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1. RESUMEN

La epilepsia dependiente de piridoxina (EDP) es una enfermedad rara producida por la mutacidon en el
gen ALDH7A1 que codifica para la antiquitina (ATQ), una enzima que participa en el metabolismo
degradativo de la L-lisina. El déficit de antiquitina produce una interrupcién del catabolismo de dicho
aminodcido, que se traduce en la acumulacidon de metabolitos téxicos (responsables de la afectacion
cognitiva) y en el desequilibrio entre neurotransmisores inhibidores y excitadores (responsable de las
crisis convulsivas). Las crisis convulsivas de esta enfermedad se consiguen tratar con piridoxina a dosis
farmacolédgicas, sin embargo, hasta un 75% de los pacientes presentan problemas relacionados con el

neurodesarrollo.

Dado que los compuestos neurotdxicos acumulados son los productos formados por la alfa
aminoadipato semialdehido sintetasa humana (hAASS), se ha desarrollado un ensayo de actividad
reductasa in vitro con la finalidad de una posterior identificacion de compuestos inhibidores. Para ello,
a partir de un plasmido comercial clonado con el cDNA que codifica para la hAASS (previamente
amplificado y purificado) se llevo a cabo la expresidn de la proteina recombinante hAASS-myc-His6 en
células HEK293T mediante un proceso de transfeccién quimica y se purificé en su forma activa
mediante cromatografia de afinidad a Ni?* y dilisis. Finalmente, se validé la actividad reductasa de la
hAASS-myc-His6 mediante el desarrollo y optimizaciéon de un ensayo de absorbancia (monitorizacién
del consumo de Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato o NADPH), al que se acoplé un ensayo de
detecciéon luminiscente para evitar interferencias de compuestos coloreados y aumentar la

sensibilidad.

2. PALABRAS CLAVE

Epilepsia dependiente de piridoxina, L-lisina, déficit cognitivo, hAASS, reductasa, inhibidores.

ABSTRACT

Pyridoxine dependent epilepsy (PDE) is a rare disease caused by the mutation in ALDH7A1 gene which
encodes for antiquitin (ATQ), an enzyme that participates in L-lysine degradative metabolism.

Antiquitin deficiency produces catabolism interruption of aforementioned aminoacid, which leads to



the accumulation of toxic metabolites (responsibles for cognitive affectation) and the imbalance
between inhibitory and excitatory neurotransmitters (responsible for convulsive crisis). The convulsive
crisis of this disease can be trated with pharmacologic doses of pyridoxine nevertheless, up to 75% of

patients show problems related with neurodevelopment.

Due to neurotoxic compounds accumulated are the products formed by human alpha aminoadipic
semialdehyde synthase (hAASS), a reductase activity in vitro assay has been developed with the
purpose of the later identification of inhibitor compounds. For this, a commercial plasmid was cloned
with cDNA which codifies for hAASS (previously amplified and purified), the recombinant protein
hAASS-myc-His6 was expressed in HEK293T cells by a chemical transfection and purified in its active
form through affinity chromatography to Ni** and dialysis. Finally, hAASS-myc-His6 reductase activity
was validated by development and optimization of an absorbance assay (monitorization of
Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate or NADPH consumption), coupling a luminescent assay

detection to avoid coloured compounds interferences and to increase sensitivity.

KEY WORDS

Pyridoxine dependent epilepsy, L-lysine, cognitive deficiency, hAASS, reductase, inhibitors.



3. INTRODUCCION

La epilepsia dependiente de piridoxina (EDP) es una enfermedad genética autosdmica recesiva,
producida porla mutacion en el gen ALDH7A1 (5931) que codifica para la a-aminoadipico semialdehido
deshidrogenasa, también conocida como antiquitina (ATQ), que participa en el metabolismo
degradativo de la L-lisina. Se trata de una enfermedad rara cuyos valores de prevalencia e incidencia
no se conocen con exactitud (1,2); los datos mas recientes estiman que la prevalencia se sitla entre
1/20000 y 1/783000 nacidos vivos (1) y que la incidencia oscila entre 1/65000 y 1/250000 nacidos
vivos. Segln el Registro Internacional de la epilepsia dependiente de piridoxina, entre 2014 y 2021, se

notificaron mas de 130 casos de la enfermedad en todo el mundo (2).

La EDP cursa con crisis convulsivas que responden a dosis altas de piridoxina, pero son refractarias al
tratamiento anticonvulsivante habitual. Actualmente se distinguen dos tipos de EDP en funcién del

momento de inicio de los sintomas (3):

e (Clasica: es la mayoritaria, se caracteriza por ser de aparicién muy precoz, suele iniciarse en las
primeras semanas o meses de vida y se manifiesta con convulsiones neonatales que pueden ir
precedidas de un proceso de encefalopatia. Dichas convulsiones, refractarias al tratamiento
antiepiléptico convencional, se consiguen tratar con piridoxina.

e Atipica: presenta un inicio mds tardio pudiendo aparecer incluso durante la adolescencia.
Inicialmente responde al tratamiento antiepiléptico convencional, pero con el tiempo

desarrolla resistencia al mismo.

En ambos casos, la severidad de los sintomas estd condicionada por la edad de inicio de estos y el
retraso en el diagndstico. Asi pues, una aparicidon prematura de los sintomas se relaciona con un peor

pronéstico de la enfermedad y un retraso en el diagndstico con un mayor déficit cognitivo (3,4).

3.1. Metabolismo degradativo de la L-lisina

La L-lisina presenta dos vias degradativas, la via de la sacaropina y la via del acido pipecdlico (PA)
(Figura 1). La ruta de la sacaropina esta mediada por la a-aminoadipato semialdehido sintetasa (AASS),
que presenta dos centros cataliticos (la L-lisina cetoglutarato reductasa o LKR y la sacaropina
deshidrogenasa o SDH) encargados de los dos primeros pasos degradativos de la L-lisina. El dominio
LKR cataliza la condensacion de la L-lisina con el cetoglutarato para formar sacaropina, que a través

del dominio SDH forma el 4cido 6-semialdehido 2-aminoadipico (AASA) y L-glutamato. La ruta del acido



pipecdlico no estd totalmente caracterizada a nivel molecular, ya que no se conoce cual es la enzima
responsable de la transformacion de la L-lisina en acido 2-oxo-6-amino caproico, que se transforma
espontdneamente en 1-piperidina-2-carboxilato (P2C). Este Ultimo, por accién de una enzima citosdlica
forma el acido pipecélico (PA) que por medio de una peroxidasa es convertido a piperidina-6-
carboxilato (P6C), la forma ciclica del AASA. Por lo tanto, ambas vias convergen en la formacién de
AASA y P6C, que se encuentran en equilibrio; y el AASA es metabolizado por la ATQ a a-acido
aminoadipico (AAA), que sufre una serie de reacciones metabdlicas hasta formar el acetil-CoA capaz

de entrar en el Ciclo de Krebs (5).
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Figura 1 Esquema de las rutas degradativas de la L-lisina en el organismo destacando la actividad biolégica de

las dos enzimas relacionadas con la EDP -la AASS como diana terapéutica (flecha verde) y la ATQ como enzima

deficiente (flecha roja)-. Modificado de: (6).

La ruta de la sacaropina se considera mayoritaria, incluso en el Sistema Nervioso Central (SNC) donde

inicialmente se creia que era mayoritaria la ruta del PA. Esta creencia se debia a la imposibilidad de



detectar la sacaropina a este nivel, a una expresién inferior de la AASS en el SNC respecto a otros
tejidos y a la presencia de niveles elevados de PA en las células del SNC. Actualmente, se ha
demostrado que la sacaropina se convierte rapidamente en AASA impidiendo su deteccién a nivel del
SNC y que el PA no solo se forma por la ruta del acido pipecdlico, sino también a través de la ruta de

la sacaropina (6).

En la epilepsia dependiente de piridoxina el déficit de ATQ, provoca la interrupcién del metabolismo
de la L-lisina a nivel del AASA y P6C, cuya acumulacién junto a otros metabolitos es responsable de los

principales signos y sintomas de la enfermedad (3).

3.2. Etiopatogenia de la epilepsia dependiente de piridoxina

La mutacién en el gen que codifica para la ATQ conlleva a la acumulacion de AASA, P6C, L-glutamato y
PA en el organismo. El P6C acumulado reacciona con el piridoxal 5'-fosfato (PLP) y lo inactiva,
generando una deplecidon secundaria de PLP y un desequilibrio entre el GABA (neurotransmisor
inhibidor) y el L-glutamato (neurotransmisor excitador), que se propone como el origen de las crisis
convulsivas (3,7). No obstante, esto solo justifica la aparicién de las convulsiones, no explica el origen
de los problemas en el neurodesarrollo ni en la movilidad, que también estan presentes en esta

patologia.

Recientemente, los problemas cognitivos han sido relacionados con alteraciones en el metabolismo
energético producidas por el déficit de ATQ y PLP. En este sentido, las rutas degradativas de la L-lisina
dejan de generar acetil-CoA que es el principal sustrato del Ciclo de Krebs; y la disminucién de la
sintesis de GABA debido a la carencia de PLP se traduce en una disminucion de los niveles de succinato,
que estd implicado en la homeostasis energética. Ademas, la reduccién de los sustratos disponibles
para la produccidn de energia genera, en ultimo término, alteraciones en la cadena de transporte de
electrones y muerte neuronal prematura, que se ha planteado como hipétesis de los problemas en el

neurodesarrollo (8).

3.3. Diagnéstico de la epilepsia dependiente de piridoxina

El diagndstico de la epilepsia dependiente de piridoxina se basa en la determinacién analitica de los
metabolitos degradativos de la L-lisina (AASA y P6C) en sangre u orina. Dicha determinacion se hace
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS/MS), que permite hacer una

cuantificacion simultdnea de los distintos compuestos. El principal inconveniente de esta técnica es



gue no estd disponible en todos los laboratorios y las muestras bioldgicas podrian danarse en su
transporte hasta el laboratorio de andlisis. Sin embargo, las muestras secas de sangre y orina (mas

estables que las muestras convencionales) pueden ser la solucién al problema (9).

Recientemente se ha descrito un nuevo compuesto de origen desconocido que también podria ser util
como biomarcador, el 6-oxo-pipecolato. Este compuesto presenta la ventaja de ser estable a

temperatura ambiente pero su sensibilidad y especificidad no se han podido demostrar (4).

3.4. Tratamiento actual para la epilepsia dependiente de piridoxina

El tratamiento actual para la epilepsia dependiente de piridoxina se basa en la administracion de
piridoxina, en la restriccion del aporte de lisina en la dieta y en la suplementacién de arginina (“terapia
triple”). La monoterapia con piridoxina, molécula que una vez en el organismo se transforma en PLP
(su forma activa) (7), es efectiva para el tratamiento de las convulsiones, pero hasta un 75% de los
pacientes con respuesta positiva al control de las convulsiones, presenta problemas cognitivos puesto
gue no se consiguen disminuir los niveles de P6C y AASA (compuestos neurotéxicos). En consecuencia,
es necesario restringir el aporte dietético de L-lisina, mediante el empleo de féormulas proteicas
exentas de L-lisina, para disminuir la formacion de P6Cy AASA; y administrar suplementos de L-arginina
gue mediante un mecanismo competitivo impide el acceso de la L-lisina al SNC a través de los

transportadores de aminoacidos catiénicos mCAT1 y mCAT3 (3,10).

3.5. Alfa- Aminoadipato Semialdehido Sintetasa Humana (hAASS): diana terapéutica en
el tratamiento de la epilepsia dependiente de piridoxina

La hAASS es la proteina responsable de las dos primeras etapas del catabolismo de la L-lisina; se

expresa en numerosos tejidos del organismo, pero se encuentra mayoritariamente en el higado y actia

a nivel mitocondrial (3).

Se trata de una enzima bifuncional que presenta 926 aminoacidos, una estructura en a-hélice y cadena
plegada B y dos dominios: el L-lisina a-cetoglutarato reductasa (LKR) en el extremo N-terminal y el
dominio sacaropina deshidrogenasa (SDH) en el extremo C-terminal; ambos separados por un grupo

de tres aminodcidos (452-455) (Figura 2) (11).



a-cetoglutarato, Lys, NADPH NADP, sacaropina NAD, sacaropina NADH, Glu, aminoadipato semialdehido

h‘;:&')c’ 915

| Lisina cetoglutarao reductasa (LKR) || Sacaropina deshidrogenasa (SDH) |

Figura 2 Esquema estructural de la hAASS diferenciando los dos centros cataliticos LKR y SDH. Modlificado de:

(11).

Dada la ausencia de un tratamiento especifico para la epilepsia dependiente de piridoxina (3,10) y
teniendo en cuenta que los niveles elevados de L-lisina en el organismo son tolerados (12), en este
trabajo se propuso el desarrollo de un ensayo in vitro para la realizacion de un screening de
compuestos inhibidores de la actividad LKR de la hAASS evitando |la acumulacién de intermediarios

neurotoéxicos procedentes del catabolismo de la L-lisina mediante la inactivacién de dicha enzima.

4. OBIJETIVOS
El objetivo general del presente trabajo fue desarrollar un método de cuantificacién de la actividad de
la hAASS que permita identificar inhibidores de esta diana.
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

e Produciry purificar la hAASS recombinante activa.
e Desarrollar un ensayo de cuantificacién de la actividad de hAASS in vitro para el screening de

compuestos inhibidores de la actividad LKR de la diana.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Clonaje de hAASS-myc-His6 (pEF/Myc-His A)

El vector de expresidn pEF6/myc-His A previamente clonado con el cDNA que codifica para la hAASS,

fue cedido por el Duve Institute, Bruselas.

El plasmido pEF6/Myc-His A ha sido disefiado para la produccion de proteinas recombinantes en lineas
celulares de mamiferos con alta tasa de replicacién (HeLa o HEK293T). Posee un promotor de expresién
constitutiva en eucariotas (hEF-1a) y el extremo C-terminal del cDNA inserto contiene dos secuencias

que codifican para dos tags (myc e His6) que facilitan la purificacién y la deteccién de la proteina de

interés. Ademas, presenta un gen de resistencia a la ampicilina que facilitard la seleccién de las

bacterias transformadas (Figura 3) (13).

“There is a unique BstE |l site,
but no Xba | site in version C

3'end of hEF-1a ktron 1
1457

17 promoteripdming ste AspT181 Kon BamHl Sl
e ) i i |

BsiX1*  EcoR EcoRV Bsx1® Mot |
\ ] l | )
1611 A L AGA T A 5 %)

Bs8 | myc eptoge
1677 A A

1743

1817

*Note that there are two BstX I sites in the polylinker.

Figura 3 Esquema del vector de expresion pEF6/Myc-HisA (superior) y secuencia nucleotidica que muestra el

sitio de clonacion mdltiple y los tags que afiade a la proteina de interés (inferior) (13).
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5.2. Transformacion y amplificacion del plasmido pEF6/Myc-His A en bacterias

competentes DH5a

Para la amplificacidn del vector de expresion pEF6/Myc-His A se empled la cepa K-12 de Escherichia
coli DH5a (C2987P, New England Biolabs), altamente receptiva a la internalizacion de DNA exdgeno.
Se trata de bacterias competentes, no patdgenas, dotadas de resistencia al bacteriéfago T1, con baja

recombinacién del DNA clonado y sin actividad endonucleasa I.

Para la transformacion se descongelé una alicuota (25 pL) de E. coli DH5a durante 10 minutos en hielo.
Seguidamente se afiadieron 30 ng de DNA plasmidico a las bacterias, se mezcld por pipeteo y se incubd
en hielo durante 30 minutos. A continuacién, se incubd durante 30 segundos a 42°C y de nuevo en
hielo durante 5 minutos para producir el choque térmico. Se afiadieron 250 pL de medio SOC (1%
triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSQ,4, 20 mM
glucosa) y se incubd en agitacién a 250 r.p.m. durante 1 hora a 37°C. Paralelamente, se precalentaron
placas de medio LB (1% triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.17 M NaCl, 1.5% agar) suplementado
con ampicilina (100 pg/mL) a 37°C. Finalmente, se centrifugd el cultivo bacteriano a 3000 r.p.m.
durante 3 minutos, se eliminaron 200 pL del sobrenadante, se resuspendié el pellet en los
aproximadamente 75 pl restantes y se sembraron 5y 10 plL en cada placa de cultivo respectivamente

y se incubd a 37°C durante toda la noche.

Al dia siguiente se comprob¢ el crecimiento bacteriano, se inoculé una colonia en 1 L de medio LB (1%
triptona, 0.5% extracto de levadura, 0.17 M NaCl) suplementado con ampicilina (100 pg/mL) y se
incubé a 37°Cy 200 r.p.m. durante 24 h.

Tras la amplificacidn del plasmido, se centrifugd el cultivo a 5000 g durante 10 minutos a 4°C; el pellet
obtenido se sometid al proceso de purificacién de manera inmediata o bien se congeld a -80°C para su

conservacién y posterior uso.

5.3.  Purificacion del plasmido pEF6/hAASS-myc-His6

Para la purificacién del plasmido pEF6/hAASS-myc-His6 se utilizd el kit comercial Nucleo Bond Xtra
Midi EF (740420.50, Macherey-Nagel), que se basa en la uniéon de los grupos fosfato de carga negativa
del DNA plasmidico a los grupos metil-amino-etanol (MAE) de la resina de intercambio anidnico,

siguiendo las instrucciones del fabricante (Figura 4) (14).
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Figura 4 Esquema de la interaccion entre el grupo fosfato del DNA y el grupo MAE de la resina de intercambio

anionico (14).

El pellet bacteriano se resuspendid en el Buffer RES-EF (740386.1000, Macherey-Nagel). A
continuacion, se afiadid el Buffer LYS-EF (740387.1000, Macherey-Nagel) precalentado a 37°C y se

incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos, provocando la lisis celular.

Una vez preparado el lisado celular, se procedié en paralelo al equilibrado de la columna con 15 mL
del Buffer EQU-EF (740389.1000, Macherey-Nagel) humectando todo el filtro; se anadio el Buffer NEU-
EF (740388.1000, Macherey-Nagel) al lisado para provocar la precipitaciéon del DNA bacteriano, se
homogeneizd por inversidn y se incubd en hielo durante 5 minutos. A continuacion, se cargé la
columna con el lisado previamente homogeneizado, se anadieron 5 mL de Buffer FIL-EF (740390.600,
Macherey-Nagel) sobre el filtro para desplazar la muestra retenida por el mismo hacia la columna; se
descarté el filtro y se realizaron 2 lavados. El primer lavado se realizé con 35 mL de Buffer ENDO-EF

(740391.1000, Macherey-Nagel) y el segundo con 15 mL de WASH-EF (740392.1000, Macherey-Nagel).

La elucidn se llevé a cabo con 5 mL de Buffer ELU-EF (740393.900, Macherey-Nagel) precalentado a
50°C para aumentar el rendimiento del proceso. A continuacion, se afiadieron 3.5 mL de isopropanol
al eluido y se centrifugd a 5525 g durante 1 h y 30 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante, se
afiadid 70% etanol libre de endotoxinas (2 mL), se centrifugd de nuevo a 5525 g a temperatura
ambiente durante 5 minutos, se descarté el sobrenadante y se secd el pellet a 37°C durante 5 minutos.

Finalmente, se reconstituyd en 250 uL de agua libre de endotoxinas (H,O-EF).

La concentracion de DNA plasmidico obtenida se determiné en el Nanodrop y posteriormente se

congeld dicho eluido (-80°C).
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5.4. Transfeccion de pEF6/hAASS-myc-His6 y expresion en células eucariotas HEK293T

Para la expresion de la proteina hAASS-myc-His6 se empled la linea celular HEK293T, células
embrionarias de rindn humano. Son células facilmente transfectables y presentan una alta tasa de
produccién de proteinas recombinantes, lo que las hace éptimas para la expresidn transitoria de genes

(15).

Los procesos aqui descritos se llevaron a cabo en una cabina de flujo laminar vertical en condiciones

asépticas.

Las células HEK293T se cultivaron en un medio compuesto por MEM (MA4655, Sigma-Aldrich), 10%
suero fetal bovino (F9665, Sigma-Aldrich), 1% de aminoacidos no esenciales (M7145, Sigma-Aldrich),
1 mM de piruvato de sodio (58636, Sigma-Aldrich) y 1% de penicilina-estreptomicina (P0781, Sigma-
Aldrich), a 37°C en atmédsfera humidificada con 5% de CO,. Se realizaron subcultivos cada 48-72 h al
alcanzar una confluencia del 60-70% y como disgregante enzimatico se utilizé tripsina (T3924, Sigma-

Aldrich).

Se emplearon un total de 20 placas p150 mantenidas a 37°Cy cuando se alcanzé el 70% de confluencia,
se aspird el medio de cultivo y se sustituyd por 20 mL de medio OPTI-MEM® 1x (31985062, Gibco) en

cada placa.

Para la transfeccién de las células HEK293T, se empled el kit comercial jetPEI® (101000020, Polyplus)
siguiendo el protocolo directo descrito por el fabricante. El reactivo de transfeccion es un derivado de
la polietilenimina que forma un complejo catidnico con el DNA plasmidico, capaz de interaccionar con
la membrana celular (cargada negativamente) y de formar un endosoma que libera el material

genético al citosol para su posterior penetracion en el nucleo celular (16).

Se empled una ratio 1 (ug DNA plasmidico): 2 (uL reactivo de transfeccidén). Concretamente, se
emplearon 30 pg de DNA plasmidico por placa con 0.5 mL por placa de NaCl 150 mM en un tubo falcon.
Paralelamente, en otro tubo falcon, se mezclaron 60 UL de reactivo de transfeccion por placa con 0.5
mL por placa de NaCl 150 mM. La mezcla con el reactivo de transfeccién se adiciondé al tubo que
contenia la solucién salina de DNA plasmidico, se agitd en virtex durante 15 segundos y se incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la formacién de los complejos de transfeccion
(Figura 5). Finalmente, se adicioné 1 mL de la mezcla por placa y se incubd durante 48 h a 37°C en

atmodsfera humidificada con 5% de CO,.
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Figura 5 Esquema del proceso de transfeccion directa llevada a cabo con el reactivo jetPEI®. Modificado de:

(16).

Simultaneamente, se llevd a cabo la transfeccion del pEF6/GFP-myc-His6é que codifica para una
proteina de fluorescencia verde (GFP) con la finalidad de confirmar la eficiencia del proceso. A las 24 y
48 h, se realizé un seguimiento del proceso de transfeccidon y expresion mediante microscopia de

fluorescencia.

Transcurridas las 48 h, se procedio a aspirar el medio de cultivo (se conservd a -80°C para andlisis
posteriores, en caso de ser necesarios); se afiadieron 10 mL de buffer fosfato salino (PBS) a cada placa
y se disgregaron las células con una espatula. A continuacion, se centrifugd a 2000 r.p.m. durante 10

minutos, se descarté el sobrenadante y el pellet celular se conservé a -80°C.

5.5. Lisis celular

Para la lisis se descongel¢ el pellet celular y se resuspendié en 40 mL de buffer de lisis (25 mM HEPES,
cOmplete™ Mini EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (11836170001, Roche), 0.5 mM PMSF). A
continuacién, se sometid a un choque térmico realizando tres ciclos de congelaciéon con nitrégeno
liguido y descongelacidn a 37°C. Posteriormente, se incubd en hielo durante 30 minutos en presencia
de DNAasa (1 pg/mL) y MgCl, (25 mM). Transcurrido ese tiempo, se centrifugd la muestra a 16100 g
durante 20 minutos a 4°C, se recogi6 el sobrenadante en un tubo falcon y se tomé una alicuota para
cuantificar la concentracién proteica. La cantidad restante se dividid en alicuotas que se conservaron

a -80°C hasta su utilizacion.
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Para la cuantificacion de la proteina se empled el kit comercial DC Protein Assay (500-0111, BioRad)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, este kit se basa en un método colorimétrico:
se forman complejos entre el tartrato de cobre y las proteinas en un medio alcalino, que reducen el
reactivo de Folin generando un color azulado que se detecté mediante espectrofotometria UV (A=750
nm) en el lector de placas multipocillo Tecan INFINITE PRO M1000. El valor de absorbancia medio
obtenido para la muestra se interpold a partir de una recta de calibrado realizada previamente y se

obtuvo la concentracion proteica del lisado.

5.6. Purificacion de la proteina recombinante hAASS-myc-His6

Tras determinar la concentracién proteica del lisado, se procedid a la purificacidon de la hAASS-myc-
His6 mediante una cromatografia de afinidad en el equipo AKTA start (29022094, Cytiva) (Figura 6)
empleando una columna de niquel HisTrap™ FF Crude de 1 mL (11000458, Cytiva). El flujo se ajusté a

1 mL/miny se monitorizo el proceso a 280 nm con el detector UV.

Figura 6 Equipo AKTA start automatizado empleado en la purificacion mediante cromatografia de afinidad a

Ni?* de la hAASS-myc-His6.

En primer lugar, se descongeld el lisado, se filtrd a través de un filtro de 0.22 um y se diluyd 1:4 en el

buffer de binding y equilibrado (Tris 25 mM, pH 8, NaCl 150 mM). La columna se equilibré con 5
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volumenes de buffer y a continuacion se cargd la muestra (lisado). La fraccidn no retenida se almacend

a -80°C para andlisis posteriores.

Seguidamente se realizé un lavado con 15 volumenes de buffer de equilibrado y una elucién isocratica
con 5 volumenes de buffer de eluciéon (Tris 25 mM, pH 8, NaCl 150 mM, imidazol 500 mM). El imidazol
compite con los grupos histidina de la hAASS-myc-His6 y la desplaza de su unién a la columna,

recolectandose las tres fracciones eluidas correspondientes al pico de absorbancia a 280 nm.

Para la eliminacion del imidazol y las sales se empled el kit comercial de diélisis Pur-A-Lyzer™ Maxi
12000 (PURX12015, Sigma-Aldrich), que consta de tubos de dialisis con una membrana de tamanfo de
poro de 12 kDa, que permitieron la salida de las sales y el imidazol al medio, pero retuvieron la proteina
de interés. La muestra se dializd frente 1 L de PBS durante 24 h, a 4°C con agitacion magnética
sustituyéndose por PBS fresco cada 8 h. Finalmente, se cuantificé la proteina y se almacend en

alicuotas a -80°C para evitar ciclos congelacién-descongelacion.

5.7.  Electroforesis SDS-PAGE y tincion en gel

Para confirmar la presencia de la proteina hAASS-myc-His6 en la muestra, se realizé una electroforesis
SDS-PAGE que separd a las proteinas en funcion de su peso molecular. Se analizé el lisado previo a la
purificacién por afinidad y las tres fracciones eluidas purificadas y dializadas. Brevemente, se tomd una
alicuota de 20 ug de proteina de cada muestra y se les afiadié el tampdn de carga NUPAGE™ LDS (4X)
(NP0007, Invitrogen™). Se calentaron a 95°C durante 5 minutos para facilitar la desnaturalizacidn
proteica y se microcentrifugaron durante 30 segundos. A continuacién, se preparé el dispositivo de
electroforesis Mini Gel Tank (A25977, ThermoFisher Scientific) empleando el gel comercial de 12
pocillos Bolt™ 4-12%, Bis-Tris, 1.0 mm (NWO04120BOX, Invitrogen™) y buffer de electroforesis
NuPAGE™ MES SDS Running Buffer (1X) (NP0002, Invitrogen™). Seguidamente, se cargaron las
muestras y 10 pL del marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder (26616,

Thermo Scientific) en sus respectivos pocillos y se corrio la electroforesis a 165 V durante 30 minutos.

Una vez finalizada la electroforesis, se fijaron las proteinas del gel con una mezcla de acido acético
(10%) y metanol (40%) durante 15 minutos en agitacidn. A continuacidn, se realizaron 2 lavados con
agua destilada durante 5 minutos, también en agitacién. Finalmente, se descarté el agua destilada y
se procedié a la tincidon del gel con 20 mL de Quick Coomassie Stain (NB-45-0078, Neo Biotech)
incubandolo a temperatura ambiente y en agitacion hasta el dia siguiente. Posteriormente, se lavé con

agua ultrafiltrada para eliminar los restos del reactivo de tincidn.
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5.8. Confirmacién de la actividad reductasa de la hAASS-myc-His6 purificada y dializada

mediante ensayo de absorbancia

La validacién de la actividad enzimatica de la proteina hAASS-myc-His6 se llevé a cabo mediante un

ensayo de reduccidon monitorizando la variacidon de absorbancia en modo cinético (17,18).

En la reacciéon se emplearon a-cetoglutarato y L-lisina como sustratos; y como cofactor se utilizé
NADPH. El consumo de NADPH -y como consecuencia la disminucién de absorbancia a A=340 nm-

permite determinar la presencia de enzima activa en la mezcla de reaccidn (Figura 7).
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L-lisina 2-oxoglutarato
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Figura 7 Esquema de la reaccion catalizada por el dominio LKR de la hAASS.

En una placa transparente de 384 pocillos (781101, Greiner) se pipeted el buffer de ensayo 50 mM
HEPES, pH=7.35; a continuacion, se aiadid a-cetoglutarato a concentracion final 4 mM, NADPH a
concentracién final 0.4 mM vy la proteina hAASS-myc-His6 (5 pg). Finalmente se ainadid L-lisina a una

concentracién final de 10 mM en un volumen final de reacciéon 50 plL.

La lectura de la absorbancia se realizé en el lector Tecan INFINITE PRO M1000 a 340 nm durante 2 h a

37°C.

5.9. Ensayo de luminiscencia para screening de compuestos

Para evitar las interferencias de compuestos coloreados y aumentar la sensibilidad del ensayo en el
cribado de moléculas se implementd de forma adicional al ensayo de absorbancia un ensayo de
luminiscencia; siendo necesario transferir el contenido de la placa multipocillo transparente a una
placa multipocillo negra de fondo transparente (781096, Greiner) incubandola 20 minutos a

temperatura ambiente.

Para el ensayo de luminiscencia se empled el kit NAD(P)H-Glo™ Detection System (G9062, Promega)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit permite la deteccidon luminiscente del NADPH
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presente en una mezcla (Figura 8). Brevemente, se descongeld el kit a temperatura ambiente, se
reconstituyd el liofilizado de luciferina con el buffer de reaccidn y se agitd por inversidn hasta obtener
una solucidn homogénea. A continuacion, se preparo el reactivo de deteccién completo necesario para
realizar una mezcla 1:1 con los volimenes de muestra en los pocillos (50 uL) de la placa negra de fondo
transparente (781096, Greiner). Para ello, se aifadid el volumen correspondiente de reductasa (1:200)

y de sustrato (1:200) al buffer de reaccidn.

NAD(P)H NAD(P) Luciferin

~__ 7 Detection

Reagent .
Reductase e Light
(Ultra-Glo™

— T rLuciferase
Reductase Luciferin + ATP)
Substrate

Figura 8 Esquema de la reaccién fundamental del NAD(P)H-Glo™ Detection System (19).

Finalmente, se realizd la lectura cinética de la luminiscencia a temperatura ambiente durante una hora

en el lector multipocillo HAMAMATSU.
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6. RESULTADOS

6.1. Cuantificacion del plasmido PEF6/hAASS-myc-His6

El plasmido cedido por el Duve Institute de Bruselas, fue cuantificado y se determiné su pureza en un
NanoDrop™. La concentracién obtenida fue de 0.9 ug/ulL y los indices de pureza obtenidos: Azso/Azso=
1.88 y Axeo/Asz0= 2.06. El primero de ellos (1.7-2) fue indicativo de que la muestra estd libre de
contaminacién proteica, asi como de otros acidos nucleicos y el segundo (>1.8) indicé que la

concentracion de sales, fenoles y carbohidratos en la muestra es baja.

6.2. Transformacion, amplificacion y purificacion del plasmido pEF6/hAASS-myc-His6

Una vez transformadas las células competentes de Escherichia coli DH5-a (cepa K-12) por choque
térmico, se sembraron en placas de agar LB-ampicilina (100 pug/mL), se incubaron a 37°C hasta el dia

siguiente y se obtuvieron colonias individuales y diferenciadas (Figura 9).

Figura 9 Placa de agar-LB suplementada con ampicilina (100 ug/mL) donde se observan colonias individuales y

diferenciadas de E.coli DH5-a transformadas con el vector de expresion pEF6/hAASS-myc-His6.

Una de las colonias se inoculd en medio liquido LB-ampicilina (100 pg/mL) y se incubd durante 24 h a

37°C. Transcurrido ese tiempo se centrifugd el cultivo para sedimentar el pellet bacteriano y se purificd
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el plasmido pEF6/hAASS-myc-His6. La concentracion de DNA plasmidico obtenida fue de 4.37 pug/uLy
los indices de pureza fueron: Aieo/Azso= 1.91 y Azeo/Azz0= 2.02, resultando en unos parametros

adecuados para su posterior transfeccidn en células eucariotas.

6.3. Transfeccion quimica de pEF6/hAASS-myc-His6 y expresion en células HEK293T

Las células HEK293T con una confluencia préxima al 70% fueron transfectadas con el plasmido
PEF6/hAASS-myc-His6 y se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante 48 h para la expresién proteica. En
paralelo, las células HEK293T fueron transfectadas en condiciones similares con un plasmido de
expresion de proteina de fluorescencia verde (pEF6/GFP-myc-His6) para comprobar la eficacia del
proceso. Transcurridas 48 h se observé fluorescencia GFP en las células transfectadas con el vector de
expresion fluorescente indicando que las condiciones de transfeccion en esta linea celular resultaron

adecuadas (Figura 10).

Figura 10 Imagen de microscopia de fluorescencia de células HEK293T transfectadas con el vector pEF6/GFP-

myc-His6 expresando la proteina GFP.

6.4. Lisis celular y purificacion de la proteina recombinante hAASS-myc-His6

A continuacidn, las células transfectadas se recolectaron en PBS, se centrifugd la suspension celular y
se conservo el pellet a -80°C para su posterior lisis mediante choque térmico. La concentracién proteica

obtenida en el lisado celular fue de 2.75 pg/uL y la cantidad total de proteina fue de 110 mg (40 mL).
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La purificacidon de la proteina hAASS-myc-His6 mediante cromatografia de afinidad se llevé a cabo en
el equipo automatizado AKTA start utilizando una columna de niquel HisTrap™ FF Crude de 1 mL

(disefiadas para la retencién de proteinas con tags de His6).

La elucion isocratica se realizé con buffer Tris 25 mM, pH 8, NaCl 150 mM, imidazol 500 mM y se obtuvo
un pico de absorbancia a 280 nm correspondiente a las fracciones eluidas 5, 6 y 7 como se puede

observar en la figura 11.

1600
1700

w0
0
° A

Figura 11 Cromatograma de afinidad obtenido a 280 nm durante la purificacion de la proteina recombinante

ml

hAASS-myc-His6 a partir de un lisado de células HEK293T transfectadas -se sefiala el pico de elucion

correspondiente a las fracciones 5, 6 y 7-.

Las fracciones 5, 6 y 7 se sometieron a un proceso de didlisis durante 24 h frente a PBS para eliminar

el exceso de sales e imidazol de la muestra eluida.

Una vez dializada, se cuantificé la concentracion proteica: 1.59 pg/uL, resultando en un total de 3.975
mg de hAASS-myc-His6 (2.5 mL de muestra). Ademas, se cuantificd la proteina en la fracciéon no
retenida y se obtuvo una concentracion de 0.72 pg/uL, 28.8 mg en 40 mL del no retenido. El

rendimiento de la purificacion fue de un 3.61%.
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6.5. Confirmacidn de la presencia de hAASS-myc-His6 mediante electroforesis SDS-PAGE

y tincidon en gel

Para confirmar la presencia de hAASS-myc-His6 en las fracciones dializadas se realizé una electroforesis
SDS-PAGE. Se analizaron las siguientes muestras: el lisado transfectado y la proteina purificada y

dializada (fracciones 5,6 y 7); y se cargd una alicuota de 20 ug de proteina de cada una de ellas.

En los resultados obtenidos tras la tincién del gel durante 24 h se aprecia una banda proteica teiiida
entre los marcadores de peso molecular de 100y 130 kDa que confirmé la presencia de la proteina de
interés -peso molecular tedrico de 112 kDa (17,18)- en las fracciones purificadas y dializadas (Figura

12).

El resto de las bandas (40, 55 y 60 kDa) presentes en las fracciones analizadas podrian corresponderse
con fragmentos procedentes de la protedlisis de la proteina hAASS-myc-His6 durante la lisis celular y

su purificacidn o podria tratarse de otras proteinas copurificadas en el proceso.

Quick Coomassie Stain (NB-45-00078, Neo Biotech)

Lisado HEK-hAASS- Fracciones dializadas

myc-Hisb M (kDa)

170
130

100

70

'

~— 1 55
' 40
35

25

20 pg

Peso tedrico aproximado 112 KDa

Figura 12 Gel de electroforesis SDS-PAGE tefiido. La flecha sefiala la banda correspondiente a la hAASS-myc-
His6 (112 kDa).
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6.6. Validacion de la actividad reductasa de la hAASS-myc-His6 purificada

La hAASS es una enzima bifuncional con actividad L-lisina a-cetoglutarato reductasa (LKR) y sacaropina
deshidrogenasa (SDH). La actividad enzimdtica de interés especifico a validar fue la primera: una
reaccién de condensacion reductiva del a-cetoglutarato con la L-lisina para la formacién de sacaropina

y agua, empleando el NADPH como cofactor (Figura 13).
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Figura 13 Esquema de la reaccion catalizada por el dominio LKR de la hAASS.

La confirmacién de la actividad LKR de la proteina hAASS-myc-His6 se basé en el método descrito por
Fjellstedt y Robinson (1975) y Hutzler y Dancis (1975). Se monitorizé la disminucién de absorbancia a
340 nm (NADPH) en lectura cinética a 37°C en las distintas mezclas de reaccion empleando un
multilector Tecan PRO INFINITE M1000. En este sentido, se llevaron a cabo distintas optimizaciones

para establecer las condiciones iddneas de la reaccidon enzimatica.
6.6.1. Optimizacidn del buffer de reaccion y de la cantidad de enzima hAASS-myc-His6

Se ensayaron dos tampones de reaccion: HEPES 50 mM (pH 7.35) y KH,PO4 25 mM (pH 7.5). El primero
esta descrito en la bibliografia (17,18) y se afiadié con 4 mM a-cetoglutarato, 0.4 mM NADPH, 10 mM
L-lisina y distintas cantidades de enzima (1.5, 2.5, 5 y 10 pg/pocillo); incubandose durante 15 minutos
a 37°C. El buffer de KH2PO4 25 mM (pH 7.5) suplementado con 5 mM a-cetoglutarato, 0.25 mM NADPH
y 10 mM L-lisina, fue propuesto por el laboratorio colaborador (Duve Institute, Bruselas) y se combiné

con cantidades similares de hAASS-myc-His6; durante 30 minutos a 37°C.

Los resultados obtenidos (Figuras 14 y 15) muestran que la hAASS-myc-His6 purificada fue activa, que
la reaccién transcurrié con mayor velocidad en HEPES 50 mM y que la disminucidn de la absorbancia
es dependiente y proporcional a la cantidad de enzima purificada empleada. En base a esto, se
seleccioné el HEPES 50 mM (pH 7.35) como buffer de reaccién y las cantidades de 5 y 10 ug de enzima

para continuar con las siguientes optimizaciones.
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Figura 14 Resultados de la lectura de absorbancia del ensayo enzimdtico en buffer HEPES 50 mM empleando

distintas cantidades de hAASS-myc-His6 por pocillo.
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Figura 15 Resultados de la lectura de absorbancia obtenidos en el ensayo enzimdtico en buffer KH2PO4 25 mM

empleando distintas cantidades de hAASS-myc-His6 por pocillo.
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6.6.2. Optimizacion del tiempo de incubaciéon, determinacion del efecto de la BSA en la mezcla de

reaccion y analisis de la estabilidad enzimatica a ciclos de congelacidon-descongelacion

Se llevé a cabo un ensayo en buffer HEPES 50 mM (pH 7.35), 4 mM a-cetoglutarato, 0.4 mM NADPH,
con 5y 10 pg de hAASS-myc-His6 por pocillo (alicuotas descongeladas una o dos veces) y 10 mM L-
lisna, alargando el tiempo de reaccidn durante 1 h a 37°C. En paralelo, se realizé un ensayo en buffer
HEPES 50 mM (pH 7.35), 5 mM a-cetoglutarato, 0.25 mM NADPH, 0.5 mg/mL de albdmina de suero
bovino (BSA) -condiciones propuestas por los colaboradores-, 5 0 10 pg de enzima por pocillo (alicuotas

descongeladas una o dos veces) y 10 mM L-lisina también durante 1 h a 37°C.

Los resultados (Figuras 16 y 17) muestran que con estos tiempos de incubacidn no existe una diferencia
significativa entre los pocillos que contienen 5y 10 pug de enzima, ni en la actividad de la enzima
descongelada por dos veces respecto a la que se descongeld una sola vez. Ademas, la presencia de BSA
afecta negativamente a la actividad de la proteina hAASS-myc-His6. En consecuencia, se confirmé la
estabilidad de la enzima a ciclos de congelacién-descongelaciéon y se establecié 1 h como tiempo de
reaccién. En este sentido, se selecciond 5 ug de hAASS-myc-His6 como cantidad enzimatica éptimay

se descartd la adicién de BSA para futuros ensayos de optimizacién.

HEPES 50mM; 0.4 mM NADPH
37°C1h

5 ng hAASS-myc-HisG

B 10 nug hAASS-myc-His6
5 pg hAASS-myc-His6
(descongelada dos veces)

10 pg hAASS-myc-Hise
(descongelada 2 veces)

+ nohAASS-myc-His6

Absorbancia 340 nm

0.20 T

T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Ndmero de ciclos

Figura 16 Resultados de la lectura de absorbancia en buffer HEPES 50 mM con 5y 10 ug de hAASS-myc-His6 por

pocillo sometida a 1 o 2 ciclos de congelacion.
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Figura 17 Resultados de la lectura de absorbancia en el ensayo de actividad en buffer HEPES 50 mM con 5y 10
ug de hAASS-myc-His6 sometida a 1 o 2 ciclos de congelacion-descongelacion, afiadiendo BSA (0.5 mg/mL) a la

mezcla de reaccion.
6.6.3. Optimizacidn de la concentraciéon de NADPH

Con el objetivo de optimizar la concentracién de NADPH en la reaccidn enzimatica se emplearon
condiciones de sustratos y enzima seleccionadas anteriormente y se ensayé NADPH a distintas

concentraciones (8, 4, 2,1, 0.5, 0.25, 0.125 y 0.0625 mM).

Los resultados obtenidos (Figura 18) indicaron que las concentraciones elevadas de NADPH saturan la
sefial de absorbancia sin observarse disminucidn con el tiempo, mientras que a concentraciones bajas
de NADPH el enzima presenta una actividad muy reducida. La concentracion de 0.5 mM de NADPH
mostré una mayor ventana de actividad (variacion de absorbancia), por lo que se seleccioné como

concentracién idénea para la reaccion.
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Figura 18 Resultados de la lectura de absorbancia (340 nm) en el ensayo de actividad en HEPES 50 mM

empleando 5 ug de hAASS-myc-His6 por pocillo y distintas concentraciones de NADPH durante 1 h a 37°C.

6.6.4. Optimizacidn de la concentracion de L-lisina

Para la optimizacién de la concentracién de L-lisina en la mezcla enzimatica se emplearon las
condiciones definidas previamente y se testaron distintas concentraciones finales de L-lisina (80, 40,

20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 mM).

Los resultados obtenidos (Figura 19) mostraron que a las concentraciones mas elevadas de L-lisina, la
enzima apenas presenta actividad o se encuentra inhibida, mientras que a las concentraciones mas
bajas no se aprecié una ventana de actividad significativa. Debido a ello, se confirmé 10 mM como la

concentracién de L-lisina mas favorable para la actividad reductasa de la hAASS-myc-His6 purificada.



HEPES 50mM 37°C 1h 5 pug hAASS-myc-Hisé
1.80

1.65
1.50
1.35

1.20

c - =

g 1.05 4 80 mM L-lisina

(34} = 40 mM L-lisina

]

g 0.90 4 20 mM L-lisina

o ¥ 1omMLl

2 mM L-lisina

Q 0.75 +  5mM L-lisina

I}

_qn 2.5 mM Liisina
0.60 4 B 1.25mM Lisina

A 0.625mM L-lisina
0.45 no hAASS-myc-His + 80 mM
L-lisina

0.30 4

0.15

0.00 T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Numero de ciclos

Figura 19 Resultados de la lectura de absorbancia (340 nm) en el ensayo de actividad enzimdtica en HEPES 50

mM empleando 5 ug de hAASS-myc-His6 por pocillo y distintas concentraciones de L-lisina durante 1 h a 37°C.

Tabla 1 Tabla resumen de las condiciones de reaccion fijadas en el ensayo de actividad mediante la lectura

cinética de absorbancia.

Buffer HEPES 50 mM
Concentracion final de NADPH 0.5mM
Cantidad hAASS-myc-His6 por pocillo 5ug
Concentracién final L-lisina 10 mM
Temperatura 37°C
Tiempo de incubacion 1 h

6.7. Acople de un ensayo luminiscente al ensayo de actividad reductasa de la hAASS-myc-

His6

Una vez establecidas las condiciones de reaccion en el ensayo de absorbancia, se procedié a acoplar
un ensayo de luminiscencia para evitar interferencias de compuestos coloreados y aumentar la

sensibilidad en el screening de moléculas. Para ello, se empleé el kit NAD(P)H-Glo™ Detection System
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(G9062, Promega): en presencia del NADPH de la mezcla, la pro-luciferina es reducida a luciferina, que
a su vez es transformada por la Ultra-Glo™ rLuciferasa para la produccidn de luminiscencia. La
intensidad luminosa generada es proporcional a la cantidad de NADPH presente en la mezcla

enzimatica (Figura 20) (19).

NAD(P)H NAD(P) Luciferin
~__ 7 Detection
Reagent .
Reductase e Light
(Ultra-Glo™
— T rLuciferase
Reductase Luciferin + ATP)
Substrate

Figura 20 Esquema de la reaccién luminiscente catalizada por el kit NAD(P)H-Glo™ Detection System (19).

En este sentido, se realizd un ensayo de actividad con lectura de absorbancia en las condiciones
previamente establecidas (HEPES 50 mM pH 7.35, 4 mM a-cetoglutarato, 0.5 mM NADPH, 5 pug hAASS-
myc-His6 y 10 mM L-lisina); durante 1 h a 37°C.

Tras validar la actividad enzimatica de la proteina recombinante purificada hAASS-myc-His6 (Figura
21), se acoplé el ensayo de luminiscencia con lectura cinética a temperatura ambiente durante 1 h en
el multilector HAMAMATSU (equipo disponible en el laboratorio que permite medir la luminiscencia
de manera simultdnea en todos los pocillos de la placa evitando variaciones de sefal debidas a la
lectura secuencial a tiempos distintos). Como muestran los resultados de la figura 22, en el ensayo no
se obtuvo una ventana de sefal significativa -Signal/Background (S/B) = 1.27- debido a la saturacién
enzimatica provocada por las altas concentraciones de NADPH remanentes en las condiciones testadas

en presencia de hAASS-myc-His6.
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Figura 21 Resultados de la lectura de absorbancia en el ensayo de actividad reductasa en HEPES 50 mM, 0.5

mM NADPH, 5 ug hAASS-myc-His6/pocillo y 10 mM de L-lisina a 37°C durante 1 h.
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Figura 22 Resultados de la lectura cinética de luminiscencia empleando el NAD(P)H-Glo™ Detection System.
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Con la finalidad de aumentar la ventana de actividad de la hAASS-myc-His6 se disminuyd la
concentracion inicial de NADPH a 0.4 mM (concentracién descrita bibliograficamente (17,18) y la
concentracién minima a la que la proteina recombinante purificada demostré ser activa en nuestro
laboratorio) para evitar la saturacién de la sefial luminiscente y se aumento el tiempo de incubacién a
2 h para disminuir el NADPH remanente en la mezcla enzimatica (Figura 23). En estas condiciones se
monitorizd la cinética de la sefial de luminiscencia durante 1 h (Figura 24): la saturacidn no se alcanzé
hasta superados los 10 minutos, durante ese tiempo se observd una ventana de sefial considerable,
asi como una buena proporcionalidad y reproducibilidad entre los distintos replicados y condiciones
ensayadas. Ademas, se determind el cociente S/B a 5 (8.22) y a 10 minutos (3.11), empledndose como

tiempos de referencia en la reaccién.

HEPES 50mM 0.4 mM NADPH 10 mM L-lisina 37°C 2h
5 g hAASS-myc-Hisé

0.9
5 ng hAASS-myc-His6 +

0.4 mM NADPH
0.8 4

no hAASS-myc-His6 +
0.4 mM NADPH

0.7 4
0.6 4
0.5 1

0.4 4

Absorbancia 340 nm

0.3 4

0.2 4

0.1

0.0

T 1
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 G50 700 750 8OO

Numero de ciclos

Figura 23 Resultados de la lectura de absorbancia en el ensayo de actividad reductasa en HEPES 50 mM, 0.4

mM NADPH, 5 ug de hAASS-myc-His6/pocillo y 10 mM de L-lisina a 37°C durante 2 h.
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Figura 24 Resultados de la lectura en cinética de la sefial de luminiscencia empleando el kit NAD(P)H-Glo™
Detection System (izquierda) e imagen de la placa multipocillo adquirida a los 10 minutos de incubacién, que
muestra la diferencia de sefial en presencia y ausencia (azul) de hAASS-myc-His6 purificada y dializada

(derecha).

6.8. Calculo del parametro estadistico de calidad Z’ del ensayo de actividad de hAASS-

myc-His6 (luminiscencia)

El pardametro estadistico Z’ atiende a la variabilidad y dispersion de la sefial en los replicados con
valores maximos (ausencia de enzima) y en los replicados de valores minimos (presencia de enzima y
cantidades minimas remanentes de NADPH), asi como a la diferencia que existe entre dichos grupos
de valores (rango de sefial). Si Z’ se situa entre 0.5-1 indica una buena ventana experimental y una baja

dispersidn, resultando en un ensayo de screening reproducible y robusto (20).

En este sentido, para el cdlculo del parametro Z’' se tomaron los valores de sefal luminiscente alos 5y
10 minutos de lectura cinética obteniéndose un valor de 0.776 y 0.664 respectivamente, lo que indica
que el ensayo desarrollado en nuestro laboratorio presenta a ambos tiempos una reducida variabilidad
y una robustez y calidad adecuadas para su empleo en un screening de alto rendimiento para la
blusqueda de compuestos inhibidores de la hAASS-myc-His6 (Figuras 25 y 26). Finalmente, el tiempo
de lectura de luminiscencia seleccionado para la realizacién del posterior cribado de moléculas fue de
5 minutos, atendiendo a su mayor Z’ y a su mayor ratio S/B -8.22 frente a 3.11 a los 10 minutos de

lectura-.
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HEPES 50mM 0.4 mM NADPH 10 mM L-lisina 37°C 2 h 5 pug hAASS-myc-His6 t=5 min
60000

500004

5 g hAASS-myc-His6 +
0.4 mM MADPH

- no hAASS-myc-Hisé +
40000 0.4 mi NADPH

30000+

Luminiscencia (a.u.)

200004

10000+

Figura 25 Valores medios de luminiscencia (+/- desviacion estdndar o SD) a los 5 minutos de lectura cinética en
los replicados con 5 ug de hAASS-myc-His6 (verde) y sin hAASS-myc-His6 (gris) empleados para el cdlculo del
parametro Z'.

HEPES 50mM 0.4 mM NADPH 10 mM L-lisina 37°C 2h 5 g hAASS t=10 min
600001

5 ug hAASS-myc-Hisb +
0.4 mM NADPH

no hAASS-myc-Hisb +
0.4 mM NADPH
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Figura 26 Valores medios de luminiscencia (+/- SD) a los 10 minutos de lectura cinética en los replicados con 5

ug de hAASS-myc-His6 (verde) y sin hAASS-myc-His6 (gris) empleados para el cdlculo del pardmetro Z'.
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Tabla 2 Tabla resumen de las condiciones de reaccion dptimas para la hAASS-myc-His6 fijadas tras las

optimizaciones realizadas mediante el ensayo de luminiscencia.

Buffer HEPES 50 mM
Concentracion final NADPH 0.4 mM
Cantidad hAASS-myc-His6 por pocillo 5ug
Concentracion final de L-lisina 10 mM
Temperatura 37°C
Tiempo de incubacién 2h

7. DISCUSION

Los principales logros de este trabajo han sido la producciény purificacion de la proteina recombinante
hAASS-myc-His6 activa y el desarrollo de un ensayo de screening miniaturizado y de alto rendimiento
de actividad reductasa para la identificacion de compuestos inhibidores potencialmente utiles en el

tratamiento de la epilepsia dependiente de piridoxina (6).

Este estudio comenzd con la transformacion del vector de expresién pEF6/Myc-His A, previamente
clonado y cedido por el Duve Institute de Bruselas, en células bacterianas competentes E. coli DH5a.
La transformacidon, amplificacidn y posterior purificacion del vector permitieron obtener la cantidad

necesaria y suficiente de DNA plasmidico para llevar a cabo transfecciones transitorias sistematicas.

Una vez purificado el pldsmido se transfectaron células eucariotas HEK293T para la expresion de la
proteina hAASS-myc-His6. En paralelo, se transfectd dicha linea celular en condiciones similares -ratio
1 (ug de DNA plasmidico): 2 (uL de reactivo de transfeccion)- empleando el plasmido pEF6/GFP-myc-
His6 como control; a las 48 h de incubacién la expresion de la proteina de fluorescencia verde (GFP)
indico que las condiciones de transfeccién utilizadas resultaron dptimas para una adecuada expresion

proteica.

La lisis celular se realizé por choque térmico y la purificacidon de la hAASS-myc-His6 fue llevada a cabo
mediante cromatografia de afinidad, empleando columnas de Ni** a las que se unid el tag de
hexahistidinas de la proteina recombinante. La purificacion se monitoriz6 mediante un detector UV
(A= 280 nm) presente en el cromatdgrafo, observandose un pico de absorbancia (fracciones 5, 6 y 7)

compatible con el desplazamiento de la hAASS-myc-His6 de la columna provocado por el imidazol
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presente en el buffer de elucidon. Ademads, con las alicuotas eluidas de la muestra se procedid a la
realizacion de una electroforesis SDS-PAGE vy tincién en gel que mostrdé una banda a 112 kDa -peso
molecular tedrico de la hAASS-myc-His6 (17,18)- confirmando la presencia de la proteina
recombinante en las tres fracciones eluidas. Las bandas observadas a menor peso molecular (40, 55 y
60 kDa) podrian deberse a una fragmentacién de la proteina recombinante durante el proceso de lisis
y purificacidn o bien a una copurificacién de proteinas ricas en histidina con afinidad a la columna de

Ni%*.

Para el desarrollo y validacidon del ensayo de actividad reductasa LKR se testaron las condiciones
descritas en la bibliografia (17,18) y las propuestas por el laboratorio colaborador (Duve Institute,
Bruselas) empleando distintas cantidades de hAASS-myc-His6. En este sentido, se observd una
dependencia proporcional entre la disminucidn de la sefial de absorbancia a 340 nm (NADPH) y la
cantidad de enzima empleada, asi como una mayor actividad enzimatica en HEPES 50 mM -que se
seleccioné como buffer de reaccién-. Ademas, se establecid 1 h como tiempo dptimo de incubacion,
se comprobd la estabilidad de la proteina recombinante a ciclos de congelacién-descongelacién y se
confirmd la disminucién de actividad en presencia de BSA. Durante la optimizacién de la concentracién
de NADPH y L-lisina se comprobd que altas concentraciones de estos metabolitos producian una
saturacion de la sefial de absorbancia, relacionada también con la inhibicidn sujeta a sustrato que la

LKR ha mostrado en otras especies (21).

Una vez validada la actividad reductasa de la hAASS-myc-His6 mediante absorbancia, se procedid a
implementar un ensayo de luminiscencia que evitard interferencias de compuestos coloreados en el
screening posterior a realizar y que posee ademds una mayor sensibilidad. Se establecieron como
condiciones dptimas de la reaccidn inicial hAASS-myc-His6 las siguientes: buffer HEPES 50 mM, 4 mM
a-cetoglutarato, 0.4 mM NADPH, 5 ug hAASS-myc-His6 por pocillo y 10 mM L-lisina; e incubacién a
37°C durante 2 h. Finalmente, se calculé el parametro estadistico de calidad Z' obteniéndose un valor
de 0.776 a los 5 minutos de lectura de la luminiscencia, resultado que indicd que el ensayo es lo
suficientemente robusto y reproducible para su aplicacién en un screening de compuestos inhibidores

LKR de alto rendimiento.
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8. CONCLUSIONES

e Se ha conseguido expresar y purificar la proteina recombinante hAASS-mys-His6, que
constituye la principal diana terapéutica para el tratamiento de la epilepsia dependiente de

piridoxina, en su forma activa.

e Se confirmé la actividad reductasa de la hAASS-myc-His6 mediante el desarrollo de un ensayo
de absorbancia (A= 340 nm) observandose una proporcionalidad directa entre la disminucion
de la sefial especifica (consumo de NADPH) y la cantidad de enzima empleada. Ademas, se
acopld con éxito un ensayo de luminiscencia para reducir interferencias de compuestos
coloreados y aumentar la sensibilidad en posteriores ensayos de screening de alto

rendimiento.

e Se constatd la reproducibilidad y robustez del método experimental para la busqueda de
compuestos inhibidores LKR mediante el calculo del pardmetro estadistico de calidad Z' (Z'=

0.776).
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