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Alloc Aliloxicarbonilo MAO Monoamina oxidasa
ALP Fosfatasa alcalina min Minuto
BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate NBT Nitro blue tetrazolium chloride
CMV Citomegalovirus NIR Near Infrared
DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium PBS Tampon de fosfato salino
ESIPT !Efecto de transferencia de proton Rho Rodamina
intramolecular en estado excitado
GSH Glutation reducido SEAP Secreted Embryonic Alkaline
Phosphatase
h Hora Tris Tris(hidroximetil)aminometano
HEK-293 Linea celul_ar de_rlvada de tejido epitelial Tween-20 Mon_olaurato de polioxietilen(20)
renal embrionario humano sorbitano
Linea celular inmortal derivada de tejido Linea celular derivada de tejido
HelLa de céncer de cuello uterino de Henrietta ~ Vero epitelial renal de mono verde africano
Lacks (Chlorocebus sabaeus)
HPLC-MS Cromatografia liquida de a]ta resolucion Xg Veces a aceleracion gravitacional
acoplada a la espectrometria de masas
LB Caldo de lisogenia Aem Longitud de onda de emision
Resumen.

Una de las actuales lineas de trabajo en el &mbito de la investigacion en la quimica biolGgica se basa en el
disefio y realizacion de reacciones no naturales en ambientes bioldgicos sin afectar al funcionamiento de los
mismos. Los numerosos avances en el campo han abierto la posibilidad al desarrollo de nuevas rutas metaboélicas
artificiales, fruto de la combinacion de estas reacciones artificiales, con los propios procesos enzimaticos
celulares, lo que podria dar lugar a nuevos tipos de herramientas biomédicas. Con este fin, en este trabajo se
llevard a cabo la sobreexpresion de enzimas en diferentes lineas celulares para comprobar la viabilidad de un
proceso tdndem entre dos tipos de catalisis (metalica y enzimatica) tanto en escenarios con niveles fisiologicos

enzimaticos como sobreexpresados.



La sobreexpresion enzimatica y sus medidas correspondientes, asi como la preparacion del material
bioldgico necesario, seran el objeto de este trabajo, mientras que el disefio de la reaccion tandem y sus estudios
de reactividad in vitro e in cellulo del proceso se recogen detallados en el TFG homdlogo del Grado en Quimica,

realizado en el grupo del Prof. Mascarefias.

1. Introduccién.

Las enzimas son proteinas que actan como biocatalizadores disminuyendo la energia de activacion de las
reacciones en el interior celular y por tanto acelerando la velocidad de las mismas. Presentan una gran
especificidad en cuanto a sustrato y eficiencia y aunque muchas se encuentran en los liquidos corporales no se
forman en éstos, sino que se liberan a partir de las células, de manera que niveles anormales se asociaran con

diversas patologias.

1.1. La importancia de la monitorizacion por fluorescencia de la actividad enziméatica.

Dado que las sondas fluorescentes son herramientas muy Utiles a la hora de visualizar la distribucion
espacial y temporal de especies de interés en células, el desarrollo de sondas diana para la actividad de enzimas
se ha convertido en un importante campo de estudio para la investigacion biomédica. Son compuestos que se
disefian en base a relaciones especificas con los sitios activos enzimaticos, de forma que no interfieren en las
complejas redes metabdlicas del sistema. Al interaccionar con el catalizador enzimatico, van a ver modificada
su estructura molecular y con ella sus propiedades fluorescentes, permitiendo, de este modo, la visualizacion y

monitorizacion del proceso en tiempo real.

Tan et al., desarrollaron en 2017 una sonda basada en fluorescencia NIR (near infrared) que detecta de
manera selectiva la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP), demostrando su biocompatibilidad y rapida

internalizacién celular en células HeLa y ratones (Figura 1).

o, PH
"P-OH
HO
&, &
(o] / 4 [o] /)
7<) Sy /
0 femme. O &

Fluorescencia OFF ‘ == Yol = Fluorescencia ON

Figura 1: Esquema de la reaccién basada en una sonda fluorescente de infrarrojo cercano para monitorizacion de

actividad ALP en células vivas y ratones. (Elaboracion propia)

4



Esta enzima constituye un ejemplo de una enzima con interés clinico que se emplea como indicador
patologico. La ALP se localiza, mayoritariamente, anclada en la membrana plasmaética de las células y se
caracteriza por catalizar la hidrolisis de ésteres de fosfato en proteinas y &cidos nucleicos, entre otros.! Valores
elevados de esta enzima en sangre se relacionan con enfermedades tales como los desérdenes metabdlicos
6seos,® sindrome metabdlico* o incluso algunos tipos de cancer como el hepatocarcinoma® o el de prostata®,

relacionandose estos valores con un peor prondstico postoperatorio e indice de reaparicion tumoral.

En el grupo de Zhang,” desarrollaron en 2019 una sonda fluorescente (basada en un efecto de transferencia
de proton intramolecular en estado excitado, ESIPT), que incorporaba un motivo director a mitocondrias,
ademas del grupo fosfato diana para la actividad de la ALP. Esta sonda, en estado fosforilado emite sefial de
fluorescencia verde (A = 514 nm) y sufre un cambio en la sefial de fluorescencia a rojo (A = 650 nm) al ser
desfosforilada por la ALP presente en las mitocondrias (Figura 2), incrementando de este modo la capacidad

de control en la localizacién en la monitorizacion del proceso.
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Figura 2: Esquema del funcionamiento del efecto ESIPT de la sonda con grupo director a mitocondrias.

(Elaboracién propia)
También se describieron sondas fluorescentes para otras enzimas como por ejemplo la tirosinasa, implicada
en procesos cutaneos o la monoamina oxidasa (MAO-A y MAO-B) relacionadas con desérdenes cognitivos y

neurodegenerativos, respectivamente, entre muchas otras.®

1.2. La quimica bioortogonal en el mundo celular.

En el afio 2003 surge de la mano de Carolyn Bertozzi la Quimica Bioortogonal, centrada en el desarrollo

de herramientas quimicas para realizar reacciones no naturales en ambientes biolégicos y celulares. Estas



reacciones bioortogonales han de tener lugar en condiciones fisioldgicas, por lo que deben ser biocompatibles
evitando la generacion de especies toxicas. Ademas, se caracterizan por una gran quimioselectividad y cinética

rapida para no interferir con las propias rutas metabdlicas del sistema.’

Aunque en sus inicios la Quimica Bioortogonal se empled para monitorizar y visualizar los procesos
fisiol6gicos que tienen lugar a nivel celular y subcelular, desde el descubrimiento de la compatibilidad de los
procesos organometalicos con los bioldgicos, el estudio y disefio de catalizadores de reacciones basados en
metales de transicion se ha disparado en los Gltimos afios para el estudio de reacciones en medios celulares. A

pesar de ello, las eficiencias alcanzadas siguen distando mucho de las conseguidas por los enzimas naturales.'

En este campo, destacan sobre todo las reacciones de ruptura de enlace promovidas por metales de
transicion, como el rutenio o el paladio, que fundamentalmente se han empelado para la liberacion de farmacos
y monitorizacion de procesos mediante la generacion de moléculas fluorescentes.!**? El proceso consistiria en
el empleo de una sonda modificada previamente de forma que alguna de sus propiedades se vea alterada. Una
vez esta sonda entra en la célula, sufre una reversion de esta modificacion previa, a través de una reaccion
catalitica promovida un catalizador organometalico bioortogonal introducido también en el medio celular,

volviendo a recuperarse la propiedad que permite monitorizar el transcurso del proceso. (Figura 3)
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Figura 3: Esquema del proceso bioortogonal promovido por catalisis artificial. (Elaboracién propia)

Del mismo modo que mediante la incorporacion de grupos directores a ciertos organulos se podia
monitorizar de manera localizada la actividad enzimatica, estos catalizadores metalicos también van a poder ser

disefiados de manera que su actividad catalitica se dirija a un compartimento celular concreto.



Un ejemplo de esto es el catalizador de rutenio (Rul) descrito por Tomas-Gamasa y colaboradores en el
2016. Tomando como base catalizadores de rutenio disefiados por Volker y Meggers,*** pioneros en el campo,
desarrollaron un catalizador capaz de llevar a cabo reacciones de desproteccion (de aminas con grupos
aliloxicarbonilo (alloc) y alcoholes con grupos alilo) de forma selectiva en mitocondrias (Figura 4).*° Para ello,
incorporaron como vector director en el catalizador metélico un grupo trifenilfosfonio que, por su lipofilia y
carga positiva, promueve la entrada del catalizador a dicho organulo. Para poder visualizar su localizacion
modificaron el grupo trifenilfosfonio con un grupo pireno que emite fluorescencia azul. Como sonda emplearon
el fluor6foro rodamina (Rho) protegido con grupos alloc, diana por lo tanto para la desproteccién promovida

por el catalizador.
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Figura 4: a) Estructura del complejo de rutenio Ru5 con grupo director a mitocondrias y grupo fluorescente (pireno)
integrado. b) Reaccién de desproteccion de Rho-alloc promovida por el complejo de rutenio Rul.

Los resultados de los ensayos in vivo empleando el catalizador Rul, mostrados en la Figura 5, confirmaron
la acumulacion del catalizador en las mitocondrias gracias a la presencia del grupo director trifenilfosfonio y su

funcionamiento como catalizador de desproteccion de aminas-alloc.



Figura 5: Microscopia de fluorescencia de la reaccion de desproteccion promovida por el catalizador Rul de Rho-
alloc. En el panel A la sefial roja procedente del marcaje de las mitocondrias de células HeLa con TMRE, un marcador
mitocondrial comercial. El panel B muestra la emisién de fluorescencia azul propia del grupo pireno del catalizador.
Finalmente, la total superposicién de las imagenes de A y B, que se muestra en el panel C, revela la localizacién del
catalizador en las mitocondrias. En el panel D, se observa la fluorescencia que se genera tras la reaccién de desproteccion
promovida por el catalizador de Ru de la Rho-alloc, sefial que también colocaliza con este organulo. Esto confirma que el

nuevo complejo no sdlo tiende a acumularse en mitocondrias, sino que mantiene su actividad en las mismas.®

1.3. Combinacidn de catalisis organometalica y enzimatica.

Teniendo en cuenta el potencial de los catalizadores organometélicos de rutenio como catalizadores de
reacciones bioortogonales de desproteccion, y las increibles propiedades de los catalizadores enzimaticos en
cuanto a cinética y selectividad, ademas del interés biomeédico de muchas de estas, podria ser interesante el
disefio de reacciones bioortogonales tandem en las cuales ambos catalizadores colaboran entre si. Esta
combinacion de catélisis organometalica y enzimética contribuiria al disefio de nuevas redes metabolicas
artificiales, asi como también al desarrollo de nuevas técnicas biomédicas y sintesis de fArmacos. Seria un
proceso tdndem de dos etapas consecutivas en las que el producto de la primera se convertiria en el sustrato de

la segunda.

2. Objetivos.

Los objetivos principales de este trabajo son:

1. Sobreexpresion del enzima fosfatasa alcalina en células de mamifero mediante transfeccion de un

plasmido de expresion.

2. Medicion del grado de expresion, a fin de comprobar la viabilidad de la combinacion de la actividad

de estas enzimas con la de catalizadores organometélicos.



La combinacion en reacciones tdndem de estas reacciones artificiales con los procesos enzimaticos
celulares, tendria como fin la construccion de circuitos metabdlicos exdgenos o descubrimiento de nuevos tipos

de herramientas biomédicas que puedan ejecutarse in vivo.

3. Material y métodos.

3.1. Materiales.

Material bioldgico

Cepas bacterianas: Para el crecimiento del plasmido se usé la cepa XL1-Blue (Stratagene, La Jolla,

California; genotipo: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17, supE44, relAl, lac[F’proAB laclgZAM15 Tnl10

(Tet?))).

Lineas celulares: La sobreexpresion del plasmido se llevo a cabo en células de mamifero de las lineas

HEK-293 (células embrionarias de rifion humano) y Vero (células de rifion de mono verde africano).

Plasmido recombinante: Se emple6 el plasmido p-BLUESCRIPT CMV-SEAP (Addgene #24595), que

codifica para el gen SEAP (Secreted Embryonic Alkaline Phosphatase) (35-1552) bajo el control del promotor
de CMV (citomegalovirus) (1717-1920), la presencia el gen AmpR (3300-4160) le confiere resistencia a

ampicilina, carbenicilina y similares.

Material no biolégico

Medios de cultivo:

Medio LB: 0.1% triptona, 0.5% extracto de levaduras, 1% NaCl, suplementado con ampicilina (1:1000) cuando

era necesario. Para cultivos solidos, se suplementé con 1.5% bacto-agar. Medio DMEM stock: comercial

nvitrogen, Barcelona, Espafia), conteniendo 3.7 g-L™ de Na 3, 4.5 ¢-L™ de glucosa, y piruvato. Medio
(Invi Barcel Espafia) iendo 3.7 g-L™ de NaHCOs, 4.5 g-L™ de gl i Medi

DMEM completo: para el mantenimiento de las lineas celulares se suplement6 el medio DMEM stock con 10%

de FBS, 1% de glutamina y 1% de penicilina y estreptomicina.

Disoluciones y tampones:

PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM Na;PO4 y 1.5 mM KH>PO,4. Tampon de lisis: 0.25% Tween-20, 1

mM DDT, 200 mM NaCl, 20 mM Tris (pH 7.5), 2 mM MgCl.. PEI (polietilimina). NBT/BCIP para deteccién



de actividad ALP: 200 pL de disolucién stock por cada 10 mL (0.1 M Tris-HCI (pH 9.5), 0.1 NacCl, 0.05 M

MgCl,). Paraformaldehido al 4% en PBS. TBS: 20 mM Tris, 500 mM NaCl. TBS-leche: TBS y 4% de leche

desnatada.

3.2. Procedimientos generales.

3.2.1. Transformacion bacteriana.

Viales de bacterias competentes (XL1-BLUE) conservados a —80 °C se descongelaron en hielo para
proceder a su transformacion con el plasmido p-BLUESCRIPT CMV-SEAP. A continuacion, en un tubo
Eppendorf, a 100 pL de la suspension de bacterias se afiadio 1 L de plasmido y se agitd suavemente. La mezcla
se incub6 durante 30 min en hielo, seguido de un choque térmico de 1 mina 42 °C y, a continuacién, se mantuvo
2 min en hielo. Se afladen 900 pL de LB sin antibidtico y se incuba a 37 °C durante 40-60 min. Seguidamente,
se centrifuga 1 min a 3000 x g, se retira el sobrenadante volcando el tubo y se resuspende el pellet en el volumen
restante (aprox. 50 pL). La suspension obtenida se siembra en una placa LB-agar con el antibiético

correspondiente (ampicilina en este caso) y se deja toda la noche en la estufa a 37 °C.

3.2.2. Crecimiento bacteriano en medio liquido.

Para poner a crecer las bacterias transformadas con el plasmido, se pica una colonia de la placa LB-agar
con ampicilina y se tira la punta de la micropipeta en 50 mL de LB con el antibiético ampicilina (1:1000), en
este caso, en un matraz Erlenmeyer con 4 volumenes de aire, con respecto a los 50 mL de LB, para asegurar un

buen crecimiento. Se deja toda la noche en agitacion.

3.2.3. Purificacion del plasmido por Midiprep (kit PureYield™ Plasmid Midprep System)

PREPARACION DEL LISADO (parametros para 50 mL): se centrifuga el cultivo liquido con las bacterias
crecidas a 7 000 x g durante 10 min empleando la centrifuga de rotor fijo. A continuacién, se resuspende el
pellet en la disolucion de Resuspension (3 mL) y se afiade la disolucion de Lisis Celular para lisar las bacterias
(3 mL). Se invierte el Falcon 3-5 veces para homogeneizar la mezclay se incuba 3 min a temperatura ambiente.
Seguidamente, se afiade la disolucion de Neutralizacién (5 mL) para una buena separacion del DNA del resto
del material bacteriano. Se invierte el Falcon 3-5 veces para mezclar y se incuba 2-3 min a temperatura ambiente

para asegurar una buena limpieza.
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PURIFICACION DE DNA POR CENTRIFUGACION (empleando la centrifuga de rotor fijo): se coloca
la columna azul de limpieza del kit en un nuevo Falcon de 50 mL y se vierte el lisado en ella, incubando durante
2 min para permitir a los residuos subir. A continuacidn, se centrifuga a 1500 x g durante 5 min (si el lisado
siguiese en la columna, repetir el centrifugado). Se coloca la columna blanca del kit, donde quedaré retenido el
DNA, en un tubo de centrifuga de 50 mL. Se vierte el lisado ya centrifugado en la columna y se centrifuga de

nuevo a 1500 x g durante 3 min.

LAVADO: se afladen 5 mL de Endotoxin Removal Wash (con isopropanol) a la columna blanca. Se
centrifuga a 1500 x g 3 min, se vacia la disolucién recogida y se vuelve a poner la columna con el ADN en el
mismo tubo. Se afiaden 5 mL de Column Wash solution (con etanol) a la columna blanca y se centrifuga de
nuevo a 1500 x g 5 min. Se saca la columna vy se tira la disolucién. Para asegurar la eliminacion del etanol, se

centrifuga a 1500 x g durante 10 min y, a continuacion, se deja secar 10 min al aire.

ELUCION: en un nuevo tubo, se afiaden 400 pL de Nuclease-Free Water a la columna y se centrifuga a
1500 x g durante 5 min. Se recoge la elucion en un tubo Eppendorf (Elucion 1) y se repite el proceso para una

segunda elucion (Elucion 2).

PRECIPITACION DE DNA: para precipitar el DNA y tener la concentracion de plasmido deseada, se afiade
a cada tubo 1/10 del volumen de la disolucién (400 pL) de acetato de sodio (3M, pH 5.3), es decir, 40 pL, y 2
volimenes del volumen total de etanol (100%) (800 pL). Se incuba a -20 °C al menos 30 min y se centrifugan
las muestras 30 min a 16000 x g (4 °C) en la microfuga y se obtiene finalmente el pellet de DNA tras retirar el
sobrenadante. Se deja secar y el pellet se resuspende en 100 pL de agua estéril. A continuacion, se juntan las
suspensiones procedentes de ambas eluciones en un mismo tubo y se procede a la medicion de la concentracion

del plasmido en el Nanodrop (ND-1000 Thermo).

3.2.4. Transfeccion celular con plasmidos.

La transfeccién celular con dicho plasmido se llevé a cabo para dos tipos de lineas celulares: HEK-293 y
Vero. En placas de 12 pocillos, se sembraron las células con 24 h de antelacion a la transfeccion. El dia de la
transfeccion, se prepararon tantos tubos estériles como pocillos de la placa se deseaba transfectar. En cada tubo

esteril, se afadieron 100 puL de disolucion D-MED Stock y se afiadid el volumen correspondiente a 1 pg del
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plasmido purificado, y 3 pL de PEI como agente de transfeccidn, asegurandose de mezclar bien con el medio.
Tras 30 minutos de incubacién a temperatura ambiente, el contenido de los tubos se pipete6 gota a gota sobre

los correspondientes pocillos de las células y se dejaron en incubacién en la estufa a 37 °C.

Recogida de extractos de lisados celulares: la recogida de los lisados se efectu6 a tres tiempos diferentes
de incubacidn: 24, 48 y 72 h. Para ello, se retir6 el medio por aspiracion, se lavaron con PBS (3 x 1mL) y, por
ultimo, se recogieron en 100 pL de tampon de lisis frotando con la pipeta el fondo de los pocillos para asegurar

una recoleccién mas efectiva. Los lisados se recogieron en tubos que se almacenaron a 4 °C hasta su utilizacion.

3.3. Evaluacion del grado de sobreexpresion.

3.3.1. Deteccion de actividad ALP mediante NBT/BCIP Stock Solution.

Para la determinacion del grado de sobreexpresion de la enzima ALP en células HEK-293 y Vero
(transfectadas y sin transfectar) se tomaron 10 pL de los extractos recogidos en tampon de lisisa 24, 48y 72 h
y se le afiadio a cada muestra 200 pL de disolucion NBT/BCIP (kit especifico para deteccion de actividad ALP)
previamente preparada. A continuacion, se mantuvieron 30 min en incubacion en la estufaa 37 °C y el grado de

sobreexpresion se midié por absorbancia en UV-Vis empleando el Nanodrop.

3.3.2. Fijacion de células para analisis por microscopia.

Las células HEK-293 y Vero destinadas a este analisis, se sembraron con 24 h de antelacién a la transfeccion
en placas de 12 pocillos sobre cubres. Pasadas 48 h del momento de su transfeccion, se procedio a la fijacion de
ambas lineas celulares (transfectadas y sin transfectar) para su posterior analisis por microscopia. Para ello, se
retir6 el medio de cultivo y se lavaron con PBS x1 (2 x 1 mL), se adicionaron 500 pL de disolucion NBT/BCIP
previamente preparada y se dejé 10 min en el agitador. Seguidamente, se realizé otro lavado con PBS (1 mL) y
se prepararon las muestras para observar al microscopio empleando 20 puL de Mowiol DABCO para el montaje.

Las muestras se observaron en un microscopio Olympus BX51 equipado con una camara Olympus DP-71.

3.3.3. Dot-Blot empleando el aparato de Microfiltracién Bio-Dot®.

Para el montaje del aparato Bio-Dot® se introducen 3 laminas de papel de filtro Bio-Dot SF sobre la junta
de estanqueidad, y a continuacion se coloca la membrana (9 x 12 cm) membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad

#1620094), previamente hidratada en TBS durante 10 min. Una vez colocada la membrana, se ajusta la parte

12



superior del aparato apretando los tornillos 2 a 2 en cruz para asegurar una buena filtracion por vacio. Para
asegurar la correcta hidratacion de las laminas, se rellenaron todos los pocillos del aparato con 250 pL de TBS
y se conectd el sistema a vacio. Para evitar la difusion entre pocillos a la hora de filtrar, aquellos que no iban a

ser empleados se bloquearon con la adicion de 300 pL de TBS + leche.

Una vez el efectuado el montaje e hidratacion del aparato se afiadieron las disoluciones de los lisados
celulares previamente preparadas (se tomaron 10 pL de extracto de cada una de las muestras a analizar, se
centrifugaron y a los correspondientes sobrenadantes se les afiadieron 250 pL de TBS). Tras afiadir los extractos,
se vuelve a conectar el aparato a vacio para que tenga lugar su filtracion. Acto seguido, se afiadieron 250 L de
TBS en estos pocillos y conectd de nuevo a vacio el sistema para el lavado de las proteinas que quedaran
retenidas en la membrana. Para el revelado de las proteinas retenidas en la membrana, se desmonta el aparato
Bio-Dot tras volcar el contenido de los pocillos con TBS y leche, y se sumerge en una disolucién de NBT/BCIP

(10 mL) para determinacion selectiva de la actividad ALP.

4. Resultados y Discusion.

4.1. Evaluacion del grado de sobreexpresion enzimatica ALP en células HEK-293 vy Vero tras transfeccion
con plasmido p-BLUESCRIPT CMV SEAP.

4.1.1. Medicién actividad ALP mediante NBT/BCIP Solution.

El plasmido p-BLUESCRIPT CMV SEAP se creci6o y purificd segin los procedimientos descritos,
obteniéndose finalmente a una concentracion de 480 ng/uL. A continuacion, se empled para la transfeccion de
las lineas celulares HEK-293 y Vero y los lisados se recogieron para tiempos de incubacion de 24, 48y 72 h.
El grado de sobreexpresion enzimatica se determind empleando el kit NBT/BCIP, el cual interacciona con la
ALP dando lugar a un precipitado azul como resultado de una reaccion redox posterior a la desfosforilacion del
sustrato BCIP. Los resultados observados por medicion de absorbancia en UV-Vis en el Nanodrop mostrados
en la Figura 6, indican un aumento de la presencia de actividad ALP a medida que van pasando las horas desde
el momento de la transfeccion en el caso de las células HEK-293. Sin embargo, en el caso de la linea celular
Vero, la transfeccién no seria lo suficientemente exitosa como para producir un aumento significativo de la

actividad ALP en relacién a las células sin transfectar.
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Figura 6: Representacion valores medios de absorbancia obtenidos en las transfecciones de células con plasmido p-
BLUESCRIPT CMV SEAP de HEK-293 y Vero realizadas. En el caso de la linea celular HEK-293 se observa un
aumento progresivo de la actividad ALP desde el dia de la transfeccién. Al contrario, las células Vero, no parecen presentar

un aumento significativo de dicha actividad enziméatica en comparacion con las células sin transfectar).

4.1.2. Comparacién de células transfectadas y sin transfectar por microscopia.

Coincidiendo con lo observado a través de las anteriores mediciones de sefial de absorbancia, en las
micrografias de células fijadas que se muestran a continuacion (Figura 7) se puede observar como el tratamiento
con NBT/BCIP de células transfectadas (y por tanto con niveles sobreexpresados de enzima ALP) va a dar lugar
a una mayor cantidad de depositos azulados que en el caso de las células sin transfectar, y que poseen por tanto
niveles fisioldgicos de ALP. Este hecho, del mismo modo que ocurria en el andlisis por absorbancia, sera
mayormente notable en el caso de las células HEK-293 (paneles A y B), que en las Vero, (paneles C y D),

denotando asi una menor cambio en la actividad de la enzima ALP tras las transfeccién en estas Ultimas.

Figura 7: Analisis microscépico en rango UV-Vis de células HEK-293 (A, B) y células Vero (C, D). Los paneles A 'y
C, se corresponderian con las células HEK-293 y Vero, respectivamente, sin transfectar, de ahi que la presencia de
depositos azules al reaccionar con el kit NBT/BCIP especifico para actividad ALP sea muy reducida. Sin embargo, al
observar los paneles B 'y D, correspondientes a células transfectadas HEK-293 y Vero, respectivamente, vemos que si va a

haber depoésitos de precipitado azulado en lo que seria la membrana plasmatica de la célula, coincidiendo asi con su
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principal localizacion. Este hecho serd mucho més notable en el caso de las células HEK-293 que las Vero, coincidiendo

con lo observado por absorbancia de los extractos).

4.1.3. Deteccion de la enzima ALP mediante técnica Dot- Blot por microfiltracion.

Siguiendo el montaje y procedimiento descrito anteriormente, se llevé a cabo la deteccion de la enzima
ALP mediante la técnica Dot-Blot. Tras la microfiltracion de los extractos de lisados celulares, la enzima se
gueda retenida en la membrana de nitrocelulosa, de manera que al tratarla luego con el kit NBT/BCIP se va a
revelar la presencia de esta con mayor o menor intensidad en funcién del grado de sobreexpresion alcanzado en
dichos extractos. Dado que las células de la linea Vero no mostraban resultados de sobreexpresion muy
satisfactorios, esta técnica s6lo se llevd a cabo con los lisados de células HEK-293, con y sin transfectar,

obteniéndose la membrana con la enzima revelada que se observa en la Figura 8.

Los resultados obtenidos, coinciden con lo esperado y muestran un mayor del grado de sobreexpresion
enzimatica al comparar células transfectadas con respecto a sin transfectar, asi como también un aumento de la

expresion con el aumento de las horas de incubacion dentro de las propias transfectadas.

Figura 8: Andlisis Dot-Blot del grado de sobreexpresion de la enzima ALP lisados de células HEK-293. Se observa la
mayor expresion de la enzima en las células transfectadas con respecto a las sin transfectar, y un aumento de la presencia
de enzima con el aumento de las horas de incubacion tras la transfeccion con el plasmido, siendo especialmente notable el

aumento de la concentracion en el paso de 24 a 48 h.
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4.2. Estudios de viabilidad de una reaccion tandem in cellulo.

4.2.1. Funcionamiento de la sonda/sustrato de la reaccion.

Para los estudios de la reaccion tandem, llevados a cabo en el TFG homologo del Grado en Quimica, se
disefid y sintetiz6 una sonda sustrato (1) que involucraria dos reacciones encadenadas, como se muestra en el
Esquema 1: una desproteccién mediada por rutenio (catalisis artificial metélica) y una reaccién promovida por
la enzima fosfatasa alcalina (ALP) (catalisis natural). Para ello, el fluoréforo semi-mariolina (3), con
fluorescencia verde por efecto ESIPT, se modificé incorporando las funciones reactivas para cada catalizador:
un grupo alilo, para la desproteccion mediada por rutenio, y por otro, el grupo fosfato sobre el que actuaré la
ALP. Al completarse la reaccion tdndem, se recuperara la fluorescencia del compuesto 3, permitiendo de ese

modo la monitorizacién del proceso en tiempo real.

. 0
0\ /O P\

N N o ©°f N OH
NNy Ru Q ALP

S N S =
S o (e} 0]
Sonda semi-mariolina Control intermedio Fluoro6foro semi-mariolina (3)
bisalilada (1) de la sonda (2)

Esquema 1: Etapas del proceso tandem disefiado.

4.2.2. Evaluacién de la reaccion tdndem mediante ensayos in vitro.

Una vez obtenidos los lisados de células HEK-293, tanto con niveles sobreexpresados como con niveles
fisioldgicos de ALP, se iniciaron los estudios in vitro en una disolucién tamponada de fosfato de pH 7.2 como
el PBS. Para ello, se prepararon diferentes tubos donde se fueron afiadiendo las diferentes posibles
combinaciones de los reactivos de interés: adicion de complejo de rutenio y de lisado, ausencia de rutenio,
ausencia de extracto y ausencia de ambos. Los resultados, resumidos en la Figura 9, se analizaron por HPLC-

MS.
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Figura 9: Esquema resumen de los ensayos in vitro llevados a cabo y sus resultados (*) La enzima ALP empleada procede
de 2 stocks de lisados celulares diferentes: células transfectadas con ALP sobreexpresada y células sin transfectar con niveles
fisioldgicos de ALP. El glutation reducido (GSH) funciona como activante del complejo de rutenio. (Elaboracién propia)

Solo se aprecia la presencia del producto 3, resultado de la reaccién tandem, en aquellos ensayos en los
gue se afiade tanto lisado celular, que contiene la enzima ALP, como catalizador de rutenio. Al contrario, en
aquellos experimentos que transcurren en ausencia de alguno de los dos catalizadores, se detectaron los

intermedios de reaccidn, correspondientes, pero no el fluor6foro producto 3 de la reaccién tindem.

A pesar de probar la reaccion a distintos tiempos de incubacion, no se observaron diferencias entre el stock
de células transfectadas, con altos niveles de ALP, y sin transfectar, con niveles fisioldgicos. Esto podria deberse
a una situacion de exceso de concentracion de ALP en ambos extractos, en relacion a la necesaria para que tenga
lugar la reaccion, de manera que en futuros experimentos se empleardn diluciones de los extractos para poder

apreciar diferencias en la actividad de la ALP al trabajar a menores concentraciones de enzima.

4.2.3. Evaluacion de la reaccion tandem en cultivos celulares.

A la vista de los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, se procedié a estudiar dicha transformacion
en el interior de las células vivas usando de nuevo células HEK-293 transfectadas siguiendo los procedimientos

previamente descritos. El procedimiento empleado se encuentra resumido en la Figura 10.
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Figura 10: Procedimiento experimental llevado a cabo en estudios in cellulo. Las células (con ALP sobreexpresada y con
niveles fisiologicos) se incubaron con los dos complejos de rutenio Ru2-AG (con grupo director a aparato de Golgi) y Ru3-RE
(con grupo director a reticulo endoplasmatico), previamente empleados en el grupo del Prof. Mascarefias, durante 30 min y a una
concentracion de 25 pM en 300 pL de DMEM. A continuacidn, se realizaron dos lavados con DMEM (2 x 300 pL) para eliminar
el complejo de rutenio restante del medio extracelular asegurando asi el caracter intracelular del proceso. Las células resultantes
se incubaron con el sustrato 1 (50 uM) durante 4-5 h. (Elaboracién propia)

Dado que unicamente el producto 3 del proceso tdndem es fluorescente y, ni el sustrato inicial ni el
intermedio que se genera entre ambas reacciones (2) presenta fluorescencia, un aumento en la intensidad de esta
solo puede ser debido a la formacion del producto 3 al finalizar correctamente la reaccion. Las micrografias
obtenidas como resultado de los ensayos llevados a cabo con células HEK-293 sin transfectar y células HEK-
293 transfectadas con tiempos de incubacion de 24 y 48 h se muestran en la Figura 11. Coincidiendo con los
resultados obtenidos en la seccion 4.1. se observara un incremento de sefial de fluorescencia acorde con la mayor
presencia de enzima ALP en el medio, siendo las células sin transfectar las que muestran una sefial méas débil y

las transfectadas con un tiempo de incubacion de 48 h las que mas.
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Figura 11: Micrografias de la reaccion tandem. Promovida por Ru2-AG y Ru3-RE en células HEK-293 sin transfectar (A-
C), a 24 h de la transfeccion (D-F) y a 48 h de la transfeccién (G-1). Se observa un incremento de la fluorescencia por formacion

del producto 3, concordante con el aumento de la enzima ALP en el medio. Canal verde, Aexc= 470 nm y Aem = 490-580 nm.

5. Conclusiones.

Este trabajo se ha centrado en la sobreexpresion enzimatica en diferentes lineas celulares para el desarrollo
y estudio de nuevas rutas metabdlicas artificiales en sistemas biol6gicos mediante el disefio de un proceso
tdndem que combina dos tipos de catalisis: catalisis artificial, promovida por complejos de rutenio, y catalisis
natural, mediada por la enzima ALP. Los andlisis del grado de sobreexpresién conseguida tras la transfeccion
mostraron una mayor diferencia de actividad ALP entre células transfectadas y sin transfectar en el caso de las
células HEK-293 que en las Vero, observandose ademas el incremento de la actividad enzimatica segln
aumentaba el tiempo de incubacién tras la transfeccion. La evaluacion del proceso tdndem con la sonda 1
mediante los ensayos in vitro en lisados celulares de células HEK-293 e in vivo en células HEK-293 vivas (con
y sin niveles sobrexpresados de enzima ALP en ambos casos), demuestran la bioortogonalidad y compatibilidad

del proceso con los medios bioldgicos.
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