524

Table 1. Allelic variants of the HMGCL gene found in patients of this study.

Exon/

Allelic variants Intron Aminoacid or mRNA changes Patient code Ethnic Origin Mutant alleles References
Non reported before
Missense mutations
c.109G>A E2 p.E37K* 8,9 2 Pakistani 4 This study
c.425C>T E5 p.S142F* 18 1 Spanish 1(1ht) This study
€.521G>A E6 p.C174Y* 11 1 Palestinian 2 This study
¢.575T>C E7 p.F192S* 12 1 Spanish 2 This study
c.598A>T E7 p.1200F* 13 1 French 2 This study
Nonsense mutations
C.242G>A E3 p.-W81X 10 1 Ecuadorian 2 This study
€.559G>T E6 p.E187X 18 1 Spanish 1(1ht) This study
Deletions
c.853delC E8 p.L285X 16 1 English 1(1ht) This study
Intronic mutations

p-A118RfsX10 (exon 5 skipping), . .
c.497+4A>G 15 p.V117_E187del (exons 5-6 skipping) 16 1 English 1(1ht) This study
c.750+1G>A 17 r.spl? 14,15 2 Spanish 2(2ht) This study
Polymorphism
€.252+34C>T 13 11 1 Palestinian 1(1ht) This study
Reported before
1,3,56,7,19,23, 7 Spanish, 1 Argentinian, -

c.109G>T E2 p.E37X 2.4, 21 1 Moroccoan, 1 Portuguese 18 (2 ht) Pié et al. 1997
€.125A>G E2 p.D42G 24 1 Palestinian 2 Mitchell et al. 1998
€.202_207delCT E3 p.S69CfsX11 20 1 Spanish 2 Mitchell el al 1993
€.504_505delCT E6 p.S169LfsX8 14,15,19,22,21 4 Spanish and 1 Portuguese 5 (5 ht) Casals et al. 1997
€.698A>G E7 p.H233R 17 1 English 1(1ht) Roberts et al. 1996

cDNA numbering is based on reference sequence GenBank NM_000191.2; +1 corresponds to the A of the ATG initiation translation codon; ht, heterozygous;*all recombinant
protein (p.E37K, p.S142F, p.C174Y, p.F192S, p.1200F) generated from these mutations, showed an activity lower than 5% respect to the wild-type (see material and methods,
and results).
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Table 2. Kinetic Parameters of the wild-type and mutants of human HMG-CoA lyase
Specific activity (nmol acetoacetate/

Protein . . Km (HMG-CoA, pM)
min/ mg protein)
Wild-type 50 25
p.E37K <5% n.d.
p.S142F <5% n.d.
p.C174Y <5% n.d.
p.F192S <5% n.d.
p.1200F <5% n.d.

Values of mutant specific activity represent percentage of wild-type values. nd: not detected

The mutation ¢.497+4A>G found in intron 5 of patient 16 generated an alternative splicing with 2 transcripts,
one bearing a five-exon deletion and the other with deletion of exons 5 and 6. In the other intronic mutation
(c.750+1G>A), the splicing study could not be performed because the patient (case 14) died. When his mother
became pregnant again, we performed a prenatal study in the fetus (casel5), which showed the same mutations as
his brother (c.[750+1G>A] +[504_505delCT]) (case 14). In previously reported mutations, alternative splicings
were confirmed, as in ¢.109G>T, with the variant without exon 2 and in ¢.504_505delCT, with the variants without
exons 5 and 6 and without exon 6 (Figure 1).
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Figure 1. Scheme of the mutations located in the human HMGCL gene. The newly reported mutations are indicated in red.

In patients 12 and 16 the diagnosis was confirmed by genetic analysis. In the first case because he died
prematurely, the mutations were identified in the parents, and the second was a prenatal diagnosis.

To establish the correlation between structure-function of the newly identified missense mutations, an evolutive
and structural analysis was performed using the HMGCL protein sequence from several organisms (from human to
bacteria) and the crystallized structure (Fu, et al., 2006) of the human enzyme (Figure 2) as references. All five
mutated residues were completely conserved in the sequences analyzed (Figure 2A), with the exception of F192
(see below), which is consistent with the lack of activity of the corresponding mutant enzymes. The charged side
chain of E37, located in beta strand 1, is linked through hydrogen bonds to polar residues S258 and S259, in beta
strand 8, and T278, in alpha helix 8, contributing to the structural stability of the enzyme. Mutation of E37 to Lys
may modify the geometry of this interaction. Due to the proximity of E37 to catalytic residues R41 and D42
(Figure 2B), such a change may disturb the arrangement of the active center. Mutation C174Y may have a
similarleading to the generation of an abnormal shape of the active center. Both F192 and 1200 residues are located
in a hydrophobic cluster formed by residues 1126, F150, V168 and V188 (Figure 2C). Although F192 is not
conserved through evolution, the hydrophobic nature of the residue in the homologous position is maintained
(Figure 2A), this being Leu or Met in the rest of the organisms studied. Replacing Phe by Ser in this position may
reorientate the residues involved in substrate positioning. A similar mechanism, although not as dramatic as the
F192S change, may explain 1200F mutant malfunction, probably due to the larger shape of the newly introduced
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Phe residue in the packed cluster instead of lle. Mutation of S142 to Phe may generate a similar effect: as the side
chain of S142 contacts charged residues E132, K136 and E145, the introduction of a large hydrophobic Phe
aminoacid in this polar environment (Figure 2D) may disrupt the enzyme structure in the vicinity of the catalytic
centre.
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HMGCL HUMAN 30 PKRV@IVGPRD 4z 135 @mcsxgnsrqar 150 166 GYVSCALGCPY 176 155 VAEVTREFYSMGCYEISLGDTIG 207
HMGCL_RAT 30 PRRVEIVEVGPRD 42 135 TRENVNCSIEESFQRF 150 166 GYWSCALGCPY 176 155 VAEVARKLYSNGCYEISLGDTIG 207
HMGCL_MOUSE 30 PEQUKIVEWGPRD 42 135 TRENANCSIEESFQRF 150 166 GYVSCALGCPY 176 185 VAEVAKKLYSMGCYEISLGDTIC 207
HMGCL_XENLA 33 PKEVKIVEVGPRD 45 136 SKKNINCSIDESLORF 153 160 GYWSCVLGCPY 179 188 VAEVAYKMFSNGCYEISLGDTIG 210
HNGCL_PSEMV 1 MOAVRMFEVGPRD 13 106 SRNNINCSIDESFERF 121 137 GYWSCVLGCPE 147 156 WAKVARRLYELGCYEISLGDTIG 175
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Figure 2. Structural location of missense mutations. A. Multiple alignment of several HMGCL protein sequences (from human;
rat, mouse, Xenopus laevis -XENLA- and Pseudomonas mevalonii -PSEMV-, respectively), in the neighborhood of mutated
residues E37, S142, C174, F192 and 1200. B. 3-D structure of human 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA lyase (PDB entry
2CW6). Position of newly reported mutations, catalytic residues R41, D42, E72, H233 and H235, as well as a molecule of co-
crystallized 3-hydroxyglutaric acid (3HG), is indicated. Alpha helices in the (ab)g barrel structure are labeled H1 to H8. C. Area
surrounding missense mutations F192 and 1200. Location of 3HG molecule and residues in the same hydrophobic cluster (1126,
F150, V168 and V188) is indicated. D. Location of residues in the vicinity of S142, indicating the close situation of 3HG in the
catalytic center of the enzyme.

DISCUSSION

Mutational update

This article reports the genetic study of the largest and most heterogeneous cohort of patients with 3-hydroxy-3-
methylglutaric aciduria. Previously, 34 allelic variants were characterized in 100 patients with this disease (Figure
1). Here, we analyzed 11 new variants in 24 patients, which accounts for 24% of the known allelic variants and
24% of the cases reported. Although patients are mainly of European origin (71%) and mostly Spanish (54%), we
have also studied patients from different ethnic backgrounds, including for the first time Pakistani, Palestinian and
Ecuatorian patients, some of whom were found to bear mutations hitherto unknown.

The mutational profile is heterogeneous with no prevalent sequence variations detected, except for 109G>T
(E37X), known as Mediterranean mutation (Casale, et al., 1998), which was found in 18 of the 48 disease alleles
analyzed (38%) and ¢.504_505delCT in 5 out of 48 (10%). These results confirm the Mediterranean mutation as
the second most frequent mutation in the world (31 cases), with a specific location in the Iberian Peninsula, where
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it was carried by 100% of the Portuguese patients (13 cases) (Carrasco, et al., 2007; Pié, et al., 1997) and by 61%
of Spanish (11 cases) (Casale, et al., 1998; Puisac, et al., 2005). This mutation was also found in an Argentinian
patient of Spanish ancestry and in one Moroccoan; and since the other studied Moroccoan patient carries it (Pié, et
al., 1997), the Mediterranean mutation may have a high incidence in that country. The present study also
demonstrates that the mutation ¢.504_505delCT is the third most frequent worldwide although its incidence is
much lower than the first two, and it seems to be exclusively located in the Iberian Peninsula, where 15% of
Portuguese (2 cases) (Cardoso, et al., 2004) and 27% of Spanish patients have it (Casals, et al., 1997). In spite of
genetic similarities between the Iberian Peninsula populations, the Portuguese seem to be more homogeneous,
bearing only one of these two mutations. Our results show that the Spanish have the highest known allelic variety,
with 7 different mutations, 4 new and 1 previously described in Acadian French Canadian patients
(c.202_207delCT) (Mitchell, et al., 1993).

Characterization of 2 English patients with 3 mutations, 2 of them new, is an advance in the study of that
population, where just 2 mutations on 2 patients were known so far (Casals, et al., 2003; Wang, et al., 1996). A
new mutation is described in a French patient, resulting in 6 mutations in 6 patients known in the French group
(including Acadians and Cajuns) (Mitchell, et al., 1992; Mitchell, et al., 1993; Zapater, et al., 1998). Surprisingly,
one of the mutations (c.125A>G) located on Palestinian patients was previously reported on a Dutch patient
(Mitchell, et al., 1998). These results reinforce the hypothesis that there are 3 countries, Saudi Arabia (> 45
patients), Spain (18 patients) and Portugal (13 patients) in which a large number of cases bear the same mutations,
and that the remaining countries have few patients affected by a large variety of mutations.

The prenatal study performed in a living foetus (case 15) is the third reported prenatal molecular diagnosis
performed in an affected family (case 14). The first two were carried out on an Italian and a Turkish family,
respectively (Koling, et al., 2000; Mitchell, et al., 1995). These studies allowed the accurate genetic counselling of
those families.

Functional and structural analysis

Missense mutations were studied with E. coli expression of HL with plasmid pMAL-c2x-HL. However, other
methods have been described in bacteria (Casals, et al., 2003; Roberts, et al., 1996) and eukaryotes (Muroi, et al.,
2000). The most efficient is that based on pTrc99A vector, in which the enzyme was crystallized with 3
chromatography steps (Fu, et al., 2006; Roberts, et al., 1994). The new system proposed here has been shown to be
efficient in enzymatic and directed mutagenesis studies. It is simple and it can be performed in a single
chromatography step.

New mutation ¢.109G>A (cases 8 and 9), is located on exon 2, at the beginning of a previously suggested hot
spot for mutations (Pié, et al., 2003) (Figure 1). In the 3-D structure of the protein, the changed aminoacid
(p.E37K) is located very close to residue R41, involved in the stabilization of the intermediate enolate of the
reaction, and to D42, involved in the coordination of magnesium (Fu, et al., 2006). These two residues, in addition
to residues E72, H233 and H235, are located in the active center of the enzyme. The replacement of an acidic
residue (Glu37) by a basic one (Lys) in the vicinity explains the total loss of activity of mutant protein in affected
patients. Another two missense mutations (p.F192S and p.1200F) are located on exon 7. Four different mutations
have been found in this exon, although only one, c.698A>G (p.H233R), appears to affect a residue in the active
center of the enzyme. The other appear to be more related to changes in protein structure shape and stability. This
high incidence of mutations in exon 7 thus suggests a new hot spot. Variations in protein structure, in positions
located close to the active center, are also the most probable cause of the effects observed in enzyme activity of
mutants p.S142F and p.C174Y, the latter probably also implicated in the maintenance of a disulphide bond.

Genotype-phenotype correlations

The fact that all studied missense mutations cause a loss of enzyme activity greater than 95% is consistent with
other published data (Mitchell, et al., 1998; Carrasco, et al., 2007) and suggests that the illness appears only in very
severe genotypes, and that partial disruption of the enzyme is probably compatible with normal function.
Therefore, it is very difficult to establish genotype-phenotype correlations because we only see the effects of very
severe genotypes. The expansion of neonate screening would help us to detect asymptomatic cases or mild cases
with no clinical expression. We hypothesize that phenotype variations should be sought in external factors, like
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those that may cause hypoglycaemia (fasting or acute illness). Clinical observations seem to support this
hypothesis. On one hand, two brothers (patients 8 and 9) bearing the same mutation in homozygosis (c.109G>A)
had very different evolution. One of them had an acute crisis with hypoglycaemia and lethargy and the other has
not showed any symptom of the illness. On the other hand, patients with the same mutation in homozygosis
(c.109G>T) sometimes presented low to moderate symptoms, such as fever or mild hypoglycaemia (cases 1 and 2),
or more severe symptoms that were life-threatening (case 6). Therefore, it is very important to avoid situations that
might induce hypoglycaemia in these patients.
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Abstract 3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria is a rare
human autosomal recessive disorder caused by deficiency
of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA lyase (HL). This
mitochondrial enzyme catalyzes the common final step of
leucine degradation and ketogenesis. Acute symptoms
include vomiting, seizures and lethargy, accompanied by
metabolic acidosis and hypoketotic hypoglycaemia. Such
organs as the liver, brain, pancreas, and heart can also be
involved. However, the pathophysiology of this disease is
only partially understood. We measured mRNA levels,
protein expression and enzyme activity of human HMG-
CoA lyase from liver, kidney, pancreas, testis, heart,
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skeletal muscle, and brain. Surprisingly, the pancreas is,
after the liver, the tissue with most HL activity. However, in
heart and adult brain, HL activity was not detected in the
mitochondrial fraction. These findings contribute to our
understanding of the enzyme function and the consequen-
ces of its deficiency and suggest the need for assessment of
pancreatic damage in these patients.
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Introduction

3-Hydroxy-3-methylglutaric aciduria (MIM 246450) is a
rare human autosomal recessive disorder caused by
deficiency of 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA lyase
(HMG-CoA lyase, HL, EC 4.1.3.4) (Faull et al. 1976).
This mitochondrial enzyme catalyzes the cleavage of
HMG-CoA to form acetyl-CoA and acetoacetate, which
is the common final step in leucine degradation and
ketogenesis.

The disease usually appears in the first year of life after
a fasting period or during intercurrent illness. Acute
symptoms include vomiting, seizures and lethargy, ac-
companied by metabolic acidosis, hypoketotic hypogly-
caemia and a characteristic pattern of elevated urinary
organic acid metabolites (Gibson et al. 1988; Schutgens et
al. 1979; Wysocki and Hahnel 1986). Such organs as the
liver and brain are frequently affected, and occasionally
the pancreas and heart can also be involved (Gibson et al.
1994; Leung et al. 2009; Muroi et al. 2000; Urganci et al.
2001; Wilson et al. 1984; Zafeiriou et al. 2007; Zoghbi et
al. 1986).

The pathophysiology of this disease is only partially
understood. It may be explained by the deficit of an
alternative energy source (ketone bodies), the intracellular
accumulation of toxic organic acids or fatty acids or
secondary carnitine deficiency (Kahler et al. 1994; Mitchell
et al. 1995; Leung et al. 2009). However, these interpreta-
tions were not based on a thorough understanding of the
expression or activity of HL in the affected tissues. To our
knowledge, HL has been examined only in liver, leukocytes
and fibroblasts (Ashmarina et al. 1994; Wysocki and
Hahnel 1976a; Wysocki and Hahnel 1976b) but not in
other human tissues. This report is the first study of mRNA
levels, protein expression and enzyme activity of human
HMG-CoA lyase in kidney, pancreas, testis, heart, skeletal
muscle, and brain. The results may improve our under-
standing of the enzyme function and the involvement of
these organs in 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria.

Materials and methods
HL mRNA

HL mRNA was measured in Multiple Tissue cDNA (MTC)
panels (Clontech) by a Real-Time quantitative PCR method
using a TagMan Gene Expression Assay (Assay HMGCL:
Hs00609306_m1 Assay GAPDH:Hs99999905 m1) (Applied
Biosystems). The levels of HL mRNA was calculated relative
to the GAPDH control by the AACt method. The level of
expression HL in skeletal muscle was arbitrarily taken as
the calibrator to normalize the other tissues.

@ Springer

HL protein analysis

Human tissues: liver, kidney, pancreas, testis, heart, skeletal
muscle, and brain were obtained within 10-12 h post
mortem at autopsy from two male subjects at the
Department of Pathology of our University. They were 65
and 70 years old, and representative samples of organs of
approximately 1-2 g were taken from each subject. To
minimize protein degradation, the bodies were kept at 4°C
until autopsy and all the tissues were immediately shock-
frozen in N2 and stored at —80°C until use.

To isolate the mitochondrial fraction from human tissues,
we performed subcellular separation as described by
Clinkenbeard et al. (1975). Mitochondrial proteins separated
on a 15% SDS-PAGE were transferred to a 0.45-uM
nitrocellulose membrane by transfer blot. The membranes
were probed with a mouse monoclonal antibody against HL
(Abnova) (1:1,000 dilution) and revealed with the kit
SuperSignal West Dura Extended Duration substrate
(Thermo Scientific) using a peroxidase-conjugated secondary
anti-mouse antibody (Sigma, 1:1,000). The protein bands
were quantified using Scion ImageJ v1.39u software (Scion)
and normalized to micrograms of total protein obtained from
10 mg of tissue. The density of the band corresponding to
the liver was taken as 100%.

HL activity

After subcellular separation, 20 pl of mitochondrial fraction
of different tissues (about 200 pg of protein) was used to
measure enzymatic activity. HMG—CoA lyase activity was
assayed by the spectrophotometric assay described by
Wanders et al. (1988), which measures the amounts of
acetoacetate produced. The level of activity was expressed
as mU/g wet weight tissue (one milliunit equals 1 nmol of
substrate converted/min).

PAP measurements

Serum samples were collected in acute and inter-crisis
periods from 15 patients with 3-hydroxy-3-methylglutaric
aciduria and stored at —20°C. All patients were diagnosed
biochemically, and most of them were also diagnosed
genetically (Table 1). Human serum PAP (pancreatitis
associated protein) concentration was determined in control
and patients by a kit based on a sandwich immunoenzy-
matic system (PancrePAP, Dynabio).

Results

HL mRNA was detected in all the tissues studied, albeit in
widely differing amounts. Tissues with the highest expres-
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Table 1 Diagnostic parameters

and pancreatitis associated Case Organic acids HMGCL mutation PAP (ng/mL) Reference

protein (PAP) measurements

in patients with 3-hydroxy-3- Pl c.109G>T 6.72 Casale et al. 1998

methylglutaric aciduria P2 + c.109G>T 8.49 Casale et al. 1998
P3 + c.109G>T/c504 5delCT 20.12% Menao et al. 2009

31.87

P4 + ¢.144G>T/c.504_5delCT 5.61 Menao et al. 2009
P5 + ¢.202 207delCT 9.42 Menao et al. 2009
P6 + c.575T>C 6.17 Menao et al. 2009
P7 + c.109G>T 5.39 Menao et al. 2009
P8 + c.109G>T 7.85 Menao et al. 2009

PAP values in controls (17.46=+ P9 + ¢.109G>T/c.825C>G 5.80% -

8.27 ng/ml, mean+SD, n=11) 7.37

+ Elevated organic acids P10 + c.109G>T 2.13% Menao et al. 2009

(3-hydroxy-3-methylglutaric, P11 + ¢.109G>T/c.504_5delCT 5350 —

3-methylglutaconic, - R

3-methylglutaric and P12 + c.242G>A 593

3-hydroxy-isovaleric); — no P13 + e 13.63 e

data; PAP values measured P14 T 26.92%

in periods intercrisis and 10.46

%in acute crisis. PAP values< P15 + 6.16

50 ng/mL are considered normal

sion or controversial ketogenic capacity are reported in
Fig.la: [liver 112.2 arbitrary units (100%) pancreas 43.5
(39%), kidney 17.56 (16%), testis 26.81 (24%), heart 2.96
(2,6%), brain 2.26 (2%), and skeletal muscle 1 (0.89%)].
The highest protein levels were found in human liver
(100%), followed by pancreas (89%), testis (60%), kidney
(42%), and skeletal muscle (36%); a weak signal was
detected in heart (2%) and brain (1.8%) (Fig 1b). The
enzyme activity was measured in the mitochondrial
fraction. The liver had the highest activity (128.86 mU/g
of wet weight tissue, 100%), followed by pancreas
(58.49 mU/g, 45%), kidney (42.48 mU/g, 33%), testis
(20.23 mU/g, 16%), and skeletal muscle (12.6 mU/g,
9,7%). HL enzyme activity was not detected in heart or
brain (Fig. 1c).

The values of PAP in patients varied between 5.31—
31.87 ng/mL (Table 1) within a normal range (<50 ng/mL)
(Desjeux et al. 2002). Simultaneously, we also measured
PAP protein in 11 normal subjects as controls, and no
differences (range 6.12-32.61 ng/mL) were found.

Discussion

This is the first time that a complete study of mRNA, protein
and enzymatic activity of HL has been reported in a broad
range of human tissues. The findings on the expression level
and enzymatic activity of HL in these tissues may help us
to understand the pathophysiology of HL deficiency.

Our results show that the liver has the highest HL
activity, followed by pancreas. Both organs showed high

levels of mRNA, protein and HL enzyme activity. The liver
is the organ most frequently affected in this deficiency,
although involvement is usually mild, with elevated trans-
aminases and hepatomegaly (Urganci et al. 2001; Wysocki
and Hahnel 1986). Since the liver does not use ketone
bodies as a source of energy (Robinson and Williamson
1980), its deficit is not the cause of the disease. However,
ketogenesis is more active in the liver and the blockage of
this pathway could result in an accumulation of toxic
intermediate metabolites. Recently, Leipnitz et al. (2009)
have demonstrated in vitro the oxidative stress caused in the
liver by the accumulation of organic acids in this
deficiency.

Pancreatitis is a potential complication in patients with
organic acidemias, especially methylmalonic and isovaleric
(Kahler et al. 1994) and less frequently in 3-hydroxy-3-
methylglutaric aciduria (Muroi et al. 2000; Wilson et al.
1984). The presence of HL protein in pancreas has been
reported (MacDonald et al. 2007), but here we demonstrate
that the pancreas has the highest enzymatic activity after the
liver. This finding indicates that the pancreas has a high
ketogenic capacity and suggests that, if ketone bodies
regulate the release of insulin (Biden and Taylor 1983;
Malaisse et al. 1990; Rhodes et al. 1985), some of them
could be produced in the pancreas. In contrast, ketone
bodies do not seem to play an important role as energy
source in this organ. The finding of higher enzymatic
activity in pancreas indicates that it may be more
susceptible to toxic accumulation of metabolites. This
hypothesis has been proposed to explain the pathogenesis
of other organic acidemias of leucine catabolism (Gut et al.
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Fig 1 Comparative analysis of mRNA levels, protein expression and
enzymatic activity of HMG-CoA lyase in different human tissues. a
Relative levels of mRNA HL expression in human tissues were
measured by the AACT method with GAPDH as control. The
expression levels of mRNA HL in skeletal muscle were arbitrarily
taken as the calibrator for all calculations, and all other tissues were
normalized accordingly. The values given are the average of four
meausures, two from each subject. b HL protein expression was
measured in mitochondrial fraction from human tissues. Four tissue
samples were measured, two from each subject. The image shows a
representative immunoblot from HL in different tissues. ¢ HL activity
was measured in the mitochondrial fraction of human tissues
spectrophotometrically. Data are presented as mean+=SEM (n=4). Four
tissue samples were measured, two from each subject

1995; Kahler et al. 1994). The possibility of a progressive
deterioration of the pancreas, without evident clinical
manifestations, led us to study the protein PAP in patients
with 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria, in order to detect
and prevent any possible pancreas damage. PAP is a more

@ Springer

sensitive marker of pancreatitis than amylase, whose levels
remain high even in absence of symptoms (Kemppainen et
al. 1996). The serum studies from patients in different
situations of crisis and between crises did not show
pathologic elevations. However, the higher activity of HL
enzyme and the severity of the complications support the
need to monitor the pancreatic function in patients with HL
deficiency.

This study shows that, at different levels of mRNA,
protein and enzymatic activity, HL is not found in the
mitochondria from human brain. The absence of lyase
activity in brain mitochondria is consistent with results
obtained by McGarry and Foster (1969) and Bachhawat et
al. (1955) in rat but it disagrees with the results of Shah
(1982). Ketogenic activity by astrocytes has been de-
scribed (Auestad et al. 1991; Guzméan and Blazquez
2004), but Auestad et al. (1991) have demonstrated that
acetoacetate is mainly formed in astrocytes by deacylation
of acetoacetyl-CoA and not by the action of the mito-
chondrial HMG-CoA cycle. In conclusion, despite the
difficulties of studying the human brain immediately after
death to avoid protein degradation, HL activity in
mitochondria from adult human brain, if present, would
be minimal. We suggest that the neurological alterations,
frequently associated with this deficiency, are related to
hypoglycaemia and to the absence of the only alternative
substrate to glucose for the brain ketone bodies. Concom-
itantly, our results show that the organic acids would not
be produced in situ, although they could cross the blood—
brain barrier of an immature brain (Wajner et al. 2004) and
cause damage.

Dilated cardiomyopathy has been described in two
patients with 3-hydroxy-3-methylglutaric aciduria, one
young male (Gibson et al. 1994) and one adult (Leung et
al. 2009). In this last case, the authors suggest that the
cardiomyopathy results from impaired ketogenesis, intra-
cellular fatty acid accumulation and a secondary carnitine
deficiency. However, we found very little HL in heart
tissue, from which we conclude that it does not regulate the
entry of fatty acids to the heart and thus prevent their
accumulation. Therefore, our results do not support the
hypothesis of local accumulation of organic acids as a cause
of the cardiomyopathy. In HL deficiency, heart disease
could be caused by the lack of an alternative energy
substrate. The heart is a continuously active muscle which
uses various energy substrates depending on their avail-
ability (Kodde et al. 2007). Although ketone bodies are not
an indispensable substrate, the added L-carnitine deficiency,
which is caused by the HL deficiency, could alter the
transport of fatty acids to the mitochondria for oxidation
and the coupling between glycolysis and glucose oxidation
(Allard et al. 2006). L-carnitine supplementation has been
recommended for patients with organic acidurias to allow
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the elimination of toxic acids (Chalmers et al. 1984), but it
could also improve the heart function.

In HL deficiency, alterations in other organs such as
kidney, testis and skeletal muscle have not been reported,
although in our study the enzymatic activity in kidney was
high or moderately high in testis and skeletal muscle.
Surprisingly, in muscle, although the mRNA levels were
very low, moderate HL activity was measured. Similar
cases are reported in the literature (Lewin et al. 2001),
which suggests that certain tissues may have a lower
turnover of the HL protein versus an unstable mRNA. In
testis, the low activity levels of HL compared with the high
enzyme expression suggest that HL activity could be
regulated after translation in this tissue. All these tissues
use the ketone bodies as an alternative energy source, but
they do not show strong dependence on them (Robinson
and Williamson 1980). Moreover, they are less sensitive to
the accumulation of toxic metabolites, in contrast to the
brain (Wajner et al. 2004) or pancreas (Leung and Chan
2009).

The results reported here help us to understand the
enzyme function and pathophysiology of the 3-hydroxy—
3methylglutaric aciduria. We suggest that pancreatitis
should be included as a possible complication to seek in
patients with HL deficiency, especially during acute
episodes. Moreover, the addition of nutritional factors, such
as L-carnitine, can be essential to prevent the development
of cardiomyopathy.
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