o,
Universitat
de Girona
o

ESTUDIS BIOQUI'MIQS | MOLECULARS EN
PACIENTS AMB DEFICIENCIES MITOCONDRIALS
| DE COENZIM Q10

Ndria Bujan Murla

Per citar o enllagar aquest document:
Para citar o enlazar este documento:
Use this url to cite or link to this publication:

http://hdl.handle.net/10803/398584

ADVERTIMENT. L'accés als continguts d'aquesta tesi doctoral i la seva utilitzacié ha de respectar els drets
de la persona autora. Pot ser utilitzada per a consulta o estudi personal, aixi com en activitats o materials
d'investigacio i docéncia en els termes establerts a I'art. 32 del Text Refés de la Llei de Propietat Intel-lectual
(RDL 1/1996). Per altres utilitzacions es requereix l'autoritzacié prévia i expressa de la persona autora. En
qualsevol cas, en la utilitzacioé dels seus continguts caldra indicar de forma clara el nom i cognoms de la
persona autora i el titol de la tesi doctoral. No s'autoritza la seva reproduccio o altres formes d'explotacio
efectuades amb finalitats de lucre ni la seva comunicacié publica des d'un lloc alié al servei TDX. Tampoc
s'autoritza la presentacié del seu contingut en una finestra o marc alie a TDX (framing). Aquesta reserva de
drets afecta tant als continguts de la tesi com als seus resums i indexs.

ADVERTENCIA. El acceso a los contenidos de esta tesis doctoral y su utilizacion debe respetar los
derechos de la persona autora. Puede ser utilizada para consulta o estudio personal, asi como en
actividades o materiales de investigacion y docencia en los términos establecidos en el art. 32 del Texto
Refundido de la Ley de Propiedad Intelectual (RDL 1/1996). Para otros usos se requiere la autorizacion
previa y expresa de la persona autora. En cualquier caso, en la utilizacién de sus contenidos se debera
indicar de forma clara el nombre y apellidos de la persona autora y el titulo de la tesis doctoral. No se
autoriza su reproduccion u otras formas de explotacion efectuadas con fines lucrativos ni su comunicacion
publica desde un sitio ajeno al servicio TDR. Tampoco se autoriza la presentacién de su contenido en una
ventana o marco ajeno a TDR (framing). Esta reserva de derechos afecta tanto al contenido de la tesis como
a sus resumenes e indices.

WARNING. Access to the contents of this doctoral thesis and its use must respect the rights of the author. It
can be used for reference or private study, as well as research and learning activities or materials in the
terms established by the 32nd article of the Spanish Consolidated Copyright Act (RDL 1/1996). Express and
previous authorization of the author is required for any other uses. In any case, when using its content, full
name of the author and title of the thesis must be clearly indicated. Reproduction or other forms of for profit
use or public communication from outside TDX service is not allowed. Presentation of its content in a window
or frame external to TDX (framing) is not authorized either. These rights affect both the content of the thesis
and its abstracts and indexes.



http://hdl.handle.net/10803/398580

N
Universitat

de Girona
R

—
m

SI D

o

CTOR

g
—

U
E

A O C) O

S
y
JND
1

O X X 1M
O=Z00r —

M m C H

> T1 |

N

D OO A T

NURIA BUJAN MURLA.2015

H ) H

= M O
O O =Z C

—

m 0 <X
UV x>=H
o

CJh C)

m < H U0

|_|
R
|_|










FH FUNDACIO

Universitat
de Girona

e e/

TESI DOCTORAL

ESTUDIS BIOQUIMICS I MOLECULARS EN PACIENTS AMB

DEFICIENCIES MITOCONDRIALS I DE COENZIM Qy,
Nuria Bujan Murla
2015

PROGRAMA DE DOCTORAT EN CIENCIES EXPERIMENTALS I

SOSTENIBILITAT
Dirigida per: Dra. Paz Briones Dr. Rafael Artuch
Tutora: Dra. Rosa Peracaula
Doctorand: Nuria Bujan Murla

Memoria presentada per optar al titol de Doctora per la Universitat de Girona






La vida és com anar amb bicicleta.

Per mantenir 1’ equilibri, s’ ha de seguir pedalant.

A. Einstein
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“Es demanen estudiants de biologia o bioquimica per a realizar practiques el darrer
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comengar una etapa de la meva vida de la qual em queden molt bons records i molt bones
amistats, sense oblidar que ha estat I'etapa professional més important (i més interessant)

fins al dia d'avui. Per tot aixd, gricies Marisa i gracies Paz!.

Gricies Paz, per ensenyar-me tantes i tantes coses. No només en ciencia, sind també de I3
vida (“Quien de verde se viste, quapa se cree’, per exemple) i per ensenyar-me que no
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millor (per aix5 ets jefa)!

Gracies Rafa (Dr. Artuch pels amics), que des de |'Hospital Sant Joan de Déu m’has ensenyat
a obrir [a ment i a trobar sempre el costat positiu de les coses. Sense deixar d’esmentar el teu

bon humor, que sempre é benvingut!

Gracies també a |'/Antonia Ribes, per donar-me la oportunitat de formar part de I'equip de
['IBC.

No m’oblido de la Sdnia, gricies per tot el que em vas ensenyar i per la paciencia que vas

tenir!!! Ta més que ningd saps com de “desagraits” poden ser els complexes de |3 cadena. .

Gracies Laura (Dra. Laura Gort) per ser com ets i aportar sempre una bocanada d'aire fresc a

totes les coses, disposada a ajudar i a aconsellar.

Judith Garcia i Angela, sense vosaltres una part d‘aquets treball no s'hauria pogut fer!! No fa

falta dir res més.

Judit M., Aida, Leslie, Frede, Natilia i Aleix... Hi ha tantes histories per explicar, tant de dins
de I'IBC com de fora, que és inevitable deixar de somriure!! Gran equip i grans persones! Es

impossible dedicar-vos només unes quantes paraules... No podria haver tingut uns companys



millors. Gran equip d’amigues el que hem format amb I'Aida, la Leslie, la Judit M. i la

Natilia. Sou la millor recompensa d'aquesta tesi!

Judit Macias, has estat la meva mestre, no només en el camp de la ciéncia, sind també en el
de la cultura!! Ets genial! Espero poder sequir compartint part del nostre temps, com fins ara

ho hem estat fent!

Gracies a tota la gent que forma part, o que ha format part, de I'1BC!!! No em voldria deixar

3 ninga..

A tota la gent de L'Hospital Sant Joan de Déu, especialment a la Raquel i la Mar, moltes

gricies per tractar-me sempre tant bé. Es una sort comptar amb gent com vosaltres.

Gracies a tot I""Equip Catenari” per la bona feina feta, pel companyarisme i pel gran treball en

equip!! Un clar exemple de “voler és poder”.

I, evidentment, gracies als meu pares, M*Angels i Llufs, i a en Jordi per la paciéncia que heu
tingut fins al dia d'avui, per animar-me i ajudar-me a sequir endavant quan ho he volqut

engegar tot a rodar. Sort de vosaltres!!!

Aquesta tesi posa punt i final a una etapa que m’ha aportat coses de molts colors diferents

perd que, sens dubte, m’ha format professionalment i m’ha marcat com a persona.

“Camins, que 313 s'esvacixen.
Camins, gue hem de fer sols.
Camins, vorz les estreslles.

Camins, que ara no hi son.”
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¢ ABREVIATURES

3-MGA Acid 3-metilglutaconic

ADN Acid desoxiribonucleic

ADNn ADN nuclear

ADNmt ADN mitocondrial

ADP Adenosinadifosfat

ARN Acid ribonucleic

ARNr ARN ribosomic

ARNt ARN de transferéncia

APS Persulfat amoni

ATP Adenosinatrifosfat

BCA Acid bicinconinic

BCKDH Deshidrogenasa dels a-ceto acids ramificats

BN Blue Native

BN-PAGE Blue Native Polyacrilamida Gel Electrophoresis
BN-WB Blue Native-Western Blot

BSA Albimina serica bovina

CI Complex I; NADH ubiquinona oxido-reductasa
Cll Complex II; succinat ubiquinona oxido-reductasa
ClIII Complex III; ubiquinol-citocrom C oxido-reductasa
Clv Complex IV; citocrom C oxidasa; COX

Ccv Complex V; ATPasa



CHX

CIBERER

CK
CRM
CRICM
CS
CoQ
COX
Ccv
DAB
DMSO
DTNB
ECM
EDTA
ETF
ETFA
ETFB
ETFDH

ETF-QO

FAD/FADH,

FBS

Fe-S

Cicloheximida

Centro de Investigacion Biomédica en Red de Enfermedades

Raras

Creatina quinasa

Cadena respiratoria mitocondrial

Centre de Recherche de I’Institut du Cerveau et de la Moélle
Citrat sintasa

Coenzim Q

Citocrom C oxidasa

Coeficient de variacid

3,3’-Diamnobenzidina

Dimethyl Sulfoxide

5,5’-Dithiobis(2-nitro-benzoic acid)

Errors congenits del metabolisme

Acid etilendiaminoteraacétic

Flavoproteina transferidora d’electrons

Subunitat o de la flavoproteina transferidora d’electrons
Subunitat § de la flavoproteina transferidora d’electrons
Deshidrogenasa de la flavoproteina transferidora d’electrons

Flavoproteina transferidora d’electrons ubiquinona

oxidoreductasa
Dinucleotid de flavina 1 adenina
Fetal Bovine Serum

Ferro-Sofre



FPP Farnesil pirofosfat

GAM Goat anti Mouse

GCS Complex glicina descarboxilasa

GPP Geranil pirofosfat

HCI Acid clorhidric

HCL Hospital Clinic de Barcelona

HMG-CoA 3-hydroxy-3-methylglutaril-coenzima A

HPLC High performance liquid chromatography

HPLC-MS/MS High performance liquid chromatography-espectrometria de

massa en tandem

HSJD Hospital Sant Joan de Déu

HVd’H Hospital Vall d’Hebron de Barcelona

H120 Hospital 12 de Octubre de Madrid

IBC Institut de Bioquimica Clinica; Seccid6 d’Errors Congenits del

Metabolisme (Hospital Clinic de Barcelona)

IPP Isopentenil pirofosfat

KCN Ferrocinur de potassi

KGDH a-cetoglutarat deshidrogenasa

LIAS Sintetasa d’acid lipoic

LOD Limit de deteccid

LLOQ Limit de quantificacid

MADD Deficiéncia multiple d’acil-CoA deshidrogenasa

MELAS Mitochondrial Encephalomyopathy Lactic Acidosis Stroke-like

episodes



Meva
2H3-Meva
MP
MRM
MTT
NAD/NADH
NBCS
NBT
NMD
NPC
OSCP
OXPHOS
PBS

PCR
PDH
C4-PHB
PHB
PMS

PTP

ROS

RT
TEMED

SD

Mevalonolactona

Mevalonat deuterat

Muscul de porc

Monitoritzacié de reaccié multiple
Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide
Nicotinamida adenina dinucleotid
Newborn Calf Serum

Nitrotetrazolium Blue Chloride

Nonsense Mediated Decay

Nieman-Pick tipus C

Proteina proporcionadora de sensibilitat a la oligomicina
Sistema de fosforilacid oxidativa mitocondrial
Phosphate Buffered Saline

Polymerase Chain Reaction

Piruvat deshidrogenasa

Acid para-hidroxi-benzoic marcat amb "°C
Acid para-hidroxi-benzoic

Metasulfat de fenacina

Porus de permeabilitat transitoria

Especies reactives de I’oxigen
Temperatura ambient
N,N,N,N’-Tetrametil-etilendiamina

Desviacio estandard



SDS Sodium dodecyl sulfate; lauril sulfat sodic

SDH Succinat deshidrogenasa

SNC Sistema nervids central

UAM Univesidad Autonoma de Madrid

UCPs Proteines desacobladores

UCS Unitats de Citrat Sintasa

UPO Universidad Pablo de Olavide de Sevilla

uz Universidad de Zaragoza

VLCADD Deficiéncia de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena molt llarga

WB Western Blot
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Representacid esquematica del metabolisme energétic cel-lular,
incloent les vies mitocondrials del Cicle de Krebs y la fosforilacio
oxidativa (sistema OXPHOS).

Esquema del sistema OXPHOS mitocondrial (complexes I-V).
Via de sintesi del CoQo

Esquema del complex multienzimatic de les proteines COQ ancorat a
la membrana mitocondrial interna.

Esquema del procés de sintesi de CoQ) fins a la seva ubicaci6 final a
la cadena respiratoria mitocondrial.

Esquema de la Cambra de Neubauer. Mostra les cél-Iules que s’han de
tenir en compte pel recompte (cel-lules de color blanc) i les que no
(cel-lules de color vermell).

Esquema de la MiniProtean multi-casting chamber. La solucio
d’acrilamida al 15% és abocada al compartiment reservori (reservoir
chamber) 1 la solucié d’acrilamida al 4%, al compartiment de barreja
(mixing chamber).

Patr6 de bandes dels complexes -V obtingut per tincié6 amb solucion
de Blau de Coomassie.

Imatges dels resultats de I’estudi de BN-activitat en gel del complex I
realitzat a partir de fibroblasts cultivats (A) i teixit muscular (B) del
pacient 1 (P1), pacient 2 (P2) i pacient 3 (P3).

Imatge dels resultats de BN-WB amb anticossos especifics pels
complexes [-IV obtinguts a partir d’homogenat de teixit muscular dels
pacients 4 (P4) i 5 (P5).

Estudi de BN-activitat en gel dels complexes [, Il IV i V del pacient 4
(P4) a partir de teixit muscular.

Resultats dels estudis de BN-activitats en gel (A) i BN-WB (B) en
teixit muscular del pacient 7 (P7).

Resultats de BN-activitat en gel (A) i BN-WB (B) obtinguts a partir de
fibroblats cultivats del pacient 9 (P9).
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Figura 14
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Resultats de BN-WB de I’estudi a partir de fibroblasts cultivats del
pacient 10 (P10), pacient 11 (P11), pacient 12 (P12) i pacient 13 (P13).

SDS-PAGE a partir d’homogenat de fibroblasts cultivats del pacient 10
(P10), pacient 11 (P11) i pacient 12 (P12) i WB amb anticossos
especifics per la proteina de Rieske i BCS1L.

Resultats de I’estudi per BN-WB a partir de fibroblasts cultivats del
pacient 11 (P11).

Resultats de I’estudi de BN-activitats en gel en teixit muscular del
pacient 17 (P17) i pacient 18 (P18).

Resultats de I’estudi de BN-WB en teixit muscular del pacient 17 (P17)
i pacient 18 (P18).

BN-activitat en gel del complex V en teixit muscular (A) dels pacient
19 i 20, i fibroblasts cultivat (B) del pacient 20 (P20) i el pacient 29
(P29).

BN-activitats en gel en fibroblasts cultivats (A) i BN-WB a partir de
teixit muscular (B) del pacient 22 (P22).

Resultats de 1’estudi de BN-activitats en gel (A) i BN-WB (B) en teixit
cardiac de la pacient 21 (P21).

Resultats de BN-activitats en gel en teixit muscular (A) i fibroblasts
(B) del pacient 23. BN-WB en fibroblasts (C) del pacient 23 (P23).

Esquema de la via de biosintesi del CoQ.

Quantificacio, mitjangant HPLC-MS/MS, de la sintesi CoQ10 a partir
de PHB-"Cq (C¢-CoQ)) i a partir de Meva-"H; (*H3-CoQ). També
es mostren el pics de CoQ sintetitzat endogenament (CoQ,) i el pic
de CoQ, utilitzat com a estandard intern.

Biosintesi de CoQq utilitzant PHB-"Cy i Meva-H; com a substrats de
la via a diferents concentracions i temps d’incubaci6. (A) Biosintesi de
13C6—C0Qm a partir de PHB-"Cs a concentracions de 1,65 mM i 3,3
mM. (B) Biosintesi de 2H;-Con a partir de Meva-"H; a
concentracions de 14 a 56 uM, i fins a 280 uM i 72 h d’incubacié (C).
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Figura 26

Figura 27

Figura 28

(A) Efecte de I’addicio d’a-ciclodextrina al medi de reaccié amb PHB-
13C6 sobre la sintesi de. (B) Efecte sobre la sintesi de *C-CoQ) quan
es complementa el medi de reacci6 que cont¢ PHB-"Cg amb
mevalonat no marcat. (C) Efecte sobre la sintesi de 2H3—C0Q10 al
complementar el medi de reaccié que conté Meva-"Hy; amb PHB no
marcat.

Quantifiacié per HPLC-MS/MS d’intermediaris de la via de sintesi de
CoQo; IS (estandard intern). (A) Analisi de solucions estandard de
isopentenil-PP (IPP), geranil-PP (GPP) i farnesil-PP (FPP). (B) Analisi
d’intermediaris acumulats en fibroblasts cultivats del pacient 1. (C) No
s’observen intermediaris acumulats en fibroblasts cultivats del pacient
control.

Protocol d’estudi dels pacients amb sospita de defecte en el sistema
OXPHOS i defectes de CoQ,,
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Resum

¢ RESUM

Detectar 1 diagnosticar les malalties mitocondrials 1 els defectes de CoQ;o és una tasca
dificil, donada la gran heterogeneitat fenotipica i 1’elevat nombre de factors genétics
implicats. El diagnostic inclou estudis metabolics, bioquimics 1 morfologics complerts,
entre els quals hi ha I’estudi de I’activitat enzimatica dels complexes que formen la
cadena respiratoria mitocondrial (CRM) i1 la quantificacié del CoQo en teixits
energétics, com per exemple el teixit muscular, /0 en fibroblasts cultivats. Al llarg
d’aquesta tesi s’ha treballat en el desenvolupament de metodes d’estudi que permetin
millorar el rendiment diagnostic en aquests pacients.

Per una banda, s’ha actualitzat la metodologia d’estudi de les activitats enzimatiques
dels complexes que formen la CRM, tant en teixit muscular com en fibroblasts,
millorant notablement la qualitat analitica, sobretot en la determinaci6 de les activitats
enzimatiques del complex I, el complex III i el complex IV aillats. A més, aquesta
millora metodologica s’ha implementat homogeniament en 7 centres de diagndstic
espanyols, permetent la creaci6 d’una xarxa espanyola per a ’estudi d’aquests enzims
amb 1’objectiu comu de compartir experiéncia i facilitar el treball en equip per a uns
diagnostics acurats.

La electroforesis en Blue Native-gel permet I’estudi de I’activitat ATPasa del complex
V, tant en teixit muscular com en fibroblasts, i I’activitat del complex I en fibroblasts,
activitats que no es poden determinar mitjangant les técniques espectrofotometriques
habituals. Per aquesta rao, s’ha establert aquesta técnica com a técnica complementaria
dels estudis espectrofotométrics dels enzims de CRM, millorant significativament el
rendiment diagnostic en els pacients estudiats 1 el coneixement dels mecanismes de
malaltia.

Es important detectar les deficiéncies primaries de CoQ), ja que el tractament amb
CoQo oral millora considerablement la clinica dels pacients, essent més efectiva com
més aviat s’implementa. Per aquest motiu, s’ha desenvolupat una técnica d’estudi de la
via de biosintesi endogena de CoQ;o en ceél-lules cultivades mitjancant isotops no
radioactius que permet discriminar entre deficiencies primaries i deficiéncies
secundaries de CoQjo. Aquests estudis també permetrien detectar possibles
intermediaris acumulats en casos de deficiéncies primaries clares, ajudant en la cerca de
la possible causa genética.

Les metodologies implementades per a 1’estudi dels complexes que formen la CRM 1
I’estudi de la via de biosintesi endogena de CoQ;o han millorat significativament la
qualitat analitica 1 el diagnostic en pacients amb sospita de malaltia mitocondrial i/o
deficiéncia de CoQo.







Resumen

¢ RESUMEN

Detectar y diagnosticar las enfermedades mitocondriales y los defectos de CoQ; no es
una tarea facil, dada la gran heterogeneidad fenotipica y el elevado niumero de factores
genéticos implicados. El diagnostico implica estudios metabolicos, bioquimicos y
morfologicos completos, entre los que se encuentra el estudio de la actividad enzimatica
de los complejos que forman la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) y la
cuantificacion del CoQ; en tejidos energéticos, como por ejemplo el tejido muscular,
y/o en fibroblastos cultivados. A lo largo de esta tesis se ha trabajado en el desarrollo de
métodos de estudio que permitan mejorar el rendimiento diagnostico en estos pacientes.

Por un lado, se ha actualizado la metodologia de estudio de las actividades enzimaticas
de los complejos que forman la CRM, tanto en tejido muscular como en fibroblastos,
mejorando notablemente la calidad analitica, sobre todo en la determinacion de las
actividades enzimaticas del complejo I, el complejo III y el complejo IV aislados.
Ademas, ésta mejora metodoldgica se ha implementado homogéneamente en 7 centros
de diagnoéstico espanoles, permitiendo la creacion de una red espanola para el estudio de
estas enzimas con el objetivo comin de comparar resultados y facilitar el trabajo en
equipo para la obtencion de diagnodsticos mas precisos.

La electroforesis en Blue Native-gel es una metodologia complementaria que permite el
estudio de la actividad ATPasa del complejo V, tanto en tejido muscular como en
fibroblastos, y la actividad del complejo I en fibroblastos, actividades que no se pueden
determinar mediante las técnicas espectrofotométricas habituales. Per esta razon, se ha
establecido la mencionada técnica como test adicional en los estudios
espectrofotométricos de las enzimas de la CRM, mejorando significativamente el
rendimiento diagnostico en los pacientes estudiados y el conocimiento de los
mecanismos causantes de la enfermedad.

Es importante detectar las deficiencias primarias de CoQ o, ya que el tratamiento basado
en suplementacion oral con CoQ;p mejora considerablemente la clinica de los pacientes,
siendo mas efectiva cuando mas precozmente se implementa. Por este motivo, se ha
desarrollado una técnica de estudio de la via de biosintesis enddgena del CoQo a partir
de células cultivadas mediante isotopos no radioactivos, que permite discriminar entre
deficiencias primérias y deficiencias secundarias de CoQo. Estos estudios también
permitirian detectar posibles intermediarios acumulados en casos de deficiencias
primarias claras, contribuyendo en la investigacion de la posible causa genética.

Las metodologias implementadas para el estudio de los complejos que forman la CRM
y el estudio de la via de biosintesis enddgena de CoQ;¢ han mejorado significativamente
la calidad analitica y el diagnostico en pacientes con sospecha de enfermedad
mitocondrial y/o deficiéncia de CoQo.
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¢ SUMMARY

Mitocondrial diseases and CoQjo deficiencies constitute a remarkable diagnostic
challenge due to the wide variety of clinical simptoms and the number of genetic factors
involved in these diseases. The diagnose implies metabolic, biochemical and
morphological studies of the mitochondrial respiratory chain (MRC) and the
quantification of the amount of CoQ;o in energetic tissues, such as muscle and/or in
cultured fibroblasts. Throughout this thesis we have worked on the development of
methods to improve these studies in order to get a better diagnostic efficiency in these
patients.

The methodology to determine the enzymatic activities of the MRC have been updated,
for both muscle tissue and cultured fibroblasts, notably improving the qualtity of the
analysis, especially for the enzymatic activities of isolated complex I, complex III and
complex IV alones. These methodological improvements have been established in seven
Spanish diagnostic centers allowing the creation of a Spanish network for the study of
the mitochondrial respiratory chain complexes in order to share experience, compare
results and provide a better diagnosis to the patients.

Blue Native electrophoresis gel is a complementary methodology that allows the study
of complex V ATPasa activity, in muscular tissue as well as in cultured fibroblasts, and
of complex 1 enzymatic activity in cultured fibroblasts, which are not possbile to be
studied using standard spectrophotometric methods. For this reason, this technique has
been established as an additional assay in the study of the MRC enzymatic activity,
significantlly improving the diagnostic efficiency in patients and providing a better
understanding of the mechanisme of the disease.

It is important to detect primary CoQ10 deficiencies since a tratement based on oral
supplementation with CoQ10 significantlly improves the clinical diagnose, being more
effective when it’s early implemented. For that reason, we have developed a technique
for the study of the endogenous CoQ);g biosynthesis in cultured fibroblasts with stable
isotopes that discriminates primary from secondary CoQ;0 deficiencies. This study
could also detect accumulated intermediates in cases of primary deficiencies that would
help to find the genetic cause of the disease.

The implemented methodologies to study the mitochondrial respiratory chain
complexes and the CoQ;¢ endogenous biosynthetic pathway have improved the quality
of the analysis tests and the diagnostic efficiency in patiens suspected of mitochondrial
disease or CoQ deficiecy.
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1.INTRODUCCIO

1.1 El mitocondri i les malalties mitocondrials

1.1.1 El mitocondri: estructura i funcio

Els mitocondris sén organuls cel-lulars la principal funcié dels quals és generar
I’energia necessaria requerida per les cel-lules. La seva estructura i la seva funcid estan
intimament relacionades. Cada mitocondri estda delimitat per dues membranes
especialitzades: la membrana mitocondrial interna 1 la membrana mitocondrial externa.
Aquestes membranes defineixen la matriu mitocondrial i I’espai intermembrana. La
membrana mitocondrial interna encabeix els enzims del sistema de fosforilacio
oxidativa (sistema OXPHOS), com son els enzims que formen la cadena respiratoria, i
crea un barrera especifica per el transport difusiu de ions, un factor crucial per a la
generacio del gradient de protons (H') necessari per a la produccié d’ATP. Aquesta
membrana embolcalla la matriu mitocondrial, que conté un nombre variable de copies
del I’ADN propi del mitocondri (ADNmt) i els enzims del cicle de 1’acid tricarboxilic 1
la B-oxidacidé mitocondrial, involucrats en el metabolisme dels carbohidrats 1 els acids
grassos, respectivament (Cwerman-Thibault 2011).

La membrana mitocondrial externa, que €s mes permeable, conté moltes copies d’una
proteina anomenada porina, que forma canals aquosos a través de la bicapa lipidica.
Aixi, aquesta membrana permet el pas, a I’espai intermembrana, de petites proteines i
molécules de menys de 5000 daltons, fent que sigui quimicament equivalent al citosol
(Alberts 2003). Per altra banda, la membrana mitocondrial interna esta altament
especialitzada 1 conté una elevada proporcié de cardiolipina, un fosfolipid que fa que
sigui especialment impermeable a la majoria de molécules petites i1 ions, inclos els
protons (H"); les tiniques espécies que creuen la membrana interna son aquelles per les
quals existeixen transportadors especifics, com ara molécules que son metabolitzades o
necessaries pels enzims mitocondrials presents a la matriu mitocondrial. Generalment,
la membrana mitocondrial interna sol estar replegada cap a la matriu formant les
anomenades crestes mitocondrials. Aquestes invaginacions augmenten [’area de la
membrana interna, 1 el seu nombre pot variar en funci6 del tipus cel-lular (Alberts

2003).
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Per generar energia, els mitocondris poden metabolitzar tant el piruvat, procedent de la
glucosa i altres sucres, com els acids grassos, procedents de les grasses. Ambdues
molécules son transportades a través de la membrana mitocondrial interna i
transformades a acetil-CoA per la piruvat deshidrogenasa o per la f-oxidacid. Els grups
acetil de I’acetil-CoA son oxidats a la matriu a través del cicle de Krebs, que converteix
els atoms de carboni en CO; i genera electrons que son transportats a través del NADH 1
el FADH, a la membrana mitocondrial interna, on entren a la cadena de transport
electronic per tal de produir energia en forma d’ATP i regenerar el NAD" i el FAD

necessaris per continuar el metabolisme oxidatiu (Figura 1).

PLASMA |

| crrosor | /
Glucosa €——> Glucosa MITOCONDRI

Piruvat €<——> Pituvat Piruvat L Acetil-C'oA

Acid grassos € > Acid grassos Fumarat Succinat

Glucolisis

'DH

NAD*

NAD. NADH
\uH/\/ /
NAD* /

Lactat <——> Lactat /

Citrat

Figura 1. Representacié esquematica del metabolisme energetic cel-lular, incloent les vies
mitocondrials del Cicle de Krebs y la fosforilacié oxidativa (sistema OXPHOS). Modificada de
Debray 2008.

A part de produir energia, el sistema OXPHOS mitocondrial també genera radicals
lliures derivats de 1’oxigen (ROS). Sota condicions fisiologiques la producciéo de ROS
esta altament regulada, perod quan el sistema OXPHOS presenta alteracions funcionals,
s’incrementa la producci6 de radicals O,, comportant danys a les proteines cel-lulars,
lipids 1 acids nucleics, provocant, finalment, una degeneracio cel-lular (Cwerman-

Thibault 2011).
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1.1.2 La cadena respiratoria mitocondrial

La funcié principal del mitocondri és la sintesis d’ATP, que es dona mitjangant el
sistema OXPHOS.

El sistema OXPHOS esta localitzat a la membrana mitocondrial interna i esta format per
cinc complexes enzimatics multiproteics (Figura 2): NADH-deshidrogenasa (NADH-
ubiquinona oxidoreductasa o complex I; EC 1.6.5.3), succinat deshidrogenasa (succinat-
ubiquinona oxidoreductasa o complex II; EC 1.3.5.1), ubiquinol-citocrom c¢
oxidoreductasa (complex citocrom bcl o complex III; EC 1.10.2.2), citocrom ¢ oxidasa

(complex IV; EC 1.9.3.1) 1 ATP sintasa (complex V; EC 3.6.3.14).

Oxalacetat

NADH
NAD*® Fumarat

w
==}
3

»>
=}
~

ATP

_.r__>

3
£
&
=}

2H Succinat

]

matriu
mitocondrial

,,,,,

membrana
interna

=

espai 2citCred

intermembrana

3H*

i)

Complex I Complex IT Complex ITI Complex IV Complex V

2H* 2H* 2H* 2H* 2H*
1 1 1 1
1 1 1 1
[ 1 |

---E

Figura 2. Esquema del sistema OXPHOS mitocondrial (complexes I-V). FMNH2/FMN:
mononucleotid de flavina; Q/QH2: coenzim Qjo; citC oxid: citocrom C oxidat; citC red:

citocrom c reduit. Imatge creada a partir de Salway 2004.

Els substrats subministren equivalents reductors a la cadena respiratoria en diferents
punts. Els electrons passen al llarg dels complexes enzimatics que formen la cadena
respiratoria i provoquen que els protons (H") siguin bombejats a través de la membrana
mitocondrial interna, generant un gradient que s’utilitzara per a la sintesi d’ATP
mitjangant la ATP sintasa (Janssen 2004). Es requereix de 1’accid coordinada dels
complexes de la cadena respiratoria i de complexes accessoris que subministren o
accepten electrons, com ara el coenzim Q 1 D’enzim flavoproteina-ubiquinona

oxidoreductasa (ETF-QO) (Cwerman-Thibault 2011).
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En la reaccio global catalitzada per la cadena respiratoria mitocondrial es transporten
electrons des del NADH, el succinat o altres donadors electronics primaris mitjangant
flavoproteines, ubiquinona, proteines ferro-sulfurades i citocroms fins a 1’oxigen. Cada
complex de la cadena té major afinitat pels electrons que el seu predecessor, de manera
que els electrons passen seqiiencialment d’un complex a un altre fins que finalment soén
transferits a I’oxigen, el qual t€ una afinitat pels electrons major que la de qualsevol
altre complex de la cadena (Nelson 2005). L’energia alliberada ¢és utilitzada per la

membrana interna per impulsar la transformacié de ADP+Pi a ATP (Alberts 2003).
D Complexes de la CRM

Tal i com s’ha esmentat anteriorment, la cadena respiratoria mitocondrial esta formada

per 5 complexes multienzimatics:

e Complex I, NADH :ubiquinona oxidoreductasa o NADH deshidrogenasa: aquest

conjunt multiproteic catalitza la transferéncia d’electrons del NADH cap a la
ubiquinona, i hi acobla la sortida de protons cap a I’espai intermembrana. Es el
complex enzimatic més gran de la CRM, esta format per 45 subunitats estructurals,
set de les quals estan codificades per I’ADNmt. La part hidrofobica del complex
manté el complex unit a la membrana mitocondrial interna, mentre que a la part
exposada a la matriu s’hi localitzen les flavoproteines i les proteines del ferro-sofre
(Fe-S) (Galante 1979). Els electrons passen a través de les flavoproteines 1 dels
clusters de Fe-S, 1 I’energia alliberada facilita el transport de protons a través de la

fraccio hidrofobica del complex.

o Complex Il o succinat deshidrogenasa: consisteix en 4 subunitats (A-D)

exclusivament codificades per gens nuclears. Aquest complex participa en la
cadena respiratoria mitocondrial 1 en el Cicle de Krebs. Catalitza la oxidacio del
succinat a fumarat 1 transfereix els electrons des del FAD cap al pool d’ubiquinona
de la cadena respiratoria. Aquesta transferéncia no genera energia suficient per a
bombejar protons. Les subunitats A i B formen la succinat deshidrogenasa (SDH),
mentre que les subunitats C 1 D ancoren I’enzim a la membrana. El complex conté

3 unitats de Fe-S (Rustin 2002).
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o Complex Ill, complex citocrom bc;_o ubiquinona:citocrom ¢ oxidoreductasa:

catalitza la transferéncia d’electrons des de I’ubiquinol cap al citocrom c,
bombejant protons a través de la membrana mitocondrial interna cap a I’espai
intermembrana. Esta format per 11 subunitats, de les quals totes excepte una
(citocrom b) vénen codificades per gens nuclears (Moslemi 2007). El nucli
funcional consta de tres subunitats: el citocrom b amb dos grups hemo (by 1 by), la
proteina ferro-sulfurada de Rieske amb dos centres Fe-S i el citocrom c1 amb un

grup hemo (Alberts 2003).

e Complex 1V o citocrom oxidasa (COX): és 1’enzim terminal de la cadena

respiratoria. Catalitza la transferéncia d’electrons des del citocrom c¢ reduit cap a
I’oxigen, donant lloc a la formacié de molécules d’aigua. Aquesta transferéncia va
acoblada al bombeig de protons cap I’espai intermembrana. Esta format per 13
subunitats estructurals, tres de les quals, les que formen el centre catalitic de

I’enzim, vénen codificades per gens mitocondrials (Moslemi 2007).

o Complex V_o ATP sintasa: acobla el flux de protons des de I’espai

intermembrana cap a la matriu mitocondrial amb la conversi6 de ADP 1 P; cap a
ATP. La ATP sintasa esta formada per dues entitats proteiques ben definides: la
unitat F;, que s’interna cap a la matriu mitocondrial, 1 la unitat Fo, que esta
integrada a la membrana mitocondrial interna. La unitat F; consta de les segiients
subunitats: tres copies de les subunitats a 1 3, 1 un copia de les subunitats v, d 1 €. La
unitat Fy consta d’un anell de subunitats ¢ i les subunitats a, b, d, F6, la proteina
proporcionadora de sensibilitat a la oligomicina (OSCP) 1 subunitats accessories
com ara les subunitats e, f, g 1 A6L. Totes venen codificades per gens nuclears,
exceptuant la a 1 la A6L de la unitat Fy, que vénen codificades per gens

mitocondrials (ATP6 i ATPS, respectivament) (Elston 1998; Kinosita 2004).
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D Organitzacio dels complexes en respirasomes i supercomplexes
La idea sobre la organitzacid general dels complexes que formen el sistema de
fosforilacié oxidativa ha anat canviant al llarg del temps. Existeixen dos models
(Dudkina 2010):

e Model d’estat fluid: postula que els complexes de cadena respiratoria poden

difondre lliurement per la membrana i que la transferéncia d’electrons es basa en

col-lisions atzaroses dels complexes sols.

e Model d’estat solid: proposa interaccions estables entre els complexes que
formen el sistema OXPHOS formant entitats anomenades supercomplexes. Aquest
model actualment esta suportat per un gran nombre de resultats experimentals.
Mitjancant la electroforesis per Blue Native s’ha corroborat aquesta estructura en
supercomplexes i s’ha vist que formen unitats actives (Schdgger 2000; Eubel 2003,
Eubel 2004). Alguns experiments de control de flux també han determinat que la
cadena respiratoria actua com a una sola unitat funcional (Boumans 1998; Bianchi

2004).

En alguns organismes s’han trobat els complexes I, III i IV associats en forma de
supercomplex, el qual s’ha anomenat respirasoma donada la seva capacitat de dur a
terme la respiracio en presencia d’ubiquinona 1 citocrom ¢ (Dudkina 2009). A més, s’ha
vist que mutacions puntuals en gens que codifiquen per a alguna de les subunitats d’un
dels complexes OXPHOS, poden afectar 1’estabilitat d’algun altre complex (Acin-Pérez
2004).

El complex II no forma part de cap supercomplex 1 aixo es creu que pot ser degut a la
seva implicacido amb el cicle de Krebs, tot i que en algun estudi de Blue Native s’han
pogut detectar supercomplexes amb preséncia de complex II.

Es creu que els supercomplexes poden conviure a la membrana juntament amb
complexes individuals del sistema OXPHOS. Aquesta organitzaci6 especifica en
supercomplexes es creu que té raons funcionals. S ha proposat que els supercomplexes
acceleren el flux d’electrons entre els complexes, reduint les distancies de difusié dels
transportadors d’electrons, ubiquinona i citocrom c¢, o canalitzant els substrats dels
complexes. A part de les raons funcionals, la formacié d’aquests supercomplexes ¢€s

necessaria per a l’assemblatge 1 estabilitat dels seus components individuals. Per
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exemple, s’ha vist que el complex I és necessari per al bon assemblatge del complex II1
1 que el complex IV es requereix per a ’assemblatge del complex I (Ugalde 2004;
Blakely 2005; Diaz 2006).

La disposici6 dels complexes del sistema OXPHOS influenciaria en la organitzacio de
les crestes mitocondrials i en la morfologia d’aquestes membranes. Concretament, s’ha
vist que la organitzacié de la ATP sintasa en forma de dimers i1 oligomers determina la
morfologia de les crestes mitocondrials. Aquesta morfologia permetria concentrar el
gradient de protons en una zona concreta, optimitzant la produccié d’ATP. De la
mateixa manera, els respirasomes 1 els complexes de la cadena respiratoria en la seva
forma individual es localitzarien a les zones menys corbades de les crestes (Strauss

2008).

1.1.3 Genética mitocondrial

El mitocondri és un organul format per unes 1500 proteines (Calvo 2006; Fang 2009)
els gens codificants de les quals es troben tant al genoma nuclear (ADNn), amb herencia
mendeliana, com al genoma mitocondrial (ADNmt), d’heréncia materna. Es requereix
una molt bona coordinaci6é entre el nucli i el mitocondri per tal d’assegurar el bon

funcionament d’aquest.

L’ADNmt huma ¢s una molecula de doble cadena circular de 16,6 kb que codifica per
13 proteines implicades en la cadena respiratoria mitocondrial (Anderson 1981): 7
subunitats del complex I, el citocrom b del complex III, 3 subunitats del complex IV 1 2
subunitats del complex V. La resta de subunitats estructurals del sistema OXPHOS,
aproximadament unes 85, vénen codificades per ’ADNn. L’ADN mitocondrial té¢ un
codi genétic propi, 1 per aixo també codifica per dos ARN ribosomics (ARNr) i 22 ARN
de transferéncia (ARNt) necessaris per a la sintesis de les proteines mitocondrials. La
replicaci6 de ’ADNmt requereix de determinats gens codificats per I’ADN nuclear,
com ara la ADN polimerasa gamma (POLG) o la deoxiguanosin quinasa (DGUOK).
L’ADNmt és totalment codificant, sense introns, i és més vulnerable a mutacions que

I’ADNn degut, segurament, a la falta d’histones 1 a la continua exposicid a molecules
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reactives de 1’oxigen procedents del metabolisme de la cadena respiratoria mitocondrial
(Moslemi 2007).

Multiples proteines codificades per I’ADNn estan implicades en processos com ara
I’acoblament  dels complexes multienzimatics, el manteniment de ’ADNmt i la
dinamica mitocondrial. Aquestes proteines es sintetitzen al citoplasma per ser
posteriorment translocades a I’interior del mitocondri.

Hi ha tres punts de la genética mitocondrial a tenir en compte (DiMauro 2005):

* Hereéncia materna

Durant la fertilitzacio, tot ’ADNmt prové de I’ovul. Per tant, la transmissio de
I’ADNmt no segueix el patré d’heréncia mendeliana. Una mare portadora d’una
mutacié a ’ADNmt, la transmetra als seus fills independentment del sexe, perd
només les filles ho transmetran a la seva descendéncia. Altres mutacions es
produeixen de manera espontania, com ¢€s el cas de les delecions causants del

Sindrome de Kearns-Sayre (OMIM#530000).

*  Heteroplasmia i efecte llindar

Cada cel-lula conté centenars o milers de copies de ADNmt que es distribueixen
aleatoriament entre les cél-lules filles. En els teixits normals, la majoria de les
molecules de ADNmt son identiques (homoplasmia). Dins de la cel-lula o el teixit,
les possibles mutacions deletéries sovint afecten algunes molecules de ADNmt,
pero no totes (heteroplasmia); 1’expressio clinica de la mutacié ve determinada per
la proporcid entre molecules mutants i normals. Aix0 implica que, quan el
percentatge de ADNmt mutat supera un determinat llindar, la produccié d’energia
per part del mitocondri disminueix, essent insuficient per a un funcionament normal
del teixit de tal manera que s’inicia una disfunci6 del metabolisme energetic

cel-lular i apareixen els simptomes (Wallace 2009).

= Segregacio mitotica

En la divisi6 cel-lular, els mitocondris es reparteixen de manera aleatoria, de
manera que la proporcid6 de ADNmt mutant a les c¢l-lules filles pot canviar, alterant
el fenotip. Aquest fenomen, anomenat segregacid mitotica, explica com certs

pacients amb desordres relacionats amb I’ADNmt poden canviar el fenotip clinic a
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mesura que es fan grans. Aquest fet també explicaria les diferéncies de fenotip entre

germans portadors d’una mateixa alteracio.

1.1.4 Desordres mitocondrials

Les malalties mitocondrials engloben una amplia varietat de fenotips clinics, sovint
involucrant teixits amb elevat requeriment energétic, com ara el cervell, la retina, el cor,
el muscul, el fetge i el sistema endocri. EI mitocondri juga un paper important en la
producci6 d’energia, la biologia de les especies reactives de 1’oxigen (sistema ROS),

I’apoptosi 1 una seleccid de vies metaboliques (Cwerman-Thibault 2011).

D Aiteracions de ’ADNmt

*  Mutacions
S’han identificat més de 200 mutacions patogeniques a I’ADNmt que estan associades a
un ampli espectre de fenotips clinics, que inclouen miopatia i intolerancia a 1’exercici,
encefalomiopatia, ceguera, sordera, cardiomiopatia, Alzheimer i Parkinson, i cancer
(Wallace 2009; Lin 2009). Tot 1 aix0, només un 15-20% dels pacients amb malaltia
mitocondrial sén a causa de mutacions al genoma mitocondrial; la resta, es creu que
vénen causades per mutacions en gens nuclears (Kirby 2008). Aquests canvis afecten a
gens implicats en el manteniment 1 [’expressid del genoma mitocondrial, en
I’estructuracid 1 assemblatge dels complexes enzimatics de la fosforilacidé oxidativa, la
biosintesi de cofactors, aixi com també amb el grup hemo 1 els clusters de ferro-sofre

(Fe-S) (Koene 2009).

*  Deplecio mitocondrial
La depleci6 de I’ADNmt es caracteritza per una reduccid del nombre de copies de
I’ADNmt en els teixits i organs afectats. Es requereix d’una quantitat adequada de
ADNmt per a la produccio d’algunes de les subunitats que formen els complexes de la
cadena respiratoria mitocondrial i, per tant, per a la produccié d’energia. La deplecid
mitocondrial estd associada a defectes en el manteniment del genoma mitocondrial
causats per mutacions en gens nuclears involucrats en el manteniment del pool
mitocondrial de nucleotids (com ara TK2, DGUOK, SUCLA2, SUCLGI, RRM2B i
TYMP) o directament en gens associats amb la replicacio del ADNmt (POLG). Es un
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grup fenotipicament heterogeni que pot afectar a un organ especific o a un conjunt
d’organs, incloent muscul, fetge, cervell 1 ronyons (Hirano 2001). Cal sospitar d’una
depleci6 mitocondrial especialment quan els estudis bioquimics mostren deficiéncies
multiples dels enzims de cadena respiratoria, a excepciod de 1’activitat del complex II,
que ¢és manté completament normal ja que les subunitats que el formen vénen

codificades unicament per gens nuclears.

D Defectes del sistema OXPHOS
Generalment, quan es parla de malaltia mitocondrial es fa referéncia a desordres en el
sistema OXPHOS, excloent les alteracions d’altres vies metaboliques localitzades al
mitocondri com ara les del metabolisme del piruvat, el Cicle de Krebs o la oxidacio
d’acids grassos. Recentment, pero, les deficiéncies primaries de CoQo s han inclos dins
el grup de desordres mitocondrials donada la seva funcid central com a portador
d’electrons des dels complexes 11 II cap al complex III (DiMauro 2007).
Els defectes de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) poden causar més de 100
desordres diferents, manifestant-se a qualsevol edat i amb simptomatologia d’afectacio
diversa. A més, com que la base genctica d’aquests desordres pot ser tant mitocondrial
com nuclear, el patré6 d’heréncia pot ser matern, esporadic, autosomic dominant o
recessiu, o bé lligat al cromosoma X (Suomalainen 2011).
Els desordres del sistema OXPHOS mitocondrial probablement constitueixen el grup
més comu de desordres neurometabolics amb base genctica (Darin 2001), amb una
incidéncia estimada de 1:5000. Els trets clinics d’aquests desordres sovint son
caracteristics, perd no son especifics. Els organs més afectats son els que tenen una
major demanda d’energia, com ara els muscul esquelétic 1 el sistema nervids central,
pero tots els organs 1 teixits es poden veure afectats (Moslemi 2007).
A part de mutacions en gens que codifiquen directament per subunitats que formen els
complexes, els defectes del sistema OXPHOS poden venir donats per mutacions
patologiques en gens no directament implicats, com ara proteines involucrades en la
translocacio proteica mitocondrial, en el manteniment de I’ADNmt i proteines de fusio i
divisié mitocondrial, entre d’altres (Moslemi 2007). Aquest ampli ventall dificulta la

cerca de la causa molecular de les deficiéncies del sistema OXPHOS.
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*  Defectes de complex |
Les deficiéncies aillades de complex I son el defecte bioquimic més habitual de les
malalties mitocondrials, explicant 1/3 dels desordres del sistema OXPHOS. Aquests
defectes son clinicament heterogenis 1 la majoria d’individus afectats mostren
simptomes durant el primer any de vida, amb una rapida progressi6 de la malaltia
(Fassone 2012). Les presentacions cliniques més caracteristiques son ’acidosis lactica
neonatal fatal, el Sindrome de MELAS (encefalomiopatia, acidosis lactica i episodis
d’isquémia; OMIM#540000) i I’anomenat Sindrome de Leigh (OMIM#256000), que es
caracteritza, generalment, per regressio psicomotora, disfuncid cerebral, ataxia, distonia
1 atrofia optica. Les deficiéncies primaries de complex I poden venir causades tant per
mutacions en I’ADN mitocondrial com en subunitats estructurals o factors
d’assemblatge codificats per gens nuclears. Es creu que en el 90-95% dels casos, vénen
donades, per mutacions en gens nuclears. Tot i aix0, en el 60% dels casos diagnosticats
no s’arriba a determinar la causa genctica (Triepels 2001). Donada la complexitat
estructural i funcional d’aquest complex, no es pot descartar que defectes en la seva
activitat siguin secundaris a altres processos metabolics no relacionats directament amb

el mitocondri.

= Defectes de complex I1

Els defectes aillats de complex II sén molt poc freqiients. Des de les primeres
descripcions d’aquesta deficiéncia s’han reportat pocs pacients, amb Sindrome de Leigh
(OMIM#256000) o cardiomiopatia, amb mutacions a la subunitat SDHA (Burgeois
1992; Bourgeron 1995). Per a la resta de gens nuclears que codifiquen per subunitats
d’aquest complex (SDHB, SDHC i SDHD), s’han descrit recentment alguns pacients
amb mutacions en SDHB (Alston 2012) i SDHD (Jackson 2014). Tamb¢ s’ha identificat
un cas de leucoencefalopatia infantil associat a defecte de complex II causat per
mutacions al factor d’assemblatge SDHAF1 (Ghezzi 2009).

A més a més, s’ha vist que mutacions en las subunitats B, C y D son responsables d’una
part dels paragangliomes autosomics dominants, i de formes no familiars, inclosos els

feocromocitomes.

= Defectes de complex 111
Aquests defectes son relativament rars, amb gran heterogeneitat clinica 1 genetica. La

major part de deficiéncies reportades vénen causades per mutacions patogeniques a
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UQCRB, I'inic gen mitocondrial associat a aquest complex i que codifica pel citocrom
b, 1 BCSIL, una factor que ajuda a I’acoblament de la proteina de Rieske dins el context
d’assemblatge del complex III. Recentment s’han pogut identificar pacients amb
mutacions en gens nuclears que codifiquen per dues de les 10 proteines implicades en
aquest complex: UQCRQ (subunitat VII) (Barel 2008) i UQCRC2 (core protein II)
(Miyake 2013).

També s’han descrit defectes de complex III associats a mutacions en factors
d’assemblatge: TTC19 (Ghezzi 2011), UQCC2 (Factor 2) (Tucker 2013) 1 UQCC3
(factor3) (Wanschers 2014).

= Defectes de complex IV
S’han descrit deficiéncies de complex IV causades tant per mutacions en gens nuclears
com en mitocondrials. Els gens nuclears COX10, SURFI 1 SCO2, que participen en la
maduracié i 1’assemblatge del complex IV, estan associats a deficiéncies aillades
d’aquest complex. A més, s’han associat fenotips clinics concrets per a aquests gens:
mutacions en SURFI van associades a Sindrome de Leigh, mentre que mutacions en
SCO2 1 COX10, es relacionen amb quadres d’encefalomiopatia i leucodistrofia amb

tubulopatia, respectivament.

= Defectes de complex V
En els defectes de complex V hi poden estar implicats gens de codificacié mitocondrial,
com ara ATP6 1 ATPS8, com gens nuclears, com ATPI12, TMEM70 i ATP5E. Els primers
defectes de complex V descrits eren deguts a mutacions al gen ATP6, que codifica per la
subunitat @ de la ATP sintasa, 1 fins el dia d’avui, és la principal font de mutacions.
ATP12 1 TMEM70 estan involucrats en 1’assemblatge 1 la biogénesi del complex V,

mentre que ATPSE codifica per la subunitat € del complex V.

A vegades també s’observen defectes combinats que involucren més d’un complex del
sistema OXPHOS, com ara, els defectes de complex I + III 1 complex II+III. Sovint,
quan s’observa aquest perfil bioquimic, es tracta de defectes de coenzim Qj, una

molécula lipofilica que transporta electrons des del complex 11 IT al complex III.
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1.2 El COQ]()

El coenzim Q (CoQ) va ser aillat i caracteritzat per Festenstein i col. el 1955 1 varen ser
Crane i col. els que, al 1957, van establir que aquest compost formava part de la cadena
respiratoria mitocondrial. Més tard, al 1958, Wolf i col. varen descriure que el CoQ era
un lipid inusual, format per un anell de benzoquinona unit a una cadena llarga de
isoprenoides, que es situava en llocs especifics de les membranes biologiques (Turunen

2004).

El CoQ esta present en tots els teixits i membranes cel-lulars, perd en quantitats
diferents. S’ha vist que on es troba en major proporcid €s a la membrana interna i
externa del mitocondri, als lisosomes 1 a les vesicules de Golgi. En humans la forma
majoritaria és el CoQjo tot i que també es poden trobar petites quantitats (2-7%) de
CoQy en tots els teixits (Turunen 2004) procedent de la dieta o de la sintesis per part de
microorganismes intestinals (Rahman 2012). El CoQ;o és una molécula de sintesis
endogena 1 només un percentatge petit (2-4%) s’incorpora a la circulacio a través de la

dieta.

1.2.1 Funcions del CoQ

La funci6 principal del CoQ,g és transportar els electrons des dels complexes 11 II fins
el complex III de la CRM. Pero a més de la seva funci6 central a la CRM, el CoQ esta

involucrat en molts altres processos del metabolisme cel-lular (Turunen 2004):

- Sistema redox de la membrana plasmatica i lisosomes: La membrana plasmatica de
les cel-lules eucariotes cont¢ una NADH oxidasa (NOX) CoQ-dependent
involucrada en la transferéncia d’electrons a través de membrana i que regula el
ratio citosolic NAD/NADH. La participacié del CoQ en el transport d’electrons de
la membrana plasmatica va ser demostrat pel fet que I’activitat NOX era inhibida
quan s’extreia el CoQ i reconstituida al reintroduir-lo. S ha proposat que NOX esta
relacionada amb el control del creixement cel-lular i la diferenciacid, aixi com
també en el manteniment de 1’ascorbat extracel-lular en la seva forma reduida

(Turunen 2004, Bentinger 2010).
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Antioxidant: El mitocondri és el compartiment cel-lular que produeix més quantitat
d’espécies reactives d’oxigen (ROS) i H,O, de la cél-lula. La forma reduida de
CoQ (CoQHy) és un potent antioxidant no enzimatic que actua protegint I’ADN i
les membranes cel-lulars dels radicals produits per I’estrés oxidatiu, evitant aixi la
formacio de radicals lipid-peroxil 1 la oxidacid6 de proteines de membrana. El
CoQH, es regenera principalment a la cadena respiratoria mitocondrial pero la
cel-lula també conté d’altres sistemes efectius de reduccié en I’espai intracel-lular.
Proteines desacopladores (UCPs): Les UCPs es troben a la membrana
mitocondrial interna i poden translocar H™ des de 1’exterior cap a 1’interior del
mitocondri. La funci6 principal no és generar energia, sind produir calor. El CoQ ¢és
un cofactor necessari per al funcionament de les UCPs i en la seva forma oxidada
pot extreure H' dels acids grassos i cedir-los al grup acceptor de H' de les UCPs.
Porus de permeabilitat transitoria (PTP): La membrana mitocondrial interna té
baixa permeabilitat a ions i soluts per tal de preservar I’energia, en forma de
gradient de protons, i el pH. Per tal de facilitar el transport trans-membrana, la
membrana mitocondrial interna conté transportadors de macromolécules i canals de
ions. La permeabilitzacié de la membrana es dona per la obertura d’uns complexes,
anomenats PTP, situats a la membrana mitocondrial interna, que es comporten com
un canal dependent de voltatge, afavorint una conformacié tancada a alts potencials
de membrana i una conformaci6 oberta a baixos potencials. S’ha vist que el CoQg

regula els PTP, prevenint-ne la seva obertura.

1.2.2 Via de sintesis i gens implicats

El CoQy es sintetitza endogenament a totes les cel-lules eucariotes. La via de sintesis

s’ha estudiat extensament en bacteris 1 llevats, perd no tant en mamifers, i s’ha vist que

tots els gens COQ (COQ1-10) tenen un senyal de localitzacid mitocondrial (Turunen

2004).

El CoQo esta format per un anell de benzoquinona i una cua poli-isoprenoide. La

sintesis de la cua poli-isoprenoide, que te lloc al citoplasma, es dona a partir de la via

del mevalonat, mentre que 1’anell de quinona es sintetitza al mitocondri i deriva dels

aminoacids tirosina o fenilalanina (7Trevisson 2011) (Figura 3).
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Figura 3. Via de sintesi del CoQ;o. Modificada de Dallner (2000).

La via del mevalonat compren les reaccions des de 1’acetil-coenzima A (acetil-CoA)
fins al farnesil pirofosfat (FPP), el substrat per a la biosintesis de CoQ, colesterol i
dolicol (Figura 3). Aquests lipids que es formen a partir de la via del mevalonat son
sintetitzats en quantitats molt diferents cosa que implica, a més d’un punt central de
regulacid, una regulacid terminal; es creu que els enzims reguladors son segurament els
que utilitzen FPP com a substrat. Aixo fa que la via del mevalonat sigui molt complexa.
La part inicial de la via comprén la condensacié de tres acetil-CoA a 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) a través de ’accié de 2 enzims, I’acetoacetil-
CoA tiolasa 1 la HMG-CoA sintasa. Després actua la HMG-CoA reductasa, que
converteix HMG-CoA a mevalonat. Aquest enzim es considera el principal punt
regulador de la sintesi de colesterol a través d’un mecanisme de feedback. E1 mevalonat

¢s llavors fosforilat en dues etapes per la mevalonat quinasa i la fosfomevalonat
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quinasa. Seguidament, la decarboxilacié del mevalonat-pirofosfat (mevalonat-PP) dona
lloc a la formacio de isopentenil pirofosfat (IPP), el bloc principal per a la biosintesis
poli-isoprenoid del dolicol i de la cua del CoQ. La farnesil pirofosfat sintasa (FPP
sintasa) utilitza IPP per formar FPP amb la formaci6 d’un intermediari, el geranil
pirofosfat (GPP). La FPP sintasa és un enzim la regulacié del qual depén de la seva

localitzacié en el citosol: en microsomes, mitocondris o peroxisomes (Turunen 2004).

La tans-preniltransferasa (o prenil-difosfat sintasa) catalitza la condensacié del FPP amb
varis IPPs per formar una cadena llarga isoprenoide. En eucariotes aquest enzim és un
heterodimer format per dues subunitat diferents codificades pels gens PDSSI i PDSS2
(Trevisson 2011). La part terminal de la sintesis de CoQQ consisteix en la condensacid
de la cua poliprenil pirofosfat (decaprenil-PP) amb el 4-hidroxibenzoat (4-OH-benzoat,
PHB), que s’origina a partir dels aminoacids tirosina o fenilalanina i que aporta
I’estructura d’anell. Aquesta condensacié esta catalitzada per la poliprenil-4-
hidroxibenzoat transferasa, un enzim transmembrana situat a la membrana mitocondrial
interna i codificat per COQ?2. Les reaccions que es donen seguidament (metilacions,
hidroxilacions i decarboxilacions) modifiquen 1’estructura de I’anell aromatic (Turunen
2004; Dallner 2000). Se sap que COQ3 catalitza dues O-metilacions 1 COQ7 ¢€s requerit
per la hidroxilacié de la demetoxi-ubiquinona cap a 2-hidroxiubiquinona. També es
coneix que COQ)5 codifica per una metil-transferasa 1 COQ6 per a una mono-oxigenasa.
Per altre banda, el gen CABCI (0 ADCK3 o COQ8) codifica per una quinasa que es creu
que regula el procés biosintetic, mentre que COQ4 codifica per una proteina de funcio
enzimatica desconeguda pero que es creu que organitza els productes dels gens COQ en
forma de complex multienzimatic ancorat a la membrana mitocondrial interna través de
les proteines COQ2 i COQ7. L’estabilitat d’aquest complex és essencial per a la
funcionalitat individual dels enzims, 1 la ablacido de qualsevol dels seus components
interromp la sintesis de CoQ;o (Figura 4). Altres gens COQ codifiquen per proteines
requerides per la biosintesis perd encara se’n desconeix la funci6 (Trevisson 2011; Hsu

2000; Tran 2007).
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Figura 4. Esquema del complex multienzimatic de les proteines COQ ancorat a la

membrana mitocondrial interna (Trevisson 2011).

El trafic intracel-lular de CoQ;o €és també un procés important perd que encara no es
coneix del tot. En llevats, les soques deletéries pel gen COQI0 produeixen nivells
normals de CoQjo perd aquest no pot ser utilitzat en la respiracid. Els homolegs
humans, COQI10A 1 COQI10B, codifiquen per una proteina lipofilica petita que s’uneix
al CoQjp 1 el transporta des del lloc de sintesis fins a la cadena transportadora

d’electrons (Figura 5).

CITOSOL Acid

Pituvat Tvr/Phe —> —> Farnesil PP —» —> Geranilgeranil-PP
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Figura 5. Esquema del procés de sintesi de CoQ fins a la seva ubicacid final a la cadena

respiratoria mitocondrial. Modificada de Quinzii 2007.
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D Regulacio de la via del mevalonat
L’enzim de regulacio principal de la via del mevalonat és la HMG-CoA reductasa, que

afecta principalment la sintesi de colesterol.

La esqual¢ sintasa té una elevada Km pel seu substrat, el FPP, de manera que una petita
disminuci6 en la concentracié d’aquest substrat provoca una disminuci6 de la sintesis de
colesterol. En canvi, les Km d’altres enzims que tamb¢ utilitzen el FPP, com ara les
preniltransferases i les farnesil-proteina transferases, son baixes, de manera que aquests
enzims estan saturats encara que hi hagi poca quantitat de substrat. De moment encara
no s’han descrit quins metabolits o intermediaris son els reguladors de la via de sintesi
de CoQ, tot i que alguns estudis senyalen hormones, com la hormona del creixement, la

tiroxina, la cortisona o 1’adrenalina com a possibles reguladors de la via (Turunen

2004).

El CoQ és sintetitzat a totes les cel-lules 1, sota condicions normals, la producci6 in situ
a cada teixit és suficient per al requeriment cel-lular, a diferéncia del colesterol, que es
creu que la produccio local esta considerablement per sota de la quantitat consumida.
Les membranes cel-lulars requereixen una quantitat apropiada de CoQ i la seva
disminuci6 altera les funcions respiratoria i antioxidant. El llindar per a la concentracid
de CoQ és desconegut 1 queda per establir a partir de quin grau de disminuci6 hi ha

conseqiieéncies (Dallner 2003).

1.2.3 Deficiencies de CoQ

Les deficiencies de CoQ s’han descrit com a desordres autosomics recessius i es poden
classificar com a primaries, si estan associades a mutacions en gens directament
implicats en la via de sintesi de CoQ; o secundaries, amb alteracions en gens no
directament implicats en la biosintesis. Son deficiencies dificils de reconéixer a causa de
la gran heterogeneitat de simptomes clinics. La reducci6 dels nivells de CoQg en teixit
o cel-lules va ser bioquimicament identificada per primera vegada el 1989 (Ogashara

1989).
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S’han definit fins a 6 formes fenotipiques de deficiencia de CoQ:

1) Forma encefalomiopatica. Descrita per primera vegada per Ogasahara
(Ogashara 1989). Tal i com el seu nom indica, els simptomes clinics sén
basicament miopatia amb afectacio cerebral i retard psicomotor i amb edat d’inici

entre <2 i 15 anys.

2) Forma miopatica. Caracteritzada basicament per miopatia amb CK elevades,
hiperlactacidémia i/o hiperlactatoraquia. L’edat d’aparici6 d’aquesta forma és entre
els 3 1 14 anys. Aquests pacients presenten intolerancia a I’exercici associada a
debilitat muscular proximal sense evideéncia d’afectacié d’altres organs. Solen
presentar una clara resposta al tractament amb CoQ ;9. Molts d’aquests pacients son
formes secundaries associades a deficiéncia multiple d’acil-CoA deshidrogenasa

(MADD) (Gempel 2007).

3) Forma infantil multisistémica. Va ser descrita per primera vegada per Rotig i
col. (Rotig 2000) en tres germanes. Les principals manifestacions cliniques son
encefalopatia, amb afectacidé d’organs i nefropatia (Rahman 2012). Dins d’aquest
grup cal destacar la presentacid de sindrome nefrotic resistent a esteroides,

(Diomedi-Camassei 2007).

4) Forma ataxica. Es la forma més freqiient i es caracteritza per ataxia cerebelosa i
atrofia del cerebel. Va ser descrita per primera vegada per Musumeci i col. I’any
2001. Pot estar associada a altres manifestacions cliniques, com ara neuropatia,
retard psicomotor, debilitat muscular 1 hipogonadisme. S’inicia en etapa infantil
(des de 2 mesos fins a 6 anys) i sovint va associat a convulsions (Musumeci 2001
Lamperti 2003; Gironi 2004, Artuch 2006; Quinzi 2010). La majoria de casos

descrits estan associats a mutacions a la quinasa ADCK3 (CABC1).

5) Sindrome de Leigh amb ataxia. Es la forma menys freqiient. Inicialment
descrita en dues germanes adultes amb encefalopatia i1 retard mental sever associat a
ataxia, sordera, retard de creixement i acidosis lactica (Van Maldergem 2002; Lopez

2006).
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6) Forma nefropatica resistent a esteroides. Aquesta forma pot anar lligada, o no,
a sordera 1 va ser descita per primera vegada per Diomedi-Camassei en dos pacients

portadors de mutacions al gen COQ2 (Diomedi-Camassei 2007).

El solapament dels fenotips de les deficiéncies de CoQ;o amb d’altres desordres
mitocondrials fa que el seu reconeixement clinic sigui un repte. La neuroimatge pot
aportar pistes clau per al diagnostic, ja que la atrofia cerebelar és freqlient en aquestes
deficiéncies, encara que les alteracions cerebelars sovint també apareixen en desordres

de la cadena respiratoria mitocondrial i altres errors congenits del metabolisme (ECM).

Per altra banda, les caracteristiques cliniques no son suficients per a un diagnostic
definitiu o per distingir entre deficiéncies primaries o secundaries, essent necessaria una

investigacio bioquimica i genética dels pacients amb sospita.

Es important diagnosticar aviat aquests pacients ja que el tractament amb CoQ,o oral
millora els simptomes clinics i I’evoluci6é de la malaltia millora quan el tractament és

precog.

D Deficiencies primaries de CoQy
En humans s’han definit almenys 13 gens (PDSSI, PDSS2, COQ2, COQ3, COQ4,
COQ5, COQ6, COQ7, ADCK3, ADCK4, COQ9, COQI10a i COQ10b) involucrats en la
biosintesi de CoQo (Doimo 2014) i s’han descrit mutacions en 8 d’ells (COQ2, ADCK3,
ADCK4, PDSS1, PDSS2, COQ6, COQ9 i COQ4).

El fenotip clinic en aquests pacients pot anar des de desordres multisistémics neonatals
fatals fins a sindromes nefrotics aillats. Dades preliminars indiquen que la varietat
clinica depeén, en part, de I’activitat residual de cada individu, perd es creu que
I’ambient també jugaria un paper important en la determinacié del fenotip d’aquests
pacients. El primer defecte genetic es va identificar per mapeig d’homozigositat al gen
COQ2, que codifica per la poliprenil-4-hidroxibenzoat transferasa, en dos germans, de
pares consanguinis, que presentaven nefropatia infantil resistent a esteroides i

deficiencia de CoQo tant en fibroblasts com en muscul (Quinzii 2006).

El 2006 Lopez i col. (Lopez 2006) varen descriure el cas d’un nen amb sindrome

nefrotic 1 sindrome de Leigh, pneumonia neonatal i hipotonia, que presentava mutacions
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en heterozigosis en el gen PDSS2. Aquest gen codifica per una de les dues subunitats de
la poliprenil difosfat sintasa, el primer enzim de la via de sintesis de CoQ¢. El mateix
any, a través d’estudis de mapeig d’homozigositat, es varen descriure 2 germans, de
pares consanguinis, amb defecte de CoQ causat per una mutacié en homozigosis en el
gen PDSSI 1 que es manifestava com a una malaltia multisistétmica amb
encefaloneuropatia (Mollet 2007). Sorprenentment, la presentacié clinica dels pacients
amb mutacié a PDSSI o PDSS2 és diferent, tot i que les mutacions en ambdos gens
tenen com a conseqiiencia la peérdua d’activitat de 1’enzim trans-prenil transferasa.
Curiosament, la nefroencefalopatia és coincident en pacients amb mutacions tant en
COQ?2 com PDSS2 mentre que els pacients amb alteracions a PDSSI no desenvolupen
nefropatia. Aquestes diferéncies podrien ser degudes a variacions en els nivells de
CoQ en els teixits, diferéncies en la sobreproduccié d’espécies reactives d’oxigen o

diferent nivell d’expressio dels dos gens en diferents teixits (Rahman 2012).

També s’han identificat mutacions al gen ADCK3 (també anomenat COQ8 o CABCI),
que codifica per una quinasa que modula la sintesis de CoQ;o, en families amb ataxia
cerebelar d’aparicid juvenil 1 atrofia cerebelosa. Se n’han descrit un nombre elevat de

casos, fent que aquesta sigui la principal causa de deficiencia primaria de CoQ o (Mollet

2008; Lagier-Tourenne 2008; Gerards 2010).

L’any 2009, Duncan i col. varen descriure 1’tnic pacient amb una mutaciéo en COQ9Y;
aquest pacient presentava acidosis lactica neonatal 1 problemes multisistémics
(hipertrofia ventricular, tubulopatia renal, cardiopatia) i desordres motors importants

associats a una atrofia cerebral i cerebelar (Dunan 2009).

Al llarg del 2011, es varen descriure mutacions en COQ6 en un total d’11 pacients, amb
un fenotip similar a I’observat en pacients amb mutacions a COQ2 1 PDSS2: tots

presentaven sindrome nefrotic d’aparici6 durant el primer any de vida (Heeringa 2011).

L’any 2012, es va descriure el primer pacient amb defecte autosomic dominant de
CoQ causat per una tnica mutaciéo a COQ4 (Salviati 2012). Recentment s’han descrit
més casos de defecte de CoQ;o causats per mutacions, en homozigosi o en heterozigosi,

a COQ4 (Brea-Calvo 2015).

Queden, pero, molts pacients amb deficiencia de CoQj en els quals no s’ha identificat

cap mutacid després d’haver analitzat tots els gens associats a la via de sintesis de
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CoQio que s’han descrit fins ara. Podria ser que quedessin gens de la via per identificar
o bé que la mutaci6 o mutacions responsables de la deficiéncia estiguin en seqiiéncies
reguladores de gens que encara no s’han estudiat o bé en gens reguladors encara

desconeguts.

D Deficiéncies secundaries de CoQ g
El 2005, Quinzii va identificar mutacions en el gen APTX, que codifica per la
aprataxina, en una familia amb deficiencia de CoQo, ataxia cerebelar i1 resposta al
tractament amb CoQ;o (Quinzii 2005). La aprataxina €s una proteina involucrada en la
reparaci6 de la doble hélix d’ADN i mutacions en aquest gen causen ataxia amb apraxia
oculomotora de tipus 1 (AOA1). L’estudi de pacients amb AOA1 va demostrar nivells
baixos de CoQ;o en muscul i fibroblaasts. No obstant aix0, també hi ha pacients efectes
de AOA1 que presenten nivells de CoQjo normals o elevats. Encara no s’ha pogut
establir una correlaci6é clara genotip-fenotip ni el mecanisme pel qual hi ha nivells
baixos de CoQjo en alguns pacients, perd s’ha vist clarament que milloren amb el

tractament amb CoQ o (Le Ber 2007).

Gempel i col., varen identificar mutacions en el gen ETFDH, que codifica per la
deshidrogenasa de la flavoproteina transferidora d’electrons, en pacients que inicialment
s’havien diagnosticat com a formes miopatiques de deficiéncia de CoQ;¢ (Gempel
2007). Aquests pacients presentaven un perfil d’acilcarnitines suggestiu de MADD
(deficiéncia multiple de acil-CoA deshidrogenases), juntament amb activitats dels
complexes [+111 1 II+III deficients 1 nivells de CoQ; en muscul notablement disminuits.
Els pacients amb deficiéncies secundaries de CoQ;o degudes a aquest gen milloren molt
amb el tractament combinat de CoQ i riboflavina. Tot i aix0, la disminucié de CoQ

en les MADD no és un fet universal, ja que hi ha pacients amb nivells normals.

També s’ha descrit deficiencia secundaria de CoQ;o amb presentacidé multisistémica
infantil en un pacient amb sindrome cardiofaciocutani causat per una mutacio al gen

BRAF (Aeby 2007).

Les deficiencies de CoQ;¢ poden ser secundaries a malalties mitocondrials: el 1989,
Zierz i col. varen descriure un pacient efecte de sindrome de Kearns-Sayre amb reduccio

de CoQjo en muscul i plasma (Zierz 1989); Montero i col. han descrit pacients amb
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alteracio de la cadena respiratoria mitocondrial o depleci6 de ADN mitocondrial 1
nivells baixos de CoQ;o (Montero 2005; Montero 2009; Montero 2013). També s han
descrit deficiéncies secundaries en pacients afectes de malalties mitocondrials causades
per mutacions o delecions en ’ADNmt. Per altra banda, s’ha especulat de I’existéncia
de determinats factors genétics que poden conferir certa susceptibilitat a desenvolupar

deficiéncies secundaries de CoQ,o (Anderson 1981; Wallace 2009; Dudkina 2008).

Recentment s’ha descrit un cas de deficiéncia secundaria de CoQ; associada a un

defecte en el transportador de glucosa GLUT1 (Yubedo 2014).

Tot 1 aix0, encara no estan clares les raons que expliquen aquestes deficiencies. S’han
creat moltes hipotesis, des de interferéncies en la biosintesis de CoQ), alteracions en el
medi de la membrana interna mitocondrial a causa d’alteracions en la composicid
lipidica 1 proteica, interferéncies en la formacido del complex multienzimatic de

biosintesis, o a un augment de la degradacié de CoQ o (Sacconi 2010).

D Tractament de les deficiencies de CoQy
La complementacié oral amb CoQ;o (10-30 mg/kg/dia en nens 1 1200-3000 mg/dia en
adults) sembla efectiva en determinats pacients, especialment pel que fa a les
manifestacions neurologiques 1 renals. Menys del 5% del CoQ ¢ oral arriba al plasma en
humans 1 la barrera hematoencefalica redueix la captacié de CoQo per part del sistema
nervios central. Com que la molecula de CoQ és altament lipofilica, el CoQ administrat
exogenament s’integra a la membrana plasmatica o a altres membranes cel-lulars abans
d’arribar a la membrana mitocondrial interna (Lopez 2010). A causa de la baixa
biodisponibilitat i la baixa captacio d’ubiquinona per part del mitocondri, la
complementacié primerenca amb CoQjo és crucial per assolir 1’éxit en la terapia i
preveure el dany en organs com el fetge i el sistema nervids central. Tot i que sembla
que aquest tractament pot bloquejar la progressié de la malaltia, s’ha vist que no pot

revertir els danys que ja s’hagin causat.
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1.3 Diagnostic bioquimic de les alteracions del sistema OXPHOS i els defectes de

CoQqo

Donada I’amplia heterogeneitat clinica i la poca relacié genotip-fenotip en els desordres
mitocondrials, sol ser necessari un estudi bioquimic complert 1 avaluar els resultats en el
context familiar i fenotipic del pacient.

Les alteracions dels enzims del sistema OXPHOS sovint comporten nivells elevats de
lactat en sang, orina i/o liquid cefaloraquidi a causa del menor consum de piruvat per
part del mitocondri. També van acompanyades d’una alteracié de la relacio
lactat/piruvat, que es veu augmentada a causa de que la interrupcié del flux de la CRM
provoca un augment de NADH que estimula la conversié del piruvat a lactat per la
lactat deshidrogenasa. A vegades també s’observa un increment d’alanina, com a
resultat de la transaminaci6 del piruvat per la alanina aminotransferasa.

Mesurar la capacitat oxidativa del teixit muscular o de c¢l-lules en cultiu és una eina
molt util per estudiar la funcié mitocondrial 1 detectar deficiéncies dels complexes que

formen el sistema OXPHOS i/o defectes de CoQ .

Per a un diagnostic Optim, primer cal valorar el conjunt del metabolisme energetic en
mitocondries intactes, per la qual cosa es necessita teixit fresc (teixit muscular,
fibroblasts cultivats o cel-lules mononuclears). La respiracido mitocondrial es por avaluar
mitjangant 1’analisi del consum d’oxigen (teécniques polarografiques) o bé per estudis
d’oxidaci6 de substrats energétics marcats amb C'*. La normalitat o el defecte en
aquests estudis és un bon indicatiu a ’hora de descartar o diagnosticar una malaltia
mitocondrial. No obstant, aquestes proves realitzades a partir de teixit fresc es porten a
terme en pocs centres de diagnostic ja que ¢és dificil aconseguir-los quan el centre no
pertany a ’hospital on es fa la biopsia. Per aixo, és més freqiient la determinacié de
I’activitat dels enzims que formen la CRM mitjangant técniques espectrofotometriques a
partir de fibroblasts cultivats o d’homogenat de teixit muscular congelat enriquit en
mitocondris. A partir d’aquest material, també es pot dur a terme la determinacié de la
concentracid de CoQjo. No obstant, arribar a un diagnostic clar és més dificil a partir

d’aquests materials.
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Alternativament, o com a complement, es poden realitzar estudis quantitatius i
qualitatius dels complexes del sistema OXPHOS mitjancant la técnica d’electroforesis
en gel de Blue Native seguida de Western Blot o bé per tincid colorimétrica del gel
mitjancant I’estudi de les activitats enzimatiques en gel del complexes. Val a dir que
aquesta metodologia no dona informacid quantitativa i, per tant, els defectes lleugers

seran més dificils de detectar.

S’ha de considerar una possible deficiéncia de CoQ; quan els estudis histologics de la
biopsia de muscul revelen la preséncia de fibres ragged-red 1 deposicions lipidiques
importants, perd aquest no és un comportament universal. La majoria de pacients amb
defecte de CoQjo presenten anomalies en les activitats de la cadena respiratoria
mitocondrial, I’estudi de la qual es fa a través d’analisis espectrofotométriques.
Activitats reduides dels complexes dependents de quinona (complexes I+III
(NADH:citocrom C oxidoreductasa) i II+III (succinat:citocrom c oxidoreductasa)), amb
activitats normals dels complexes I, II i III son suggerents de deficiéncies severes de
CoQ, tot i que aquestes activitats poden ser normals en casos de deficiéncies parcials

(Quinzii 2010).

En la majoria de pacients amb alteracions mitocondrials, el muscul esqueletic sol estar
afectat, ja que és un teixit molt energetic i ric en mitocondris. Per tant, la biopsia de
muscul sera el teixit d’eleccid per a dur a terme els estudis enzimatics del sistema
OXPHOS 1 de quantificacio de CoQjo. Tot 1 aix0, cal també tenir en compte les biopsies
de pell, ja que permeten obtenir una linia cel-lular de fibroblasts que podra ser utilitzada

per a estudis bioquimics funcionals i1 genétics complementaris.

Quan D’alteraci6é genctica és a ’ADNmt, es poden observar diferéncies bioquimiques

entre els teixits d’estudi a causa de la heteroplasmia teixit-especifica.

La deficiéncia de CoQ en fibroblasts i en teixit muscular pot ser la confirmacié d’una
deficiencia primaria en la sintesis de CoQ en pacients que presenten la forma
multisistémica; no obstant, nivells normals de CoQ en fibroblasts no exclouen la
deficiéncia en muscul. Per tant, el muscul sera el teixit d’eleccid per a la quantificacio
del CoQjo. Donat que la bidopsia de muscul s’obté mitjangant un procés invasiu, s’ha
considerat la utilitzacié d’altres teixits, com ara c¢l-lules sanguinies mononuclears,

linies cel-lulars limfoblastoides (Arias 2012), fibroblasts o mioblasts. Per altra banda,
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s’han detectat pacients amb defectes de CoQ;o confirmats gencticament perd que
presentaven nivells normals de CoQ; en fibroblasts. Per aix0, és necessari estudiar més

d’un teixit per tal de confirmar la deficiéncia.

Les deficiéncies primaries de CoQjo s’han definit, fins al moment, com a desordres
autosomics recessius que presenten una bona resposta al tractament per complementacio
amb CoQjo. La rapida aplicacio de tractament permet una millor evolucié de la malaltia.
Tenint en compte aix0, és molt important establir una metodologia bioquimica que

permeti un rapid diagnostic d’aquestes deficiencies primaries.

Per tant, I’estudi de pacients amb sospita de deficiéncia en el sistema OXPHOS (CRM i
CoQo) pot ser molt complex, essent necessaria la utilitzacio de técniques molt diverses

per tal d’acostar al maxim el diagnostic definitiu.
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2. OBJECTIUS

La Secci6 d’Errors Congenits del Metabolisme de 1’Hospital Clinic de Barcelona i
I’Hospital Sant Joan de Déu (Barcelona) son centres de diagnostic de referéncia pel que
fa a malalties mitocondrials i deficiéncies de CoQg, sobretot en pacients pediatrics. Per
aixo és important disposar de metodologies d’estudi eficients que facilitin la troballa

d’un diagnostic definitiu.

Detectar i diagnosticar les malalties mitocondrials i els defectes de CoQ; €s sovint una
tasca complexa donada la gran heterogeneitat fenotipica, 1’escassa relacid fenotip-

genotip 1 I’elevat nombre de factors genétics implicats, tant nuclears com mitocondrials.

La metodologia fins aleshores utilitzada per a 1’estudi de les activitats dels enzims que
formen la CRM presentava certes limitacions, sobretot en els estudis en fibroblasts
cultivats, i un baix rendiment diagnostic. Per altra banda, la quantificaci6é del CoQo tant
en teixit muscular com en fibroblasts cultivats no permet discriminar entre deficiéncies
primaries i secundaries, i cal tenir en compte que el tractament amb complementacid
oral de CoQ;( millora considerablement la clinica dels pacients, essent més efectiu quan

més aviat s’implementa.
Tenint en compte totes aquestes dificultats, les nostres HIPOTESIS de treball varen ser:

- que una millor estandarditzaci6 dels procediments d’analisi permetria una

millora en el rendiment diagnostic de les malalties mitocondrials.

- que la implementacié d’una metodologia de mesura de la biosintesi de CoQ

permetria identificar les deficiéncies primaries i evitar falsos diagnostics.

- que aquestes millores en les metodologies també permetrien avancar en el
coneixement de noves caracteristiques bioquimiques i genétiques d’aquestes

malalties.
Per aquestes raons, els OBJECTIUS proposats per a aquest treball varen ser:

1. Implementar una nova metodologia per a I’estudi espectrofotométric de les
activitats dels enzims que formen la cadena respiratoria mitocondrial que millori la

identificaci6 de defectes en aquests enzims.
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Objectius

2. Establir contactes amb altres laboratoris d’estudi dels enzims de la CRM per tal
d’homogeneitzar la metodologia, permetent la creaci6 d’un punt de suport entre els

diversos centres de diagnostic.

3. Implementar la técnica d’electroforesis en Blue Native per a 1’estudi dels enzims
de CRM i demostrar que ¢és una bona eina complementaria a les técniques

espectrofotometrics.

4. Desenvolupar i establir una metodologia d’estudi de la via de biosintesi de
CoQo en cel lules cultivades que permeti discriminar entre deficiéncies primaries i

secundaries de CoQ)o.
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3.MATERIAL I METODES

La seccio d’Errors Congenits del Metabolisme de 1’Hospital Clinic de Barcelona és un
centre de referéncia pel que respecte a al diagnostic de malalties metaboliques, entre
elles les malalties mitocondrials que analitza mostres procedents d’Hospitals de tot
I’estat Espanyol.

En el desenvolupament d’aquets treball s’han utilitzat un total de 285 mostres humanes
que inclouen biopsies musculars, biopsies de pell 1 teixit muscular cardiac per a dur a
terme els diversos estudis. S’han analitzat mostres anonimitzades d’individus
classificats com a control (individus sense patologia o sospita de malaltia mitocondrial)
1 mostres de pacients amb diverses patologies que portaven a la sospita de malaltia
mitocondrial i/o deficiéncia de coenzim Q,o. Totes aquestes mostres es varen extreure,
sota consentiment informat, pels corresponents facultatius meédics dels respectius
hospitals d’origen. Un cop obtingudes varen ser immediatament congelades, en el cas
de biopsies musculars i de teixit cardiac, o submergides en un medi de cultiu adequat,
en el cas de les biopsies de pell, i enviades a la Seccid6 d’Errors Congenits del

Metabolisme per al seu posterior estudi.
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3.1 OBTENCIO I CULTIU DE FIBROBLASTS

Mostra
Tipus: Biopsia de pell

Conservaci6: submergida en medi de cultiu i a temperatura ambient

Material i instrumentacio auxiliar
- Incubador a 37°C 1 5% flux de CO,
- Campana de flux laminar

- Tisores i pinces esterils

Reactius

- Medi MEM-GlutaMAX

- Medi DMEM

- Newborn Calf Serum (NBCS)
- Fetal Bovine Serum (FBS)

- Penicilina-estreptomicina

- Tripsina

Procediment

Es rep la biopsia de pell, extreta en condicions estérils, en medi de cultiu 1 a temperatura

ambient.

- Amb I’ajuda d’unes pinces 1 tisores separar 1’epidermis i tallar en trossets petits

(explants).

- Sembrar els explants homogeniament en un flascé de 25 cm’ amb medi MEM-
GlutaMAX complementat amb 15% de NBCS 1 125 U/mL de penicilina-estreptomicina.
- Deixar el flasco en posicid vertical, sense que el medi toqui els explants, a I’incubador
a 37°C 1 5% de CO, durant aproximadament dues hores per tal que quedin ben

enganxats. Seguidament, posar el flasco en posicié horitzontal i deixar-lo a I’incubador

fins que arribi a la confluéncia.
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- Tripsinitzar 1 sembrar de nou per tal d’obtenir un subcultiu de fibroblasts. Mantenir el
subcultiu amb medi DMEM 10% FBS i 100 U/mL de penicilina-estreptomicina (medi
DMEM normal).
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3.2 DETERMINACIO DE PROTEINES PEL METODE DE LOWRY

Es base en la reaccio colorimétrica de les proteines amb una solucié alcalina de tartrat
cupric i el reactiu de Folin. Les proteines reaccionen amb el coure en preséncia de medi
alcali. Aquestes proteines tractades amb coure redueixen el reactiu de Folin. El color
que es forma es deu basicament als aminoacids tirosina i triptofan, pero també hi poden
intervenir la cisteina, la cistina i la histidina. Les proteines provoquen la reduccié del
reactiu de Folin, que perd 1, 2 o 3 atoms d’oxigen, donant lloc a espécies reactives que
presenten un color blau caracteristic que presenta pics de maxima i minima absorbancia

a 750 nm 1 405 nm respectivament (Lowry 1951; Peterson 1979).

Mostra
Tipus: Homogenat cel- lular

Conservacié: congelaci6é a -18+£5°C o inferior

Material i instrumentacié auxiliar

- Microplaques de 96 pous de fons pla (NUNC)

- Agitador orbital de plaques

- Lector de microplaques (POLARstar Omega; BMG LABTECH)

Reactius

- Estandard de proteina: Bovine Serum Albumin (BSA) Standard 2 mg/mL (Thermo
Scientific)

- Reactiu A: soluci¢ alcalina de tartrat ctipric (Bio-Rad DC Protein Assay)

- Reactiu B: reactiu de Folin diluit (Bio-Rad DC Protein Assay)

Procediment

Preparacio de la recta patro:

La recta patro esta formada per 7 punts:
1. 1,5mg/mL - 375 uL estandard 2 mg/mL + 125 uL aigua MiliQ
2. 1,25 mg/mL - 312,5 pL estandard 2 mg/mL + 187,5 pL aigua MiliQ
3. 1 mg/mL - 250 pL estandard 2 mg/mL + 250 pL aigua MiliQ
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0,8 mg/mL - 200 pL estandard 2 mg/mL + 300 puL aigua MiliQ
0,4 mg/mL - 100 pL estandard 2 mg/mL + 400 puL aigua MiliQ
0,2 mg/mL - 50 uL estandard 2 mg/mL + 450 pL aigua MiliQ
0 mg/mL - 500 pL aigua MiliQ

NS » ok

Un cop preparats, fer aliquotes de 100 pL. de cada punt i guardar-les a -18+5°C.

Descongelar una aliquota de cada punt just abans d’utilitzar-la.

Preparacio de la placa i guantificacio de proteines:

- Sembrar, per triplicat, 5 pL de cada punt de la recta patro, en ordre creixent, i de la
mostra (si la mostra esta excessivament concentrada, diluir 4 amb aigua MiliQ).

- Afegir 25 pL de Reactiu A a cada pou.

- Afegir 200 pL de Reactiu B a cada pou.

- Agitar la placa a la maxima velocitat durant uns 20 segons.

- Deixar actuar a la foscor durant 15 minuts.

- Llegir immediatament I’absorbancia de cada pou al lector de microplaques a 750 nm

de longitud d’ona.
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3.3 DETERMINACIO DE PROTEINES PEL METODE DE BCA

El meétode utilitza 1’acid bicinconinic (BCA) per a la deteccid colorimétrica i la
quantificacié de proteines. Es un meétode que combina la reduccié de Cu™ a Cu™
causada per les proteines en presencia de medi alcali (reacci6 de biuret) amb una
deteccid colorimétrica del catié coure (Cu'') altament sensible i selectiva utilitzant un
unic reactiu que conté acid bicinconinic. La reaccid porpra que es produeix és
conseqiiéncia de la quelacid de dues molecules de BCA amb un i6 coure. Aquest
complex que es forma presenta una elevada absorbancia a 562 nm que és lineal en un

rang de 20-2000 pg/mL de proteina.

Mostra
Tipus: Homogenat cel- lular

Quantitat minima necessaria: 15 pL de sobrenedant.

Conservaci6: congelacio a -18+5°C o inferior

Material i instrumentaci6 auxiliar

- Microplaques de 96 pous de fons pla (NUNC)
- Agitador de plaques.

- Incubador de plaques termostitzat a 37°C

- Lector de microplaques (POLARstar Omega; BMG LABTECH)

Reactius
- Clorur de sodi (NaCl) 0,15 M. Es guarda a 4°C durant 12 mesos.
- Pierce BCA Protein Assay Kit (Pierce®):
- Reactiu A: carbonat sodic, bicarbonat sodic, acid bicinconinic i tartrat sodic
en una soluci6 0,1 M d’hidroxid de sodi

- Reactiu B: soluci6 al 4% de sulfat cupric

Estandard de proteina: Bovine Serum Albumin (BSA) Standard (2 mg/mL) de

Thermo Scientific.
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Procediment

Preparacio de la recta patro:

La patro esta formada per 8 punts:

1. 2 mg/mL - estandard comercial de BSA.

1,5 mg/mL - 300 pL estandard 2 mg/mL + 100 uL NaCl 0,15 M

1 mg/mL - 250 pL estandard 2 mg/mL + 250 pL NaCl 0,15 M

0,5 mg/mL - 100 pL estandard 2 mg/mL + 300 uL NaCl 0,15 M

0,250 mg/mL - 50 pL estandard. 2 mg/mL + 350 uL NaCl 0,15 M
0,125 mg/mL - 75 uL estandard 1 mg/mL + 525 pL NaCl1 0,15 M
0,062 mg/mL - 200 pL estandard 0,125 mg/mL + 200 uL NaCl 0,15 M
0 mg/mL - NaCl 0,15 M

e o

Un cop preparats, fer aliquotes de 100pL de cada punt i guardar a -18+5°C. Descongelar

una aliquota de cada punt just abans d’utilitzar-la.

Preparaci6 de la placa i quantificacié de proteines

Diluir la mostra 1/4 amb NaCl 0,15 M.

Sembrar, per triplicat, 10 uL de cada punt de la recta patro, en ordre creixent, i de la
mostra.

Preparar el reactiu de quantificaci6 barrejant 1 part de la Reactiu B en 50 parts de
Reactiu A. Es prepara el volum just necessari per a la determinacio.

Afegir 200 pL del reactiu de quantificacio a cada pou sembrat.

Agitar a maxima velocitat amb ’agitador de plaques durant 20 segons.

Incubar la placa tapada a 37°C durant 30 minuts a I’incubador de plaques.

Deixar temperar durant aproximadament 1 minut.

Llegir immediatament el color al lector de plaques a 562nm de longitud d’ona.
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3.4 ACTIVITAT CITRAT SINTASA EN FIBROBLASTS (Métode de Srere)

Es determina espectrofotometricament segons el meétode descrit per Srere (Srere 1969).
La citrat sintasa (CS) és un enzim del cicle de Krebs que catalitza la formaci6 de citrat a
partir d’oxalacetat i acetil-CoA. El CoA alliberat reacciona amb el DTNB:

CS
Acetil CoA + oxalacetat —»  Citrat + CoA-SH
CoA-SH+ DTNB —>» 5-Tio-nitrobenzoil CoA + TNB

Es mesura I’increment d’absorbancia del TNB a 412 nm de longitud d’ona i 25°C de

temperatura.

Mostra
Tipus: Fibroblasts (pellet corresponent al cultiu de 2 flascons de 25 cm®).
Conservacid: L’estudi es porta a terme just després de tripsinitzar el cultiu, pero el pellet

també es pot guardar a -80+5°C fins a la seva utilitzacio.

Material i instrumentaci6 auxiliar

- Homogenitzador de teixits (B. Braun)

- Centrifuga

- Sonicador Labsonic 1510 (B. Braun)

- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrefotémetre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Serum fisiologic (0,9 M NaCl)
- Tampo6 SETH pH 7,4: 0,25 M sacarosa, 10 mM Tris-hidroximetil-aminometa (Tris),
2 mM EDTA, 100 UI/mL heparina.
- Pesar la sacarosa, Tris i EDTA necessaris per 50 mL de volum final.
Dissoldre en 35 mL aigua MiliQ. Afegir 5 mL d’heparina (1000 UI/mL) i
ajustar a pH 7,4 amb HCI. Enrasar el volum a 50 mL amb aigua MiliQ.

Conservar a -18+5°C durant almenys 12 mesos.
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- Tamp¢ Tris-HCI 1 M pH 8,0.
- Pesar 30,3 g de Tris 1 dissoldre en 245 mL d’aigua MiliQ. Ajustar a pH 8,0
amb HCI i enrasar el volum a 250 mL. Conservar a -18+5°C durant almenys
12 mesos. Comprovar el pH abans d’utilitzar.
- DTNB 1 mM pH 8,0.
- Pesar 3,9 mg de DTNB i dissoldre en 10 mL de Tris-HC1 1 M pH 8,0. Fer
aliquotes de 1 mL i1 conservar a -18+5°C durant almenys 12 mesos.
- Acetil CoA 10 mM.
- Pesar 8,27 mg d’acetil CoA i dissoldre en 1 mL d’aigua MiliQ. Conservar a
-18+5°C durant almenys 6 mesos.
- Trité X-100 10%. Conservaci6 a -18+5°C durant almenys 12 mesos.
- Acid oxaloacétic 10 mM pH 8,0 (prepara el mateix dia de ’assaig i no guardar).
- Pesar 4 mg d’oxalacetat i dissoldre en 0,3 mL de tamp6 Tris-HCl 1 M pH
8,0 12,7 mL d’aigua MiliQ.

Procediment

Preparacio de [’extracte de teixit:

Centrifugar les cel-lules a 1100 rpm 10 minuts. Rentar el pellet dues vegades amb suero
fisiologic (0,9 M NaCl) i finalment suspendre amb 400 pL de tamp6é SETH.

Sonicar dues vegades durant 5 segons 1 mantenint el tub en gel.

Assaig d activitat:

- Enuna cubeta semimicro afegir:
- 50 pL de DTNB 1 mM
- 15 pL d’homogenat de fibroblasts
- 15 pL d’acetil CoA 10 mM.
- 5 uL de triton X-100
- 380 puL d’aigua destil-lada atemperada a 25 °C.
- Agitar la cubeta suaument 1 llegir durant 3 minuts a 412 nm 1 25 °C.
- Afegir 25 pL d’oxalacetat 10 mM 1 agitar la cubeta suaument. Continuar la lectura

durant 3 minuts més.
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- Calcular el pendent abans i després de 1’addici6 d’oxalacetat i la diferéncia entre

ambdos (AA/min).
Calcul de I’activitat CS

Activitat

(AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 pg/mg)

nmol/min/mg prot €x lem x (volum mostra mL) X prot mg/mL

(AAbs/min) x 0,5 mL x 1000 pg/mg

13,6 x 1 cm x 0.01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincio molar del DTNB € = 13,6 mM'em™!

Unitats: nmol/min/mg prot

Resultats
Interval de referencia:

11-29 nmol/min/mg prot

(AAbs/min) x 1838,2
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3.5 TEST DE VIABILITAT CEL-LULAR

Es base en la capacitat de les cel-lules metabolicament actives per reduir MTT
(Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide) cap a formazan, un compost insoluble en aigua
que precipita en forma de cristalls.

Els cristalls formats es solubilitzen, normalment amb DMSO, donant lloc a una solucio
lila I’absorbancia de la qual es pot llegir a 540 nm de longitud d’ona. La concentracié de

MTT reduit €s proporcional al nombre de c¢l-lules vives.

Mostra
Tipus: Cultiu de fibroblasts

Material i instrumentaci6 auxiliar

- Incubador a 37°C i 5% flux de CO2

- Campana flux laminar

- Centrifuga

- Cambra de Neubauer

- Microscopi

- Microplaca de 96 pous de fons pla (NUNC)

- Agitador orbital de plaques

- Lector de microplaques (POLARstar Omega; BMG LABTECH)

Reactius

Tripsina
PBS esteril
Soluci6 de PBS-MTT Smg/mL.
- Dissoldre 5 mg de MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide; SIGMA) en
1 mL de PBS esteril
- DMSO

Procediment
- Tripsinitzar les cél-lules d’un flasco de 25 cm”.

- Recollir i centrifugar les c¢l-lules 1100 rpm 10 minuts.
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Resuspendre el pellet de cél-lules amb 1 mL de PBS estéril.

Agafar 100 pL de la suspensié cel-lular i passar-los a un eppendorf amb 900 pL de
PBS estéril (dilucio 1/10).

Carregar la Cambra de Neubauer i fer recompte de cel-lules. Comptar les cel-lules
dels 4 quadrants, sense tenir en compte les cel-lules que toquen la linia dels marges

dret 1 inferior.

Figura 6. Esquema de la Cambra

de Neubauer. Mostra les cél-lules

que s’han de tenir en compte pel
recompte (cel-lules de color blanc)

i les que no (cel-lules de color
vermell).

Calcular el nombre de cél-lules totals de la suspensio cel-lular inicial:

particules recomptades x dilucio particules recomptades x 10
= = Ac¢l-lules/uL
superficie (mm?) x profunditat (mm) 4mm?2 x 0,1 mm
Acel. 1000 nL

x 1 mL suspensi6 cel-lular =| B cel-lules totals

X
puL 1 mL
Tornar a centrifugar la suspensid cel-lular (1 mL) 10 minuts a 1100 rpm 1
resuspendre de nou amb 5 mL de medi DMEM normal.

Calcular el volum de suspensid cel-lular necessari per obtenir una suspensié a una

concentraci6 de 5000 cel/100 pL.

5000 cel-lules/100uL = 50000 c¢l-lules/pL

50000 cel/uLx 0,1 mL c¢l-lules X, mL suspencié < Volum de suspensio
Beel Is/5mL - cel-lular cel-lular per un volum
eel fotalsiam final de 100pL

Calcular el volum necessari per sembrar tots els pous a tractar. Per exemple, si cal

sembrar 30 pous, fer el calcul per un volum final de 4mL:

X; x4 mL .
R = X, mL de suspencié cel-lular <: Ajustarel volum fins a 4 mL
0,1 mL amb medi de cultiu
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Sembrar tres pous per cada condicid/tractament: control blanc (es fa un tractament
posterior amb SDS), control amb medi normal i tractaments especifics.

Deixar la placa al incubador a 37 °C 1 5% CO, durant 24h.

El dia segiient, substituir el medi de cultiu dels pous destinats als tractaments
especifics per 100 uL de medi de cultiu “problema” (tractat o complementat).
Deixar la placa a I’incubador 37 °C i 5% CO2 les hores establertes per a cada
tractament o condicio.

Preparar la solucio de PBS-MTT (5 mg/mL).

Treure el medi i netejar els pous amb 100uL de PBS esteéril.

Posar 100 pL de medi DMEM normal a cada pou.

Afegir 10 uL de solucié PBS-MTT (5 mg/mL) a cada pou

Agitar la placa a ’agitador orbital de plaques.

Deixar la placa a I’incubador a 37 °C 1 5% CO2 durant 3-4 hores. Apareixen cristalls
al fons del pou.

Treure el medi i rentar els pous amb 100 pL de PBS estéril.

Afegir 100 pL de DMSO esteril a cada pou i resuspendre els cristalls pipetejant
repetidament (la solucio pren color lila).

Agitar la placa a I’agitador orbital de plaques.

Tornar a deixar la placa al incubador a 37 °C 1 5% CO; durant 10-20 minuts.

Llegir I’absorbancia a 540 nm de longitud d’ona al lector de microplaques

(programa MTT).

Calcul de la viabilitat cel-lular

Fer la mitjana de les absorbancies obtingudes en els triplicats de cada condicio.
Restar 1’absorbancia obtinguda en el blanc (pous tractats amb SDS) de la resta
d’absorbancies obtingudes, tant pel control normal com pels tractaments especifics.
L’absorbancia obtinguda en el control normal sense tractar es considera el 100% de
viabilitat. A partir d’aquesta relacio, calcular els percentatges de viabilitat de

cadascun dels tractaments especifics duts a terme.

Resultats

Es considera que el tractament afecta la viabilitat cel-lular si el percentatge obtingut

¢és inferior al 80%.
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3.6 BIOSINTESI DE CoQ;9 EN FIBROBLASTS

Aquesta metodologia permet estudiar la sintesis endogena de CoQjo en fibroblasts
cultivats.

Es base en la utilitzaci6é d’intermediaris marcats de la via del CoQ;o: mevalonat deuterat
(*Hs-Meva) i acid para-hidroxi-benzoic marcat amb *C (**C¢-PHB), per tal de poder
quantificar la sintesis endogena de CoQ ;o marcat mitjancant cromatografia liquida d’alta
resolucid 1 analisis per espectrometria de masses en tandem (HPLC-MS/MS). La
incubacid del cultiu cel-lular amb 2H3—Meva permet la obtencio de 2H3—COQ10, mentre
que en la incubacié amb 13C6-PHB s’obté 1 Cs-CoQ1o.

Aquesta metodologia esta basada en la descrita per Teckle i col (Tekle 2008), on

s’utilitzen substrats marcats radioactivament.

Mostra
Tipus: Cultiu de fibroblasts

Material i instrumentacio auxiliar

Incubador a 37°C 1 5% flux de CO2

- Campana de flux laminar

- Filtres de 0,22 pm (MILLEX® GP)

- Centrifuga

- Sonicador Labsonic 1510 (B. Braun)

-  HPLC — MS/MS. HPLC (Alliance HT 2795) equipat amb una columna 2,1 x 50mm
Symmetry C18 HPLC (mida de particula 3,5um; Waters); espectrometria de masses
(MS/MS) realitzada amb un Micromass Quattro microTM API amb sistema
MasslynxTM (V3.2) (Waters/Micromass, Manchester, UK).

Reactius
- Medi DMEM amb 10% FBS i 100U/mL penicilina-estreptomicina
- ?H;-Meva 8,84 mM dissolt en etanol. Conservacié a -80+5°C

a-Ciclodextrina. Concentraci6 de treball 2 mM
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Medi d’incubacié 1,65 mM "*Cs-PHB.

- Pesar els mg de °C¢-PHB i de a-ciclodextrina necessaris segons el volum
de medi d’incubacié a preparar (2 mL de medi d’incubacié per pou de
cel-lules). Dissoldre amb medi DMEM normal i deixar reposar durant
almenys una hora. Filtrar amb filtres de 0,22 um.

Medi d’incubaci6 28 pM *H3-Meva.

- Agafar el volum de *H;-Meva 8,84 mM necessari segons el volum de medi
d’incubacié a preparar (2 mL de medi d’incubacié per pou de cél-lules).
Dissoldre amb medi DMEM normal i deixar reposar durant almenys una
hora. Filtrar amb filtres de 0,22 um.

Tamp6 SETH pH 7.,4: 0,25 M sacarosa, 10 mM Tris-hidroximetil-aminometa (Tris),
2 mM EDTA, 10 % heparina.

- Pesar la sacarosa, Tris i EDTA necessaris per 50 mL de volum final.
Dissoldre en 35 mL aigua MiliQ. Afegir 5 mL d’heparina (1000 UI/mL) i
ajustar a pH 7,4 amb HCI. Enrasar el volum a 50 mL amb aigua MiliQ.
Conservar a -18+5°C durant almenys 12 mesos.

Coenzim Qg (CoQy) (=96%; HPLC (SIGMA))
Coenzim Qjo (CoQ1o) (=99%; HPLC (SIGMA))

Procediment

Preparacio del cultiu cel-lular:

Quan el cultiu esta confluent, el dia abans d’iniciar la sobrecarrega amb substrats
marcats, tripsinitzar-lo i sembrar-lo amb medi DMEM normal en una placa de 6
pous: un flascé confluent es divideix en 4 pous.
Per estudiar un pacient cal sembrar:

- dos pous per incubar en medi amb *C¢-PHB

- dos pous per incubar en medi amb *Hs;-Meva

- un pou per incubar amb medi DMEM normal (blanc)

Paral-lelament al pacient/pacients, fer ’estudi amb un control.
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Sobrecarrega amb substrats marcats:

Canviar el medi dels pous per 2 mL de medi d’incubacié 1,65 mM *Ce-PHB o medi
d’incubacié 28 uM “Hs-Meva. Cada condicio es fa per duplicat; canviar el medi del
“blanc” per medi nou. Deixar a I’incubador a 37°C 1 5% CO,; durant 72 hores.

Un cop acabada la sobrecarrega, rentar les cel-lules una vegada amb PBS estéril,
tripsinitzar i centrifugar a 1100 rpm durant 10 minuts.

Rentar dues vegades el pellet amb 500 uL de NaCl 0,9%.

Resuspendre el pellet de cel-lules amb 300 pL de tampo SETH.

Sonicar les cel-lules dues vegades durant 5 segons i1 guardar-ho congelat a -80°C
fins a la seva utilitzacio.

A I’homogenat cel-lular que s’ha obtingut, determinar la concentraci6 de proteines
pel métode de Lowry, I’activitat citrat sintasa (métode de Srere) 1 els CoQg (Hs—
CoQio i Ce-CoQyo) que s’han sintetitzat a partir dels corresponents precursors

marcats.

Extraccid i quantificacio de CoQy:

Agafar 100 uL d’homogenat cel-lular i afegir-hi 800 pL de metanol i 10 pL de
CoQg 1uM (estandard intern).

Vortejar 1 centrifugar a 13000 rpm durant 10 minuts.

Agafar 700 pL de la barreja anterior 1 assecar-ho mitjancant flux de nitrogen.
Dissoldre el residu amb 100 pL de metanol. Vortejar.

Injectar 50 L a ’HPLC-MS/MS. La fase mobil esta formada per 50 % metanol
amb 5 mM metilamina, 45% 2-propanol i1 5% aigua acidificada amb acid formic (0,5
mL/L). La taxa de flux és de 0,2 mL/min i en condicions isocratiques. La deteccid
del CoQp es dona en mode de 16 positiu utilitzant la monitoritzacié6 de reaccid
multiple (MRM). Els ions precursors tan per CoQ;o com per CoQq sén molecules
adductores de metil-amoni [(M + CHs; NH3)']; el nitrogen i I’argé s’utilitzen com a
gas nebulitzant i de col-lisio, respectivament. El conus de voltatge és de 15 V i
I’energia de col-lisi6 de 20 eV. El temps de residencia per a cada transici6 és de 200
ms 1 el temps d’execucié 16 minuts. La concentracio de CoQ;o es quantifica
mitjangant una corba de calibracié externa. La transicio és 894>197 pel CoQo 1 m/z

826>197 pel CoQo. La sintesi a partir de '*C¢-PHB déna lloc a la formaci6 de *Cs-
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CoQo, mentre que a partir de 2H3-Meva, s’obté 2H3—C0Q10, els quals presenten una

transici6 m/z de 900>203 i 897>197 respectivament.

Calcul de la concentracié de CoQqg
Per comparacié amb 1’estandard intern (COQy), es transforma 1’area de cada pic en un
valor de CoQo expressat en pmols. Com que el residu sec s’ha resuspes en 100 pL de

metanol, tenim: X pmol/100uL

El resultat final s’expressa en funcié del contingut proteic (gr prot) i de ’activitat citrat

sintasa (UCS); per tant, el calcul queda de la seglient manera:

X pmol 1 nmol 1000 uL 1000 mg
X X X =
100 L x mg/mL 1000 pmol 1 mL lg
proteina
Xpmol x 1000
= = | Nnmol/gr prot
100 uL x mg/mL
proteina
N nmol/gr prot
=] Cnmol/UCS
CS
Resultats

Intervals de referencia:

[ 28-38 nmol/g prot
13C,-CoQ
Y 0.84-1,00 nmol/UCS
[ 3,8-5,4 nmol/g prot
2H;-CoQ
P 0,09-0,17 nmol/UCS
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37 ESTUDI DE LA CADENA RESPIRATORIA MITOCONDRIAL EN
BIOPSIES DE MUSCUL I FIBROBLASTS

Totes les determinacions descrites seguidament, es basen en la publicacié de F. Medja i
col. (Medja 2009). Com a control intern dels assajos, es valora en paral-lel un
sobrenedant de muscul de porc, ajustat a 2 mg/mL de proteina, que es manté congelat en

aliquotes a -80+5°C.

3.7.1 Preparacio de I’extracte de teixit

Mostra:
Tipus: biopsia de teixit muscular

Quantitat minima necessaria: 20-50 mg de teixit muscular.

Conservacio: congelacio a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Arribada de la mostra en condicions inadequades de transport. Teixit

no congelat.

Material i instrumentaci6 auxiliar
- Homogeneitzador de teixits (B. Braun)
- Embol i tubs homogeneitzadors de 2 mL

- Centrifuga

Reactius
- Tampo6 manitol pH 7,2 (225 mM manitol, 75 mM sacarosa, 10 mM Tris-HCI, 0,1
mM EDTA):
- Pesar 2,05 g de manitol, 1,25 g de sacarosa, 60,6 mg de Tris, dissoldre en 40
mL d’aigua MiliQ i afegir 10 uL de EDTA 0,5 M. Ajustar el pH a 7,2 amb

HCl 1 ajustar el volum a 50 mL. Guardar a 4°C durant 3 mesos.

Procediment per a teixit muscular
- Posar 200 pL de tampo6 manitol fred en un tub homogeneitzador de 2 mL. Mantenir

el tub amb el tamp06 en fred (per exemple, utilitzant una cubeta amb gel).
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- Tallar un fragment de 20-50 mg de teixit muscular 1 posar-lo dins
I’homogeneitzador. Homogeneitzar a 0-6°C amb 1’émbol motoritzat a 800 rpm (10
cops); evitar la sobre-homogneitzacio.

- Rentar ’émbol amb 100 pL de tampo6 manitol fred i recollir tot el volum en un tub
eppendorf de 1,5 mL.

- Centrifugar a 650 g a 4°C i durant 20 minuts.

- Transferir el sobrenedant en un tub nou.

- Resuspendre el pellet amb 200 pL de tampd manitol fred i repetir el procés
d’homogeneitzacio.

- Rentar el vas homogeneitzador amb 100 pL de tamp6 manitol fred per tal de recollir
el maxim d’homogenat.

- Centrifugar a 650 x g a 4°C 1 durant 20 minuts.

- Recollir el sobrenedant i ajuntar-lo amb 1’anterior.

- Quantificar les proteines del sobrenedant amb el métode de Pierce BCA Protein
Assay Kit; cal fer una dilucié 1/4 amb NaCl 0,15 M (10 pL de sobrenedant + 30 uLL
NaCl 0,15 M) per tal que el valor d’absorbancia estigui compres dins la recta patr6.

- Per a la determinacié d’activitats enzimatiques, ajustar la concentracié de
proteines del sobrenedant a 2 mg/mL amb tampd manitol. Guardar una
aliquota de 100 pL en un eppendorf i congelar-la a -80+5°C fins a la seva
utilitzacio. La resta de sobrenedant s’utilitza el mateix dia.

- Per a la resta d’estudis, congelar el sobrenedant a -80+5°C fins a la seva

utilitzacio.

Procediment per a fibroblasts/cultius cel-lulars

- Recollir les cél-lules de dos flascons de 25 cm’.

- Centrifugar les cél-lules a 1100 rpm 10 minuts.

- Rentar el pellet amb sérum fisiologic dues vegades.

- Reconstituir amb 100 uL de tampo6 manitol pH 7,4.

- Sonicar la suspensi6 cel-lular, mantenint-la en fred, dues vegades durant 5 segons a
80 Hz. Aquest pas permet trencar les membranes cel-lulars 1 alliberar el contingut

mitocondrial.
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- Quantificar les proteines de la suspensid obtinguda utilitzant el métode de Pierce
BCA Protein Assay Kit; cal fer una diluci6 1/4 amb NaCl 0,15 M (10 pL de
sobrenedant + 30 puL NaCl 0,15 M) per tal que el valor d’absorbancia estigui
compres dins la recta patro.

- Per a la determinacié d’activitats enzimatiques, ajustar la concentracio de
proteines del sobrenedant a 2 mg/mL amb tamp6 manitol.
- Per a la resta d’estudis, congelar el sobrenedant a -80+£5°C fins a la seva

utilitzacio.

3.7.2 Activitat del complex I (NADH ubiquinona oxido-reductasa)
El complex I (NADH ubiquinona oxido-reductasa) transfereix electrons des del NADH
cap a la ubiquinona o CoQo. L’activitat es inhibida per rotenona. Es mesura la
disminuci6 d’absorbancia a 340 nm de longitud d’ona al oxidar-se el NADH a NAD.
L’activitat del complex I ve donada per la diferéncia entre la mesurada amb i sense

rotenona.

NADH + H* + Decilubioquinona CI, NAD" + Decilubiquinol

Temperatura de treball: 37°C

Mostra:
Tipus: sobredenant de muscul del pacient i sobredenant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 30 pL de sobrenedant.

Conservaci6: congelaci6 a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament.

Material i instrumentacio auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)
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Reactius

Tamp6 fosfat 500 mM pH 7,5
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 500 mM: pesar 3,4 g de KH,POy, i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Fosfat de potassi dibasic (K,HPO,4) 500 mM: pesar 4,35 g de K,HPO;, i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,5 afegint solucié de KH,PO4 a la solucié de K;HPO,.
Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
BSA 50 mg/mL
- Pesar 500 mg de BSA i dissoldre a 20 uL/mg en aigua MiliQ. Fer aliquotes
de 1 mL i guardar-les a -18+5°C; estable durant 12 mesos.
Decilubiquinona 25 mM
- Dissoldre tot el contingut del vial comercial de 10 mg en 1,261 mL de
DMSO. Fer aliquotes de 50 pL i 88 puL i guardar-les a -18+5°C; estable
durant 12 mesos.
NADH 2 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar)
- Pesar almenys 1 mg de NADH i dissoldre a 0,685 mL/mg en aigua MiliQ.
Rotenona 2,5 mM (mantenir en gel 1 tapada de la llum durant I’assaig d’activitat)
- Pesar rotenona i dissoldre a 1,014 gl./mg en una solucié 50/50 d’etanol 95%
1 DMSO. Fer aliquotes de 100 pL 1 guardar-les a -18+5°C 1 tapades de la

llum; estable durant 12 mesos.

Procediment

Composicio del medi de reaccio:

100 uM NADH

100 uM decilubiquinona
50 mM Tamp¢ fosfat pH 7.5
3,75 mg/mL BSA

12,5 uM rotenona

20 pg de proteina
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Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Quantitat N=3 N=4
per mostra | (volumx4) | (volum x 5)
500 mM Tampo fosfat pH 7,5 110 uL 440 pL 550 uL
50 mg/mL BSA 82,5 uL 330 uL 412,5 uL
25 mM decilubiquinona 4,5 uL 18 uL 22,5 uL
H,O Mili Q 826 uL 3304 uL 4130 uL

Assaig d’activitat:

- Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

- Per a cada mostra, afegir, en un tub de 3 mL, 1022,5 pL de medi de reaccio 1 22 pL

de sobrenedant ajustat a 2 mg/mL. Preparar 2 cubetes per cada mostra. Es poden

llegir 6 cubetes a la vegada.

- Transferir 475 pL de la mix a cada cubeta.

- Afegir 2,5 uL de rotenona 2,5 mM en una de les dues cubetes.

- Agitar la cubeta que conté rotenona.

- Incubar les cubetes a 37°C durant 5

- Comengar la reaccié afegint 25 pLL de NADH 2 mM mantingut a temperatura

ambient. Agitar la cubeta suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 340 nm.

Calcul de P’activitat del complex I

Activitat

minuts.

(AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/pumol)

nmol/min/mg prot

(AAbs/min) x 0,5 mL x 1000 nmol/pumol

emM-'cm! x 1em x (volum mostra mL) x prot mg/mL

6,2 L/mmol/cmx lem x 0,01 mL x 2 mg/mL

=| (AAbs/min)x 4032,3

Coeficient d’extincié molar del NADH ¢ = 6,2 mM'cm™

Calcular la diferéncia entre ’activitat mesurada amb 1 sense rotenona.




Resultats
Intervals de referencia:

*»  Musculs humans:

29-66 nmol/min/mg prot
0,18-0,33 nmol/min/UCS

*  Mauscul de porc:

89-115 nmol/min/mg prot

0,16-0,28 nmol/min/UCS

Material i Métodes
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3.7.3 Activitat del complex II (Succinat ubiquinona oxido-reductasa)
El complex II (succinat ubiquinona oxido-reductasa) transfereix electrons des del
succinat a la ubiquinona. Es mesura la disminucié d’absorbancia a 600 nm de longitud

d’ona al reduir-se el DCPIP.

Succinat + Decilubiquinona + DCPIP (ox) ﬂb Fumarat + Decilubiquinol + DCPIP (red)

Temperatura de treball: 37°C

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 15 pL de sobrenedant.

Conservacio: congelacio a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament.

Material i instrumentacio auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Tampo fosfat 500 mM pH 7,5.
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 500 mM: pesar 3,4 g de KH,POy, 1
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K;HPO4) 500 mM: pesar 4,35 g de K,HPO, 1
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,5 afegint soluci6 de KH,PO4 a la solucié de Ko;HPO,.
Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
- Succinat 200 mM
- Pesar 236,2 mg de succinat i dissoldre en 7 mL d’aigua MiliQ. Ajustar el
pH a 7,4 amb KOH i enrasar el volum final a 10 mL. Fer aliquotes de
500uL. Guardar a -18+£5°C; estable durant 12 mesos.
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- BSA 50 mg/mL.
- Pesar 500 mg de BSA i dissoldre a 20 pLL/mg en aigua MiliQ. Fer aliquotes
de 1 mL i guardar-les a -18+£5°C; estable durant 12 mesos.
- KCN 10 mM (preparar el mateix dia de I’assaig i no guardar).
- Pesar almenys 4 mg de KCN i dissoldre a 1,51 mL/mg en aigua MiliQ.
- DCPIP 5 mM
- Pesar 7,25 mg de DCPIP i dissoldre en SmL d’aigua MiliQ. Guardar a 4°C;
estable només durant un mes.
- Decilubiquinona 25 mM.
- Dissoldre tot el contingut del vial comercial de 10 mg en 1,261 mL de
DMSO. Fer aliquotes de 50 pL 1 88 pL i1 guardar-les a -18+5°C; estable

durant 12 mesos.

Procediment
Composicio del medi de reaccio:

20 mM Tamp6 fosfat pH 7.5

20 mM succinat
2,0 mg/mL BSA
1 mM KCN

50 uM DCPIP
20 pg proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Quantitat N=3 N=4
per mostra | (volum x4) | (volum x 5)

500 mM Tampo fosfat pH 7.5 25 uL 100 pLL 125 ulL
50 mg/mL BSA 20 uL 80 uL 100 uL
200 mM succinat 50 uL 200 pL 250 uL
10 mM KCN 50 uL 200 pL 250 uL
5 mM DCPIP 5puL 20 uL 25 uL

H,0 MiliQ 333 uL 1332 uL 1665 uL
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Assaig d activitat:

- Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

- Afegir a una cubeta 488 uL de medi de reaccio i 10 pL de sobrenedant ajustat a 2
mg/mL. Agitar la cubeta suaument. Es poden processar 6 cubetes a la vegada.

- Incubar les cubetes a 37°C durant 5 minuts.

- Llegir la linia base cada 10 segons durant 3 minuts.

- Comengar la reaccié afegint 2 pL de decilubiquinona 25 mM mantinguda a
temperatura ambient. Agitar les cubetes suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 600nm.

Calcul de P’activitat del complex IT

(AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000nmol/pmol)
Activitat

nmol/min/mg prot emM-ecm x lem x (volum mostra mL) x prot mg/mL

(AAbs/min) x 0,5mL x (1000nmol/pmol)

= =| (AAbs/min)x 1302,1
19,2 L/mmol/cm x 1ecm x 0,01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del DCPIP € = 19,2 mMem™!
Resultats
Intervals de referencia:

=  Musculs humans:

46-87 nmol/min/mg prot
0,26-0,44 nmol/min/UCS

= Muscul de porc:

48-69 nmol/min/mg prot

0,1-0,16 nmol/min/UCS
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3.7.4 Activitat del complex IIT (Ubiquinol-citocrom C oxido-reductasa)
El complex III transfereix electrons des de I'ubiquinol, o CoQio, cap al citocrom c.
L’activitat es inhibida per antimicina. L’activitat del complex III ve donada per la
diferencia entre I’activitat mesurada amb i sense antimicina. Es mesura 1’increment

d’absorbancia a 550 nm de longitud d’ona que es dona al reduir-se citocrom c.

CIII o .
Decilubiquinol (red) + cit ¢ (ox) — > Decilubiquinona (ox) + cit ¢ (red)

Temperatura de treball: 37°C

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 20 pL de sobrenedant.

Conservacio: congelacio a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament.

Material i instrumentaci6 auxiliar

- Termoblock (130°C)

- Microcentrifuga

- Bany termostatitzat (37°C)

- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Tampo fosfat 500 mM pH 7,5
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 500 mM: pesar 3,4 g de KH,POy, 1
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K;HPO4) 500 mM: pesar 4,35 g de K,HPOy, 1
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,5 afegint soluci6 de KH,PO4 a la solucié de Ko;HPO,.

Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
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Etanol 95%
- Barrejar 47,5 mL etanol absolut + 2,5 mL d’aigua MiliQ.
Guardar a -18+5°C; estable durant 12 mesos.
KCN 10 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar)
- Pesar almenys 4 mg de KCN i dissoldre a 1,51 mL/mg en aigua MiliQ.
Citocrom C 1 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar).
- Pesar almenys 10 mg de citocrom C i dissoldre a 12,38 mg/mL en aigua
MiliQ.
EDTA 50 mM
- Diluir EDTA 0,5 M comercial en aigua MiliQ. Guardar a 4°C; estable
durant 6 mesos.
Decilubiquinona 25 mM
- Dissoldre tot el contingut del vial comercial de 10 mg en 1,261 mL de
DMSO. Fer aliquotes de 50 pL 1 88 pL i guardar-les a -18+5°C; estables
durant 12 mesos.
Ditionita 1 puL/mL (100%) (preparar just abans d’utilitzar 1 no guardar)
- Posar un eppendorf amb aigua MiliQ al thermoblock a 130°C.
- Pesar almenys 270 mg de ditionita i dissoldre amb el mateix volum d’aigua
MiliQ bullint.
- Deixar a 130°C fins a que es dissolgui completament (no deixar que deixi de
bullir).
- Rapidament fer un spin a la microcentrifuga (per precipitar les restes no
dissoltes).Utilitzar el sobrenedant per reduir la decilubiquinona 25 mM.
Decilubiquinol 25 mM (preparar just abans d’utilitzar i no guardar)
- Afegir 15 pL de la solucidé de ditionita 100% calenta a una aliquota de 88
pL de decilubiquinona.
- Vortejar suaument un cop i incubar-ho al bany a 37°C i tapat de la llum
almenys durant mitja hora. La soluci6 ha d’adquirir color blanquinos-
transparent. Només €s utilitzable durant 1 hora després de la seva complerta

reduccio.
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Antimicina A 2,5 mg/mL (mantenir en gel i tapada de la llum durant ’assaig
d’activitat)
- Pesar antimicina 1 dissoldre a 0,4 mL/mg en etanol al 95%. Fer aliquotes de

100uL 1 guardar a -18+5°C tapat de la llum; estable durant 12 mesos.

Procediment

Composicio del medi de reaccio:

200 uM decilubiquinol

50 uM citocrom C

100 mM tampo6 fosfat pH 7,5
250 uM EDTA

1 mM KCN

12,5 uM antimicina A

15 pg de proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Quantitat N=3 N=4
per mostra | (volum x 4) | (volum x 5)

500 mM Tamp6 fosfat pH 7,5 220pL 880uL 1100pnL

1 mM citocrom C 55uL 220uL 275uL

50 mM EDTA 5,5uL 22uL 27,5uL

10 mM KCN 110pL 440uL 550uL

H,0 MiliQ 684uL 2736uL 3420uL

Assaig d’activitat:

Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

En un tub de 3 mL afegir 1074,5 puL del medi de reacci6 i 16,5 uLL d’una dilucié 1/3
del sobrenedant ajustat a 2 mg prot/mL. Preparar 2 cubetes per cada mostra. Llegir
només 2 cubetes a la vegada.

Transferir 496 uL de la mix a cada cubeta.

Afegir 2,5 pLL d’antimicina 2,5 mg/mL en una de les dues cubetes.

Agitar la cubeta que conté antimicina suaument.

Incubar les cubetes a 37°C durant 5 minuts.
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- Comengar la reacci6é afegint 5 pL de decilubiquinol 25 mM mantingut a 37°C.
Agitar les cubetes suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 550nm.

Calcul de P’activitat del complex I1T

Activitat _ (AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/umol)x 3

nmol/min/mg prot emM-cm! x lem x (volum mostra mL) x prot mg/mL

(AAbs/min) x 0,5 mL x 1000 nmol/umol x 3 3
= =| (AAbs/min) x 54054

18,5 L/mmol/cmx 1 cm x 0,0075 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del citocrom C ¢ = 18,5 mM'cm™
Calcular la diferéncia entre ’activitat mesurada amb 1 sense antimicina.
Resultats

Intervals de referéncia:

=  Musculs humans:

89-167 nmol/min/mg prot
0,54-0,87 nmol/min/UCS

=  Miuscul de porc:

98-162 nmol/min/mg prot

0,14-0,29 nmol/min/UCS
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3.7.5 Activitat del complex IV (Citocrom C oxidasa)
Es mesura la disminuci6 de I’absorbancia a 550 nm de longitud d’ona que es dona al

oxidar-se el citocrom c.

Citocromc (red) + 4H" + O, ﬂ» Citocromc (ox) + 2 H,O
Temperatura: 37°C

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 15 pL de sobrenedant.

Conservaci6: congelaci6 a -80£5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament

Material i instrumentacio auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon — Pelltier)

Reactius
- Tampo fosfat 50 mM pH 7
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 50 mM: pesar 0,34 g de KH,POy, i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K,HPO,4) 50 mM: pesar 0,435 g de K,;HPOy, i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7 afegint soluci6 de KH,PO, a la soluci6 de K,;HPOs,.
Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
- Citocrom C 100 uM
- Pesar almenys 6 mg de citocrom C i dissoldre a 1,238 mg/mL en tampd
fosfat 50 mM pH 7. Es prepara el mateix dia de I’assaig i no es guarda.
- Ditionita sodica (NayS;04)
- Ferrocianur de potassi (K3[Fe(CN)¢]
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Procediment

Composicio del medi de reaccio:

100 uM citocrom C

20 pg de proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Preparar una solucié de citocrom C 100% oxidada: posar 600 pL de la solucid
inicial de citocrom C 100 uM en una cubeta semimicro i afegir uns quants grans de
ferrocianur de potassi (la soluci6 es torna de color marrd-groc).

Preparar una solucié de citocrom C 100% reduida: posar 600uL de la soluci6 inicial
de citocrom C 100 uM en una cubeta semimicro i afegir uns quants grans de
ditionita sodica (la solucio es torna de color rosa-salmo).

Llegir I’absorbancia de la solucié 100% oxidada a 550 nm després de fer un blanc a
’aire. L’absorbancia hauria d’estar al voltant de 0.7-0.8.

Fer el re-blanc de I’espectrefotometre amb la solucio 100% oxidada i llegir
I’absorbancia de la soluci6 100% reduida. Aquest valor es considera el 100% de
reduccid (per exemple: 1,6).

Transferir aliquotes de 5-10uL de la solucid 100% reduida a la solucid inicial de
citocrom C 1 llegir de nou I’absorbancia. S’han d’anar afegint aliquotes fins que
I’absorbancia estigui entre el 90 1 95% de 1’absorbancia de la solucié 100% reduida

(per exemple 1,44-1,52).

Assaig d’activitat :

Fer I’autozero a ’aire.

Afegir a la cubeta 490 pL de la solucid de citocrom C 100 uM reduida i incubar a
37°C durant 5 minuts. Es poden llegir 6 cubetes a la vegada.

Comengar la reaccid afegint 10 pL de sobrenedant ajustat a 2 mg/mL. Agitar les
cubetes suaument.

Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 550 nm.



Material i Métodes

Calcul de P’activitat del complex 1V

Activitat _ (AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/pumol)

nmol/min/mg prot emM'em! x 1 cm x (volum mostra mL) x prot mg/mL

(AAbs/min)x 0,5 mL x (1000 nmol/umol) 3
= =| (AAbs/min)x 13514

18,5 L/mmol/cmx 1lcm x 0,01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del citocrom C ¢ = 18,5 mM™'L!
Resultats
Intervals de referéencia:

»  Musculs humans:

143-265 nmol/min/mg prot
0,85-1,36 nmol/min/UCS

= Muscul de porc:

182-239 nmol/min/mg prot

0,3-0,6 nmol/min/UCS
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3.7.6 Activitat combinada dels complexes I+III (NADH citocrom C oxido-
reductasa)
L’activitat combinada dels complexes I i III transfereix electrons des del NADH, que
s’oxida a NAD, cap al citocrom c a través del CoQ,o. L’activitat del complex I es
inhibida per rotenona. L’activitat final ve donada per la diferencia entre la mesurada
amb 1 sense rotenona. Es mesura I’increment d’absorbancia a 550 nm de longitud d’ona.

del citocrom c al reduir-se.

i CI+CoQ,,+CIII )
citocromc (ox) + NADH + H* » citocromc (red) + NAD*

Temperatura de treball: 37°C

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 30 pL de sobrenedant.

Conservaci6: congelacio a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament

Material i instrumentacié auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Tampo fosfat 500 mM pH 7,5
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 500 mM: pesar 3,4 g de KH,POyq i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K,HPO4) 500 mM: pesar 4,35 g de K,HPO, 1
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,5 afegint solucié de KH,PO4 a la solucié de K;HPO,.
Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
- BSA 50 mg/mL.
- Pesar 500 mg de BSA i dissoldre a 20 pL/mg en aigua MiliQ. Fer aliquotes

de 1 mL i guardar-les a -18+£5°C; estable durant 12 mesos.
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KCN 10 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar).
- Pesar almenys 4 mg de KCN i dissoldre a 1,51 mL/mg en aigua MiliQ.
Citocrom C 1 mM (preparar el mateix dia de I’assaig i no guardar).
- Pesar almenys 10 mg de citocrom C i dissoldre a 12,38 mg/mL en aigua
MiliQ.
NADH 2 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar)
- Pesar almenys 1 mg de NADH 1 dissoldre a 0,685 mL/mg en aigua MiliQ.
Rotenona 2,5 mM (mantenir en gel i tapada de la llum durant 1’assaig d’activitat)
- Pesar rotenona i dissoldre a 1,014 mL/mg en etanol 95%/DMSO (50/50).
Fer aliquotes de 100uL 1 guardar-les a -18+5°C 1 tapades de la llum; estable

durant 12 mesos.

Procediment

Composicio del medi de reaccio:
200 uM NADH

100 uM citocrom C

50 mM Tamp¢ fosfat pH 7,5

1,0 mg/mL BSA

1 mM KCN

12,5 uM rotenona
20 pg de proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Quantitat N=3 N=4
per mostra | (volum x4) | (volum x 5)
500 mM Tamp¢ fosfat pH7,5 110pL 440uL 550uL
50 mg/mL BSA 22uL 88uL 110uL
10 mM KCN 110uL 440uL 550uL
1 mM citocrom C 110pL 440uL 550puL
H,0 MiliQ 616uL 2464uL 3080uL
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Assaig d activitat:

- Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

- Enun tub de 3 mL afegir 968 puL del medi de reaccio 1 22 pL de sobrenedant ajustat
a 2 mg/mL. Preparar 2 cubetes per cada mostra. Es poden llegir fins a 6 cubetes a la
vegada.

- Transferir 450 pL de la mix a cada cubeta.

- Afegir 2,5 pL de rotenona 2,5 mM en una de les dues cubetes.

- Agitar la cubeta que conté rotenona suaument.

- Incubar les cubetes a 37°C durant 5 minuts.

- Comengar la reaccié afegint 50 pL. de NADH 2 mM mantingut a temperatura
ambient. Agitar la cubeta suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 550 nm.

Calcul de P’activitat del complex I+111

Activitat (AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/pmol)
nmol/min/mgprot

emM-cm'x 1 cm x (volum mostra mL) X prot mg/mL

(AADbs/min)x 0,5 mL x 1000 nmol/pmol -
= = (AAbs/min) x 1351 4

18,5 L/mmol/cmx lcm x 0,01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del citocrom C &€ = 18,5 mM'L!

Calcular la diferéncia entre ’activitat mesurada amb 1 sense rotenona.

Resultats
Intervals de referencia:
= Musculs humans:
15-36 nmol/min/mg prot
0,09-0,18 nmol/min/UCS
=  Mascul de porc:
31-52 nmol/min/mg prot

0,08-0,12 nmol/min/UCS
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3.7.7 Activitat combinada dels complexes II+III (Succinat citocrom C oxido-
reductasa)
L’activitat combinada dels complexes II i III (succinat citocrom c oxidoreductasa)
transfereix electrons des del succinat cap a citocrom c a través del CoQjo. Es mesura

I’increment d’absorbancia a 550 nm de longitud d’ona del citocrom c al reduir-se.

) _ CII+CoQ,,+ClII '
succinat + cit ¢ (0x) » fumarat + cit ¢ (red)

Temperatura: 37°C

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control
intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 15 pL de sobrenedant.

Conservacid: congelaci6 a -80£5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament.

Material i instrumentacio auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Tampo fosfat 500 mM pH 7,5
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 500 mM: pesar 3,4 g de KH,POyq i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K,HPO,4) 500 mM: pesar 4,35 g de K,HPO;, i
dissoldre en 50 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,5 afegint solucié de KH,PO4 a la solucié de K;HPO,.
Guardar a 4°C; estable durant 6 mesos.
- Succinat 200 mM
- Pesar 236,2 mg de succinat i dissoldre en 7 mL d’aigua MiliQ. Ajustar el
pH a 7,4 amb KOH.
- Ajustar el volum final a 10 mL i fer aliquotes de 500 pL. Guardar a

-18+5°C; estable durant 12 mesos.
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- BSA 50 mg/mL.
- Pesar 500 mg de BSA i dissoldre a 20 pL/mg en aigua MiliQ. Fer aliquotes
de 1 mL i guardar-les a -18+£5°C; estable durant 12 mesos.
-  KCN 10 mM (preparar el mateix dia de 1’assaig i no guardar).
- Pesar almenys 4 mg de KCN i dissoldre a 1,51 mL/mg en aigua MiliQ.
- Citocrom C 1 mM (preparar el mateix dia de I’assaig i no guardar).

- Pesar almenys 10 mg de citocrom C i dissoldre a 12,38 mg/mL en aigua

MiliQ.

Procediment
Composicio del medi de reaccio:

20 mM Tamp6 fosfat pH 7.5

20 mM succinat
2,0 mg/mL BSA

I mM KCN

100 uM citocrom C
20 ng proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Quillrlll(?stti;per (Vollju=nsx 4) (voll:1n=n4x 5)
500 mM Tamp¢ fosfat pH7.5 20 uL 80 uL 100 puL
50 mg/mL BSA 20 uL 80 uL 100 pL
200 mM succinat 50 uL 200 pL 250 uL
10 mM KCN 50 uL 200 pL 250 uL
H,O MiliQ 300 uL 1200 pL 1500 puL

Assaig d activitat:

- Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

- Afegir a la cubeta 440 pL del medi de reaccio 1 10 pL de sobrenedant ajustat a 2
mg/mL. Agitar la cubeta suaument. Es poden llegir fins a 6 cubetes a la vegada.

- Incubar la cubeta a 37°C durant 5 minuts. Paral-lelament s’incuba una cubeta que

només conté medi de reaccid que servira per fer la linia base de reactius.
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- Comengar la reaccid afegint 50 pL de citocrom C 1 mM mantingut a temperatura
ambient. Agitar la cubeta suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 550 nm.

Calcul de Pactivitat del complex II+III

Activitat B (AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/pumol)

nmol/min/mg prot emM-'cm'x lem x (volum mostramL) x prot mg/mL

(AAbs/min) x 0,5 mL x 1000 nmol/pumol
=| (AAbs/min)x 13514

- 18,5 L/mmol/cmx 1 cm x 0,01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del citocrom C € = 18,5 mM'em™!

Calcular la diferéncia entre ’activitat de la cubeta que conté sobrenedant i la que només

conté medi de reaccio.
Resultats
Intervals de referencia:

=  Musculs humans:

25-55 nmol/min/mg prot
0,13-0,27 nmol/min/UCS

= Muscul de porc:

26-39 nmol/min/mg prot

0,07-0,12 nmol/min/UCS
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3.7.8 Activitat Citrat Sintasa

La citrat sintasa (CS) és un enzim del cicle de Krebs que catalitza la formacio de citrat a
partir de oxalacetat i acetil-CoA. El CoA alliberat es valora mitjancant la reaccié amb
DTNB (5,5’-ditio-bis [-2-acid nitrobenzoic]). Mesura de I’increment d’absorbancia del
TNB a 412nm de longitud d’ona.

CS
Acetil CoA + oxalacetat —»  Citrat + CoA-SH

CoA-SH+ DTNB — 5-Tio-nitrobenzoil CoA + TNB

Temperatura: 37°C
Aquest enzim es valora com a referéncia del contingut mitocondrial a la preparaci6 per

estudi de la cadena respiratoria.

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul del pacient i sobrenedant de muscul de porc (control

intern) ajustats a 2 mg/mL de proteina.

Quantitat minima necessaria: 30 pL de sobrenedant.
Conservacio: congelacio a -80+5°C.

Criteris de rebuig: Mostra no congelada adequadament

Material i instrumentacié auxiliar
- Cubetes semimicro de metacrilat de 1,5 mL

- Espectrofotometre termostatitzat (Uvikon)

Reactius
- Etanol 95%
- Barrejar 47,5 mL etanol absolut + 2,5 mL d’aigua MiliQ. Guardar a
-18+5°C; estable durant 12 mesos.
- DTNB 15 mM
- Pesar DTNB i dissoldre a 0,168 mL/mg en etanol 95%. Guardar en
aliquotes de 500 pL a -18+5°C tapat de la llum; estable durant 12 mesos.
-  DTNB 5 mM (preparar just abans d’utilitzar i no guardar; mantenir en gel 1 tapat de

la llum durant I’assaig d’activitat)
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- Diluir 30 pL de DTNB 15 mM en 60 puL d’etanol 95%.
- Acetil-CoA 10 mM
- Pesar acetil-CoA 1 dissoldre a 0,112 mL/mg en aigua MiliQ. Guardar a -
18+5°C; estable durant 6 mesos.
- Tampo Tris-HCI 1 M pH 8,1
- Pesar 6,06 g de Tris i dissoldre en 30 mL d’aigua MiliQ. Ajustar el pH a 8,1
amb HCI i ajustar el volum final a 50 mL. Guardar a 4°C; estable durant 6
mesos.
- Tampo Tris-HCI 100 mM pH 8,1
- Diluir 10 vegades la soluci6 de Tris-HC] 1M en aigua MiliQ. Guardar a 4°C;
estable durant 6 mesos.
- Soluci6 Triton X-100 (10%).
- Oxalacetat 10 mM (preparar just abans d’utilitzar i no guardar)
- Pesar almenys 1,5 mg d’oxalacetat i dissoldre a 0,758 mL/mg en Tris-HCI
100 mM pH 8,1.

Procediment

Composicio del medi de reaccio:
100 uM DTNB

100 mM Tris-HCI pH 8.1

300 uM acetil-CoQ

500 uM oxalacetat
0,1 % Triton X-100
20 ng proteina

Preparacio del medi de reaccio:

Reactius Qu?:ll(tlsttitaper (voll:llfnsx 4) (v011:111=n4x 5)
5 mM DTNB 10 uLL 40 uL 50 uL
10 mM acetil-CoA 15 uL 60 uL 75 uL
10% Triton X-100 SuL 20 uL 25 uL

1 M Tris-HCI pH 8.1 47,5 uL 190 uL 237,5 uL
H,O MiliQ 387,5 uL 1550 uL 1937,5 uL
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Assaig d activitat:

- Fer I’autozero de I’espectrofotometre a 1’aire.

- Afegir a la cubeta 465 uL del medi de reaccido 1 10 pLL de sobrenedant ajustat a 2
mg/mL. Agitar la cubeta suaument. Es poden llegir fins a 6 cubetes a la vegada.

- Incubar la cubeta a 37°C durant 5 minuts.

- Llegir la linia base cada 10 segons durant 3 minuts.

- Comengar la reacci6 afegint 25 pL d’oxalacetat 10 mM. Agitar la cubeta suaument.

- Llegir cada 10 segons durant 3 minuts a 412nm.

Calcul de ’activitat citrat sintasa

Activitat (AAbs/min) x (volum final cubeta mL) x (1000 nmol/umol)

nmol/min/mg prot g mM-em'x 1ecm x (volum mostra mL) x prot mg/mL

(AAbs/min) x 0,5 mL x 1000 nmol/pmol
= = (AAbs/min) x 1838,2

13,6 L/mmol/cmx 1¢ m x 0,01 mL x 2 mg/mL

Coeficient d’extincié molar del DTNB és € = 13,6 mMem™!
Calcular la diferéncia entre ’activitat amb 1 sense oxalacetat.
Resultats

Intervals de referéncia:

=  Musculs humans:

147-250 nmol/min/mg prot

= Muscul de porc:

402-529 nmol/min/mg prot
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3.8 BLUE NATIVE ELECTROFORESIS EN GELS DE POLIACRILAMIDA
(BN-PAGE) EN MOSTRES DE MUSCUL I FIBROBLASTS

3.8.1 BLUE NATIVE electroforesis
La tecnica de la electroforesis Blue Native (BN-PAGE) va ser descrita per Shigger
(Shéigger 1991) amb la finalitat de separar els complexes i les proteines de membrana
mitocondrials, amb masses des de 10 a 10000 kDa, mitjan¢ant un gel d’acrilamida en
gradient (4-18%). Es base en la utilitzacidé de detergents no ionics, per solubilitzar les
membranes bioldgiques, i un colorant anionic, el Coomassie Blue G-250, que s’uneix a
la superficie de les proteines de membrana proporcionant carrega negativa.. La uni6 de
molecules de colorant carregades negativament modifica el punt isoelectric de les
proteines i complexes proteics fent que migrin cap a I’anode en una electroforesis a pH
7,5 sense tenir en compte el seu punt isoeléctric original. En el BN-PAGE les proteines 1
complexes proteics es separen unicament en funcié de la seva massa gracies al gel en
gradient, fent que s’aturin quan arriben a una mida de porus especifica i limitant. Les
proteines unides al colorant de Coomassie estaran carregades negativament, permetent
que siguin solubles en solucions lliures de detergent, de manera que les proteines i
complexes proteics es separen en la seva forma nativa, mantenint I’activitat catalitica. A
més, permet visualitzar-los durant la electroforesis en forma de bandes blaves, facilitant

la seva identificacio.

El métode que es descriu a continuacid es basa en les publicacions de Shégger i col.
(Shdigger 1991), Wittig i col. (Wittig 2006), Reisinger i col (Reisinger 2006) 1 Petr
Klement i col (Klement 1995).

Mostra:
Tipus: sobrenedant de muscul o homogenat de fibroblasts

Quantitat minima necessaria: 400 pg de proteina (muscul) o dos flascons de 25 cm?® de

fibroblasts cultivats.

Conservaci6: congelacio a -80£5°C.

Material i instrumentacio auxiliar
- Vidres MiniProtean® 3 System (BioRad)

- Sistema de formacio6 de gels en gradient
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Cambra MiniProtean de multidifusié (multicasting chamber; BioRad)
Agitador magnétic
Sistema d’electroforesis MiniProtean (BioRad)

Cambra a 4°C

Reactius (basat en la publicacié de Reisinger i col (2006) (8))

Soluci6 al 40% d’Acrilamida-Bisacrilamida 29:1 (33%C) (BioRad)
Tamp6 de gel (3x) pH 7: 150 mM Bis-Tris, 1,5 M acid 6-aminocaproic.
- Pesar 3,14 gr de Bis-Tris 1 19,67 gr d’acid 6-aminocaproic. Dissoldre en 90
mL d’aigua Mili Q i ajustar el pH a 7 amb HCI. Enrasar el volum a 100 mL.
Guardar a temperatura ambient.
Persulfat amoni (APS)
N,N,N,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED)
Tamp6 de solubilitzacié de muscul pH 7: 50 mM Bis-Tris, 0,5 M EDTA, 750 mM
acid 6-aminocaproic
- Pesar 100 mg de Bis-Tris, 1,8 mg de EDTA i1 980 mg d’acid 6-
aminocaproic. Dissoldre en 8 mL d’aigua MiliQ 1 ajustar el pH a 7 amb
HCI. Enrasar el volum a 10 mL, fer aliquotes de 1 mL 1 guardar a -18+5°C.
Tampo6 de solubilitzaci6 de fibroblasts pH 7: 50 mM Bis-Tris, 1,5 M acid 6-
aminocaproic
- Pesar 100 mg de Bis-Tris 1 1,96 g d’acid 6-aminocaproic. Dissoldre en 8 mL
d’aigua MiliQ 1 ajustar el pH a 7 amb HCI. Enrasar el volum a 10 mL, fer
aliquotes de 1 mL 1 guardar a -18+5°C.
Dodecil B-maltosid (lauril maltosid) 20% (p/v)
- Pesar 200 mg de dodecil B-maltosid i dissoldre en 1 mL d’aigua Mili Q.
Guardar a -18+5°C.
Digitonina 8§ mg/mL
- Pesar almenys 8§ mg de digitonina i dissoldre amb el volum necessari
d’aigua MiliQ. Guardar a -18+5°C.
Glicerol 50% (v/v)
- Barrejar 575 pL de Glicerol 87% (v/v) 1 425 pL d’aigua Mili Q. Guardar a
-18+5°C.
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- Tampd de carrega: 750 mM acid 6-aminocaproic, 5% (p/v) Coomassie G-250
- Pesar 98 mg de acid 6-aminocaproic i 50 mg de Comassie G-250. Diluir en
1 mL d’aigua Mili Q i guardar a -18+5°C.
- Tampd Anode pH 7: 50 mM Bis Tris
- Pesar 10,46 gr de Bis Tris. Diluir en 900 mL d’aigua Mili Q i ajustar a pH 7
amb HCI. Enrasar a 1 L i guardar a 4°C.
-  Tampo6 Catode-Comassie pH 7: 15 mM Bis Tris, 50 mM Tricina 1 0,02% (p/v)
Coomassie G-250
- Pesar 3,14 gr de Bis Tris, 8,95 gr de Tricina i 0,2 gr de Coomassie G-250.
Diluir en 900 mL d’aigua Mili Q 1 ajustar a pH 7 amb HCI. Enrasara 1 L i
guardar a 4°C.
- Tampo Catode Incolor pH 7: 15 mM Bis Tris, 50 mM Tricina
- Pesar 3,14 gr de Bis Tris 8,95 gr de Tricina. Diluir en 900 mL d’aigua Mili
Qi ajustar a pH 7 amb HCI. Enrasar a 1 L i guardar a 4°C.
- Ferritina Tipus I (procedent de melsa de cavall) 85 mg/mL (SIGMA) (pes molecular

dimer 960 kDa; pes molecular monomer 480 kDa).

Procediment

Formacid dels gels en gradient:

- Preparar la MiniProtean multi-casting chamber (permet la formaci6 simultania de 3
gels en gradient) 1 el sistema de cambres per la formacid de gels en gradient
(BioRad).

- En vasos de precipitat, preparar les solucions al 4 i al 15% d’acrilamida.

Solucioé 4 % Solucioé 15%

(Vf=20mL) (Vf =20 mL
Acrilamida 40% 2mL 7,5 mL
Tamp6 de gel (3x) 6,7 mL 6,7 mL
Aigua Mili Q 11,3 mL 5,8 mL
APS 100 uL 100 uL
TEMED 10 uL 10 uL

- Abocar les solucions d’acrilamida al sistema de formacié de gels en gradient

connectat a la MiniProtean multi-casting chamber. Obrir les valvules i1 deixar sortir
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una mica de solucié al 4% d’acrilamida. Tot seguit,i sense tancar la valvula de

sortida, obrir la valvula que connecta la cambra 1 (mixing chamber) amb la 2

(reservoir chamber), on, mitjangant un agitador magnetic, es forma el gradient

d’acrilamida.
Reservoir chamber
Mixing chamber (heavy)
(light) ( T
Luer taper coupling
5 | & Heee
Muc‘:amber < : =31 | Valve stem
Tubing Stopcock

Figura 7. Esquema de la MiniProtean multi-casting chamber. La solucié d’acrilamida al 15%
¢s abocada al compartiment reservori (reservoir chamber) 1 la soluci6é d’acrilamida al 4%, al

compartiment de barreja (mixing chamber).

- Tancar la valvula quan Dacrilamida arribi al nivell desitjat a la cambra de

multidifusio.

- Cobrir la superficie dels gels en gradient que s’han format amb una solucio al 70%

d’isopropanol per tal que el front superior dels gels quedi recte.

- Deixar polimeritzar els gels a temperatura ambient (aproximadament dues hores).

- Substituir I’isopropanol per aigua o tampd de catode i guardar els gels, en una

cambra humida, a 4°C fins a la seva utilitzacio (guardar maxim una setmana).

- Preparar el gel d’apilament (o stacking), al 4% d’acrilamida, el mateix dia que es fa

la electroforesi:

Stacking 4%

(Vf=5mL)
Acrilamida 40% 0,5 mL
Tampo de gel (3x) 1,67 mL
Aigua Mili Q 2,83 mL
APS 55uL
TEMED 5,5uL
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Preparacid de la mostra de miscul:

Es basa en la publicacio de Shdgger i col. (Schédgger 1991).

La mostra ha d’estar en gel durant tot el procés.

Si es volen fer activitats en gel, tenir en compte que amb un carril de gel es poden fer

dues activitats enzimatiques.

Agafar el volum d’homogenat de muscul corresponent a 400 pg de proteina.
Centrifugar a 10.000 x g 10 minuts a 4°C.

Descartar el sobrenedant i resuspendre el pellet amb 40 pL de tampd de
solubilitzaci6 de muscul.

Afegir 5 pL de lauril maltosid 20%. Deixar actuar en gel durant 15 minuts i agitant
cada 3 minuts.

Centrifugar a 20.000 x g 20 minuts a 4°C.

Agafar 40 pL de sobrenedant i1 afegir-hi 5 pL de glicerol 50% 1 2,5 pL de tampd de
carrega.

La mostra esta a punt per ser carregada al gel.

Preparacio de la mostra de fibroblasts:

Es basa en la publicaci6 de Petr Klement i col. (1995).

La mostra ha d’estar en gel durant tot el procés.

Si es volen fer activitats en gel, tenir en compte que amb un carril de gel es poden fer

dues activitats enzimatiques.

Agafar el pellet de fibroblasts corresponent a un flascé de cultiu de 25 cm?
(equivalent a uns 0,5 mg de proteina).

Resuspendre el pellet amb 100 pL de PBS.

Afegir 100 pL de digitonina, barrejar bé i deixar actuar durant 15 minuts en gel;
agitar cada 5 minuts amb els dits.

Separar 10 pL de cada tub per quantificar proteines (metode de BCA). La
quantificacio de proteina s’ha de fer en paral-lel a la preparacié de la mostra.

Aturar la reacci6 del detergent afegint 1,2 mL de PBS

Centrifugar a 10.000 x g 10 minuts a 4°C.

Descartar el sobrenedant i1 resuspendre el pellet amb 50 pulL de tampo de

solubilitzacio de fibroblasts.
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Afegir 5 pL de lauril maltosid 10%. Deixar actuar en gel durant 15 minuts agitant
cada 3 minuts.

Centrifugar a 20.000 x g 20 minuts a 4°C.

Si el contingut proteic de les mostres és similar entre elles, agafar 50 pL de
sobrenedant i afegir-hi 5 uL de glicerol 50% i 2,5 pL de tampd de carrega. Si el
contingut proteic varia o és superior a 0,5-0,6 mg de proteina (quantitat ideal de
proteina), ajustar el volum de sobrenedant per tal de carregar quantitats similars, i al
voltant de 0,5-0,6 mg, de proteina al gel. La mostra esta a punt per ser carregada al

gel.

Electroforesis

El gel d’electroforesis corre a 4°C durant aproximadament 3 hores.

Muntar el sistema d’electroforesi Mini-Protean (Bio Rad).

Retirar la pinta del gel d’apilament i rentar els pous amb tamp6 de catode incolor pH
7.

Traslladar tot el sistema a la cambra a 4°C.

Omplir les cambres interior i exterior amb tamp6 Catode-Comassie pH 7 1 tampd
Anode pH 7 respectivament, fins a la meitat.

Carregar el marcador de pes molecular (ferritina) i les mostres al gel.

Acabar d’afegir tampo6 Catode-Comassie pH 7, fins que els pous quedin ben coberts,
i tampo Anode pH 7.

Iniciar al electroforesi a 90 V.

Quan les mostres hagin superat el gel d’stacking 1 hagin entrat al gel en gradient,
pujar fins a 100 V i deixar correr fins que el front blau hagi corregut 2/3 del gel en
gradient.

Pausar 1’electroforesi 1 canviar el tampd Catode-Comassie pH 7 per tampd Catode
Incolor pH 7.

Continuar la electroforesi a 200-250V o bé a 15 mA fins que el front blau surti del
gel.

Parar la electroforesi just quan el front blau s’hagi perdut; no deixar correr més

perque es podrien perdre els complexes proteics més petits.



Material i Métodes

Un cop el gel ha corregut, es poden seguir tres vies:
- tenyir el gel amb una soluci6 de Coomassie per tal de visualitzar bé les
bandes corresponents als complexes de cadena respiratoria mitocondrial.
- fer les activitats enzimatiques dels complexes I, II, IV 1 V en gel.
- transferir el gel a una membrana de nitrocel-lulosa (Western Blot) i tenyir

els complexes proteics amb anticossos especifics.

3.8.2 Tincio del gel amb Blau de Comassie

Material i instrumentaci6 auxiliar
Cubetes de plastic per tenyir el gel
Agitador orbital

Campana de flux laminar

Reactius
- Soluci6 colorant de Coomassie:
- 0,25% (p/v) Coomassie G-250
- 45% (v/v) metanol
- 10% (v/v) acid acetic concentrat
Guardar a temperatura ambient.
- Soluci6 decolorant:
- 5% (v/v) etanol
- 7,5% (v/v) acid acetic concentrat

Guardar a temperatura ambient.

Procediment

- Submergir el gel en la solucié colorant de Coomassie, que quedi ben cobert.

- Deixar 10 minuts en agitaci6 orbital suau.

- Decantar la soluci6 colorant (es pot reciclar) i cobrir el gel amb solucié decolorant
de Coomassie.

- Deixar tota la nit a la campana de flux vertical 1 en agitaci6 orbital. Per ajudar a la
decoloracio, posar dos rotllos de paper absorbent dins la cubeta per tal que vagin

absorbint el color blau.
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- Decantar la solucié decolorant i hidratar el gel amb aigua destil-lada durant

aproximadament 30 minuts com a minim. El gel es pot guardar en aigua o bé es pot

plastificar (sistema de Bio Rad).

El patr6 de bandes que s’obté es mostra a la Figura 8.

] Complex I (~1000 kDa)

<€—Complex V (~700kDa)

<€—Complex III (~490 kDa)

<€—Complex IV (~200kDa)

<€—Complex II (~130 kDa)

Figura 8. Patr6é de bandes dels complexes [-V
obtingut per tinci6 amb solucid6 de Blau de

Coomassie.
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3.8.3 Activitats enzimatiques en gel de Blue Native
Es base en els articles publicats per E. Zerbetto i col. (Zerbetto 1997) 1 Nitjtmans i col.
(Nitjmans 2002).

Material i instrumentacié auxiliar
Tubs de 10 mL fons conic

Bany amb agitacio termostatitzat a 37°C
Agitador orbital

GelAir Drying System (BioRad)

Reactius
- Soluci6 de fixacid
- 50% (v/v) metanol
- 10% (v/v) acid acetic

Guardar a temperatura ambient.

Complex Tampo Reactius
. 0,1 mg/mL NADH
Tris-HCI 2 mM pH 7.4 ’
ComplexT | Tris-HC12mM pH 7, 2,5 mg/mL NBT
4,5 mM EDTA
84 mM succinat
Complex II Tamp¢ fosfat 50 mM pH 7.4 0,2 mM PMS
2 mg/mL NBT
10 mM KCN
1 mg/mL DAB
Tamp6 fosfat 50 mM pH 7,4 em
Complex IV 20 pg/mL catalasa
75 mg/mL sacarosa .
1 mg/mL citocrom C
34 mM Tris
. 8 mM ATP
Complex V 270 mM glicina, pH 7,8 .
0,2 % nitrat de plom
Complex I:

Tampo de reaccio:
- Tampo Tris-HC1 2 mM pH 7,4
- Pesar 12 mg de Tris 1 dissoldre en 40 mL d’aigua Mili Q. Ajustar a pH 7,4
amb HCl i enrasar a 50 mL. Guardar a 4°C.
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Reactius (Vf = 10 mL): preparar mentre les mostres corren al gel amb tamp6 de catode

incolor.
- NADH 0,1 mg/mL
- Pesar 1 mg de NADH per a 10 mL de soluci6 final.
- NBT (Nitrotetrazolium Blue Chloride) 2,5 mg/mL
- Pesar 25 mg de NBT per a 10 mL de soluci6 final.
Dissoldre els reactius en 10 mL de tamp6 de reaccid. Guardar a temperatura ambient i

tapat de la llum fins a la seva utilitzacio.

Resultat: 1a reduccio del NBT per part del complex I dona lloc a un complex insoluble

de color morat. A la zona on hi ha complex I, apareix una banda morada.

Complex II:

Tampd de reaccio:
- Tampo Fosfat 50 mM pH 7,4
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 50 mM: pesar 680,5 mg de KH,PO4
1 dissoldre en 100 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K,HPO4) 50 mM: pesar 870,9 mg de K,HPOy, 1
dissoldre en 100 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,4 afegint soluci6 de KH,PO4 a la solucié de K,;HPO,.
Guardar a 4°C.

Reactius (Vf = 10 mL): preparar mentre les mostres corren al gel amb tampd de catode

incolor.
EDTA 4,5 mM

- Agafar 90 uL de EDTA 0,5 M per a 10 mL de volum final.
Succinat 84 mM

- Pesar 99,2 mg de succinat per a 10 mL de volum final.
- PMS 0,2 mM
- Pesar 0,6 mg de PMS per a 10 mL de volum final.
NBT (Nitrotetrazolium Blue Chloride) 2 mg/mL

- Pesar 20 mg de NBT per a 10 mL de volum final.
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- KCN 10 mM

- Pesar 6,5 mg de KCN per a 10 mL de volum final.
Dissoldre tots els reactius en 9 mL de tamp6 de reaccio. Tornar a ajustar a pH 7,4 amb
KOH i enrasar a 10 mL. Guardar a temperatura ambient i tapat de la llum fins a la seva

utilitzacio.

Resultat: 1a reduccié del NBT dona lloc a un complex insoluble de color morat. A la

zona on hi ha complex II, apareix una banda morada.

Complex IV:

Tampd de reaccio:
- Tampo Fosfat 50 mM pH 7,4
- Fosfat de potassi monobasic (KH,PO4) 50 mM: pesar 680,5 mg de KH,PO4
i dissoldre en 100 mL d’aigua MiliQ
- Fosfat de potassi dibasic (K;HPO4) 50 mM: pesar 870,9 mg de K,HPO, i
dissoldre en 100 mL d’aigua MiliQ.
- Ajustar el pH a 7,4 afegint soluci6 de KH,PO4 a la solucié de K,;HPO,.
Guardar a 4°C.

- Sacarosa 75 mg/mL
- Pesar 3,75 g de sacarosa 1 dissoldre en 50 mL de tamp6 fosfat 50 mM pH
7,4. Guardar a 4°C.

Reactius (Vf = 10 mL): preparar mentre les mostres corren al gel amb tampd de catode

incolor.
- 3,3’-Diamnobenzidina (DAB) 1 mg/mL
- Pesar 10 mg de DAB per a 10 mL de volum final.
- Catalasa 20 pg/mL
- Pesar 0,2 mg de catalasa per a 10 mL de volum final.
- Citocrom C 1 mg/mL
- Pesar 10 mg de citocrom C per a 10 mL de volum final.
Dissoldre tots els reactius en 10 mL de tampd de reaccid. Guardar a temperatura

ambient i tapat de la llum fins a la seva utilitzacio.
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Resultat: la oxidacié de la DAB déna lloc a I’aparicié d’un precipitat de color marrd-
taronja fosc. La reduccié de I’'NBT doéna lloc a un complex insoluble de color morat. A

la zona on hi ha complex IV, apareix una banda d’aquest color.

Complex V:

Tampd de reaccio:

- Tampo Tris 34 mM-Glicina 270 mM pH 7,8

- Pesar 205,94 mg de Tris per a un volum final de 50 mL.
- Pesar 1,01 g de glicina per a un volum final de 50 mL
- Dissoldre la glicina i el Tris en 45 mL d’aigua Mili Q. Ajustar a pH 7,8 amb
KOH. Guardar a 4°C.
- MgSO4 14 mM
- Pesar 0,17 g de MgSOy 1 dissoldre en 50 mL de tampd tris-glicina. Guardar
a 4°C.

Reactius (Vf = 10 mL): preparar mentre les mostres corren al gel amb tamp6 de catode

incolor.
- ATP 8 mM
- Pesar 44,09 mg de ATP per a 10 mL de volum final.
- Nitrat de plom 0,02% (p/v)
- Pesar 20 mg de nitrat de plom per a 10 mL de volum final.
Dissoldre tots els reactius en 10 mL de tamp6 de reaccio.
Comprovar que el pH de la solucio sigui de 7,8; si cal, ajustar de nou amb KOH.

Guardar a temperatura ambient i tapat de la llum fins a la seva utilitzacio.

Resultat: per accido de la ATPasa (subunitat F; del complex V) el nitrat de plom
precipita, donant lloc a la formacié d’una banda de color blanquinés (per millorar el

contrast, posar visualitzar la banda sobre un fons fosc).

Procediment
- Un cop el gel en gradient ha corregut, tallar-lo en funcié dels complexes que es

volen estudiar. Posar els fragments en recipients que es puguin tapar.
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Incubar cada fragment de gel durant 10 minuts, a temperatura ambient i en agitacio,
amb el tampo6 de reacci6 corresponent a I’activitat enzimatica que es vol estudiar.
Substituir el tampo6 de reaccid per la solucid que conté els reactius. Tapar bé el
recipient i segellar-lo amb parafilm.

Incubar al bany termostatitzat a 37°C i en agitacio.

El temps que tarda a apareixer la banda o bandes corresponents a 1’activitat enzimatica

varia en funci6 del complex:

Complex I: 30 minuts d’incubaci6 aproximadament

Complex II: 45 minuts d’incubacid aproximadament

Complex IV: a partir de 3 hores d’incubacid i fins a o/n

Complex V: 60-75 minuts en muscul i a partir de 3 hores en fibroblasts
Aquests temps son aproximats i cal estar pendents de les activitats, ja que s’han
d’aturar just quan apareixen les bandes per tal que siguin visibles les deficiéncies.
Si es deixa actuar massa estona, en les mostres deficients pot acabar igualant-se la
banda a la del control, de manera que s’estaria sobreestimant 1’activitat enzimatica,
portant a errors d’interpretacio.
Per aturar I’activitat dels complexes I, IT 1 IV, submergir el gel en solucié de fixacio
(a la campana de flux laminar) durant 15 minuts. Pel complex V, submergir el gel en
aigua destil-lada.
Hidratar el gel amb aigua destil-lada durant mitja hora.
Un cop les bandes d’activitat s’han fixat, es pot deixar el gel completament
submergit en aigua destil-lada fins I’endema.

Assecar el gel mitjancant el GelAir Drying System de BioRad.
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3.8.4 Western-Blot dels complexes de cadena respiratoria mitocondrial a partir

d’un gel de Blue Native

Consisteix en transferir les proteines del gel en gradient a una membrana de

nitrocel-lulosa per tal de poder detectar, mitjancant anticossos especifics, les proteines

que formen els complexes de cadena respiratoria mitocondrial.

Material i instrumentacio auxiliar

Membrana Immobilon®-P 0,45 um poresize PVDF (Millipore)
Paper Whatman

Kit de transferéncia (BioRad)

Revelador OPTI-4CN Anti Mouse Detecction Kit (BioRad)
Agitador orbital

Reactius

Tamp6 de transferéncia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, 0,1% SDS i 20% etanol.
- Pesar 3,02 g de Tris, 14,4 g de glicina 1 200 mg de SDS. Dissoldre en 700
mL d’aigua destil-lada 1 200 mL d’etanol. Enrasar a volum final de 1 L amb
aigua destil-lada. Guardar a 4°C.
Soluci6 de rentat: 0,1% (v/v) de Tween 20 en PBS
Soluci6 de bloqueig: solucié de PBS amb 3% BSA (p/v) 1 0,1% de Tween 20 (v/v)
Anticos primari anti Complex I (anti NDUFA9, Invitrogen)
- Soluci6 de treball: 0,5 pg/mL (estoc comercial a 1 pg/ul) en solucid de
bloqueig.
Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
Anticos primari anti Complex II (anti Subunitat de 70 kDa, Invitrogen)
- Soluci6 de treball: 0,1 pg/mL (estoc comercial a 0,5 ug/uL) en solucié de
bloqueig.
Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
Anticos primari anti Complex III (anti Subunitat Core 2, Invitrogen)
- Soluci6 de treball: 0,4 pg/mL (estoc comercial a 1 pg/ul) en solucioé de
bloqueig.

Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
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Anticos primari anti Complex III (anti Rieske UQCRFS1[5AS5], Abcam)
- Solucié de treball: 1 pg/mL (estoc comercial a 1 pg/ul) en solucié de
bloqueig.
Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
Anticos primari anti Complex IV (anti Subunitat Va, MitoScience)
- Solucié de treball: 1 pg/mL (estoc comercial a 1 pg/ul) en solucid de
bloqueig.
Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
Anticos primari anti Complex V (anti ATP5A [15H4C4], MitoScience)
- Soluci6 de treball: 1 pg/mL (estoc comercial a 1 pg/ul) en solucid de
bloqueig.
Guardar a 4°C. Es pot reutilitzar varies vegades.
Soluci6é anticos secundari GAM (goat anti mouse) marcat amb peroxidasa de rave
(OPTI-4CN Anti Mouse detection kit, BioRad)
- Diluci6 de treball: 1:2500 en solucio de bloqueig.

Procediment

Un cop el gel en gradient ha corregut, separar el gel stacking del gel en gradient.
Tallar un tros de membrana de nitrocel-lulosa de la mateixa mida que el gel.

Activar la membrana submergint-la en metanol durant uns segons. Seguidament,
submergir-la en tampd de transferéncia.

Tallar 4 papers Whatman i1 submergir-los en tamp¢6 de transferéncia.

Muntar el sandwitch de transferéncia seguint el segiient ordre: part negre del
cassette - esponja xopa de tampd de transferéncia - dos papers Watman - membrana
de nitrocel-lulosa - gel en gradient - dos papers Watman - esponja - part blanca del
cassette. Les proteines tenen carrega negativa de manera que es desplagaran del pol
negatiu al positiu. Per aix0, és important col-locar el gel a la banda del pol negatiu 1
la membrana, a la del pol positiu.

Fer la transferéncia a 4°C a 35V durant tota la nit.

Un cop finalitzada la transferéncia, bloquejar la membrana amb soluci6 de bloqueig

durant 1 hora i amb agitacio.
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Eliminar 1’excés de soluci6 bloquejadora rentant la membrana 3 cops amb solucid
de rentat durant 15, 51 5 min.

Incubar la membrana amb [’anticos corresponent durant 1 hora a temperatura
ambient i amb agitacio.

Eliminar I’excés d’anticos primari rentant la membrana 3 cops amb solucié de rentat
durant 15, 51 5 min.

Incubar la membrana amb anticos secundari durant 1 hora a temperatura ambient i
amb agitacio.

Eliminar I’excés d’anticos secundari rentant la membrana 3 cops amb solucio de
rentat durant 15, 51 5 min.

Revelar per color amb el kit de detecci6 OPTI-4CN de BioRad seguint les
indicacions del fabricant. Aturar la reaccid submergint la membrana en aigua

destil-lada.
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3.9 EXTRACCIO D’ADN

Mostra

Tipus: Sang entera, fibroblasts

Material i instrumentacio auxiliar

Centrifuga

NanoDrop Spectrophotometer ND-1000

Reactius

Kit d’extracciéo de DNA Puregene TM (Gentra Systems), que conté:
- RBC Lysis Solution
- Cell Lysis Solution
- Protein Precipitation Solution

DNA Hydration Solution

Etanol
Isopropanol

SDS 10% (p/v)

Procediment (segons les instruccions del fabricant)

Lisis cellular:

Afegir 1 mL de SANG total en un tub esteril de 15 mL que contingui 3 mL de RBC
Lysis Solution. Barrejar per inversio 1 incubar 10 minuts a temperatura ambient
(RT). Tornar a invertir el tub, almenys un cop, durant la incubaci6.

Centrifugar a 2000 x g 10 minuts. Treure el sobrenedant amb una pipeta esteril
deixant al pellet uns 100-200 pL de liquid residual.

El procediment comenca en aquest punt quan I’extraccio d’ADN es fa a partir de
FIBROBLASTS. Afegir 100-200 pL de RBC Lysis Solution al pellet de
fibroblasts.

Vortejar el tub vigorosament per tal de resuspendre les cel-lules en el liquid

residual.
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Afegir 1 mL de Cell Lysis Solution i lisar les cél-lules pipetejant repetidament amb
una pipeta esteril. Si costa que es doni la lisi, incubar a 37°C fins a obtenir una

soluci6 homogenia. Deixar temperar les mostres a RT.

Precipitacid de proteines

Afegir 333 pL de Protein Precipitation Solution al lisat cel- lular.

Vortejar vigorosament almenys durant 20 segons per tal que la barreja quedi
homogenia.

Centrifugar a 2000 x g 10 minuts. El precipitat de proteina formara un pellet
consistent 1 de color marro6 fosc. Si el precipitat no es veu prou consistent, tornar a

repetir el pas anterior, incubar durant 5 minuts en gel i tornar a centrifugar.

Precipitacid de ’ADN

Recollir el sobrenedant amb una pipeta estéril i passar-lo a un tub de 15 mL esteril
que contingui 1 mL d’isopropanol 100%.

Barrejar per inversid (unes 50 vegades) fins que s’observi un precipitat blanc
(medusa), corresponent a I’ADN.

Centrifugar a 2000 x g 3 minuts per precipitar I’ADN (pellet petit 1 blanc).
Descartar el sobrenedant per decantacid i1 assecar el tub amb paper absorbent
deixant-lo breument boca avall.

Afegir 1 mL d’etanol 70% 1 invertir el tub varies vegades per tal de netejar bé el
pellet d’ADN.

Centrifugar a 2000 x g 1 minut. Decantar el sobrenedant amb compte de no perdre
el pellet.

Invertir el tub i assecar completament durant 15 minuts a RT.

Hidratacié de I’ADN

Afegir 50-100 uL de DNA Hydration Solution al tub.
Deixar que es dissolgui I’ADN incubant tota la nit a 37°C. Quantificar amb el

NanoDrop.
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3.10 EXTRACCIO DE ARN I OBTENCIO DE cADN

Mostra
Tipus: cultiu fresc de fibroblasts.

Material i instrumentacié auxiliar
- Centrifuga
- Campana de flux laminar

- NanoDrop Spectrophotometer ND-1000

Reactius
- Kit d’extracci6 RNA QIAshredder i RNeasy (Qiagen):
- RLT Buffer
- RWI Buffer
- RPE Buffer
- H,O RNase free

- Columnes QIAshredder 1 RNeasy mini spin
- B-mercaptoetanol (BioRad)
- Soluci6 d’extraccio de RNA:
- RLT solution amb un 1% de B-mercaptoetanol.
- Etanol 100%
- Oligo dT 15 Primer (500 pg/mL) (Promega)
- MMLYV Trascriptasa reversa, RNase H Minus, Point Mutant (Promega)
- Tampd de transcriptasa reversa (M-MLV RT Buffer) (Promega)
- Mix de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)
- En un tub eppendorf, barrejar 20 pL de cadascun dels dNTPs (estoc
comercial a 100 mM) en 120 pL d’aigua esteril. Guardar a -18+5 °C.

Aigua esteril

Procediment (segons les instruccions del fabricant)

Extraccié de ARN

Treballar sota la campana de flux laminar, per evitar contaminacions.

- Descartar el medi de cultiu del pellet de fibroblasts frescos.
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Afegir 350 pL de solucid d’extraccié de RNA al pellet de fibros, barrejar amb una
pipeta esteril 1 passar-ho tot a una columna QIAshredder amb tub col-lector.
Centrifugar a 16000 x g 2 minuts. El filtrat que s’obté és estable a -80°C.

Afegir el mateix volum d’etanol 100% (350uL) al filtrat, barrejar amb una pipeta
esteril i traspassar tot el contingut a la columna RNeasy mini spin amb tub
col-lector.

Centrifugar a 16000 x g 15 segons. Descartar el filtrat.

Afegir 700 pL de RW1 Buffer a la columna i centrifugar a 16000 x g 15 segons.
Canviar el tub col-lector, afegir 500 pL de solucio RPE i centrifugar a 16000 x g 15
segons. Descartar el liquid del tub col-lector.

Tornar a afegir 500 pL de la solucid6 RPE i centrifugar a 16000 x g 2 minuts.
Descartar el liquid del tub col-lector.

Centrifugar durant 1 minut més a 16000 x g per assecar la columna.

Canviar el tub col-lector per un eppendorf esteril. Afegir entre 30-50 puL d’aigua
RNase free directament sobre el filtre de la columna i deixar rehidratar durant 1
minut.

Centrifugar a 16000 x g 1 minut. El filtrat que s’obté és I’ARN.

Guardar a -80°C.

Sintesis de cADN

Es realitza a partir de ’ARN extret a partir dels fibroblasts cultivats.

En un tub eppendorf esteril barrejar:

- 13 pL d’aigua RNase free

- 1 puL d’Oligo dT

- 1 uL de ARN
Incubar a 70°C durant 5 minuts i seguidament clavar el tub en gel durant 5 minuts
més. Aquest pas serveix per eliminar les estructures secundaries que hagi pogut

adquirir ’ARN.
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- A labarreja anterior, afegir:
- 5uL tampo de transcriptasa reversa
- 1 pL de dNTPs 20 uM
- 3 uL RNase free
- 1 pL RNase free
- 1 pL MMLYV transcriptasa reversa

- Amb aquesta barreja, realitzar un programa de PCR que consisteix en 1 cicle a
42°C durant 1 hora i tot seguit 10 minuts a 70°C per inactivar la reaccio.

- El producte que s’obté és cADN. Quantificar amb el NanoDrop.
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3.11 CERCA DE MUTACIONS EN cADN i ADN DE GENS IMPLICATS EN LA
VIA DE SINTESI DE CoQyo

Mostra
Tipus: cADN i ADN.

Material i instrumentacié auxiliar
- Termociclador

- Centrifuga de eppendorf

- Cubeta d’electroforesi

- Alphalmager®HP (Apha Innotech)

Reactius
- Taq polimerasa (Roche)
- Tampo per la Taq polimerasa sense MgCl, (Roche)
- Clorur de magnesi (MgCl,) per la Taq polimerasa (Roche)
- Mix de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Promega)
- En un tub eppendorf, barrejar 20 pL de cadascun dels dNTPs (estoc
comercial a 100 mM) en 120 pL d’aigua esteril. Guardar a -18+5 °C.
-  DMSO
- Encebadors directe i revers per cADN (dissenyats utilitzant el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/)) a concentracio final de treball 25 uM:

Gen Fragment Encebador directe (D) (5°-3”) Encebador revers (R) (5°-3°)
F1 GAGGCGGCTAGAAGGTGAC GAAAGCCCATGGCAGAGAAT
F2 GGCCAGTGGACCCTTTAGA CGCTCCTCGAAGTATTCCAA
CABCI F3 GCCACTGAAGCAGATGATGA CACAGTCTCCCTGTCCCTGT
F4 CAGATCCTTCACCGACCTCT AGCAACAGAAACCGTGGAAA
FIA GCCGCGACTTTCAGACTC GACCTTTCAAGTCTCTCCAACC
F1B CATCACACAACCCCAGACAG CTCCAGCAAGAACAGCCTTC
PDSS1 F1C ATGGCCTCGCGCTGGTGG TCATTTATCTCTTGTGAG
F2 TTGCAGAAATGATCCACACTG CGTCGCATGATCATAGCATT
F3 GATCTGAAGCTCGGGTTACG AAATTGCCCATCAATAAGTTTG
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Gen Fraement Encebador directe (D) Encebador revers (R)
2 (5a_3’) (5a_3’)
Fl AAGAATTGCCGCTTCCTTTT GCTAAAAGTTSCACAACCTTG
PDSS2
F2 TGGTCCACTGAAAGACATGC GCTCCCAATCAACCTCATTC
F1 TCCGTCGCCTGACAGAAT GTGGGTGCTCGGGTGTCT
COQ4
F2 GACATCCACCCTCGACCTG TGTCCAAGGGTCAGTGTTCA

- Encebadors directe i revers per ADN (dissenyats utilitzant el programa Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/)) a una concentracio final de treball 25uM:

Encebador directe

Encebador revers

Gen Ex6 (5°-3) (5°-3)
1 CAAGCGAGGAAGAGCGAAC AGCTACCCCGGAGCTACCC
9-10 GACTGGAAATGCGGTTTTGT TTATGCAATCTTCCCATCAGC
PDSSI 11 GGCATAGACGGTGGATGTCT CACATCAAGAGTTGACCAAACAG
12 CTCAGCTCATCTGATCTCAAAAC | CCATTCTCCTATATGAAATTTTGG

- Tampo de carrega (LB): 20 % Ficoll en pols, 0,1% SDS, 1 mM EDTA, 0,05%

xilenecianol, 0,05% bromofenol

Per un volum final de 50 mL, pesar 10 g de Ficoll, 0,05 g de SDS, 0,025 g

de xilenecianol 1 0,025 g de bromofenol. Dissoldre amb aigua destil-lada 1
afegir 100 pL de EDTA.
- Agarosa D1 Low EEO

- Marcador de pes molecular

15 pL. de marcador ZR DNA Molecular Weigh Markers TM ZR 50bp 0,5
mg/mL, 50 uL. de LB 1 185 pL d’aigua destil-lada.

- Bromur d’etidi 1 mg/L

Dissoldre 100 pL de bromu d’etidi 10 mg/mL en 1 L d’aigua destil-lada.
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Procediment

Preparaci6 de la reaccio de PCR

Encebador | Buffer
Gen Fragment ?1331 dg{l)’s D+R 10X g{; D(I::[I?)O (’f;il) 528 Pr(l))gcria{ma

(pL) (xL)
F1 1 1 1+1 5 3 5 0,2 | 32,8 | NPC18C
CABC1 F2 1 1 1+1 5 3,5 5 0,2 | 32,3 | NPCI18C
F3 1 1 1+1 5 3 5 0,2 | 32,8 | NPCI18C
F4 1 1 1+1 5 3 5 0,2 | 32,8 | NPCI18C
Fl 1 1 1+1 5 2 5 0,2 | 33,3 | NPC18C
PDSS1 F2 1 1 1+1 5 3 - 0,2 | 37,8 | NPC18C
F3 1 1 1+1 5 3,5 - 0,2 | 37,3 | NPC18C
PDSS2 F1 1 1 1+1 5 3 5 0,2 | 32,8 | NPC18C
F2 1 1 1+1 5 3,5 5 0,2 | 32,3 | NPCI18C
F1 1 1 1+1 5 3,5 5 0,2 | 32,3 | NPCI18C

COQ4

F2 1 1 1+1 5 3,5 5 0,2 | 32,3 | NPCI18C

El programa d’amplificacio utilitzat consta de les segiients etapes:

Comprovacid de la PCR

Programa NPC18C

1)
2)
3)
4)
5)
6)

5 minuts a 94°C

45 segons a 94°C
1 minut a 58°C

1 minuts a 72°C
5 minuts 72°C

15°C

}X 32 cicles

- Un cop realitzada la PCR, comprovar que s’ha amplificat correctament carregant 5

pL de producte de PCR barrejat amb 3 pL de tamp6 de carrega (LB) en un gel

d’agarosa al 2%.

- Correr la electroforesi a 100V.

- La observaci6 de les bandes s’aconsegueix incubant el gel en una solucidé de

bromur d’etidi (intercalador de bases) durant 10-15 minuts i exposant a llum UV

amb I’equip Alphalmager.

Seqiienciacio

- Els productes de PCR son enviats a Macrogen® per tal de seqiienciar-los.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1 Implementacié d’una nova técnica per a D’estudi espectrofotomeétric de

P’activitat dels enzims que formen la cadena respiratoria mitocondrial (CRM).

El diagnostic de les malalties mitocondrials implica estudis metabolics, morfologics i
bioquimics, entre els quals hi ha I’estudi de les activitats enzimatiques dels complexes
que formen la CRM, que permet identificar alteracions del metabolisme energétic, entre
elles les deficiéncies de CoQy.

Les activitats dels enzims dels complexes que formen la CRM (complex I-IV) es
determinen espectrofotometricament. Tot i que €s una mesura in vitro, aporta
informaci6 crucial sobre el funcionament catalitic d’aquests enzims. En aquests estudis,
perd, no s’inclou el complex V donada la poca fiabilitat dels resultats obtinguts a partir
de teixit muscular congelat o c¢l-lules cultivades. Per a aquest complex, existeixen
altres métodes de mesura, com per exemple la técnica del Blue-Native, que més
endavant es descriura amb detall.

L’estudi es porta a terme a partir d’homogenat de biopsia de teixit muscular congelat (-
80£5°C) o a partir d’homogenat de fibroblasts cultivats procedents de biopsia de pell.
També podrien utilitzar-se homogenats de mitocondris aillats a partir de teixit muscular
fresc o cervell, i plaquetes (Angelini 1986), entre d’altres, tot i que no sempre les
deficiéncies en teixit muscular poden detectar-se en altres tipus de teixit (Janssen 2003).
Un dels avantatges d’utilitzar teixit muscular congelat és que, a part de facilitar el
transport des del centre d’extraccié al de diagnostic, el procés de congelacio trenca les
membranes mitocondrials, fent més accessibles els enzims de la CRM (Spinazzi 2012).
L’estudi de la CRM ha de ser prou sensible i precis per tal de detectar defectes parcials
de funci6. A més, ha de permetre realitzar 1’estudi a partir de petites quantitats de teixit,

especialment en casos pediatrics (Spinazzi 2011).

4.1.1 Estudi espectrofotométric de I’activitat dels enzims de CRM en teixit

muscular

L’etapa inicial d’aquest treball es va centrar en la determinacié de les activitats dels
enzims que formen la cadena respiratoria mitocondrial a partir de biopsies de teixit

muscular. L’objectiu era seleccionar possibles deficiéncies de CoQ . Es varen analitzar
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un total de 223 biopsies musculars, la majoria de pacients pediatrics, amb sospita de
malaltia mitocondrial i/o deficiéncia de CoQo. L’estudi de CRM d’aquestes mostres va
donar lloc a 79 resultats normals (35,4%), 8 defectes de piruvat deshidrogenasa (PDH)
(3,6%), 6 defectes de complex I (2,7%), 2 defectes de complex II (0,9%), 10 defectes de
complex III (4,5%), 3 defectes de complex IV (1,3%), 3 defectes de CV (1,3%), 15
defectes combinats (6,7%), 51 defectes multiples (22,9%) i 11 casos amb un patr6
suggestiu de defecte de CoQo (defecte de I’activitat I+11I 1 II+1II) (4,9%). En 22 casos
es va arribar a un diagnostic genetic definitiu. Tot 1 aix0, en un 15,8% dels pacients, els
resultats no varen ser concloents.

Compartint informacié amb altres centres de diagnostic espanyols es va veure que els
protocols que s’utilitzaven per a I’estudi bioquimic de la cadena respiratoria
mitocondrial eren molt variats 1 amb rangs de normalitat molt dispars, fet que impedia la
comparacié dels resultats obtinguts entre diferents centres. La falta d’uniformitat
metodologica porta a importants divergencies en els resultats, fet demostrat en un estudi
multicéntric on es van comparar els resultats de I’estudi dels enzims de la cadena
respiratoria realitzat per diversos centres a partir d’un mateix homogenat de teixit
muscular (Gellerich 2004).

Per tal de minimitzar aquestes divergéncies varem iniciar el terball que es descriu a
continuacio, amb I’objectiu d’optimitzar i unificar els métodes bioquimics d’estudi
enzimatic de la CRM 1 on han participat 7 centres de diagnostic espanyols que
pertanyen al CIBER de Enfermedades Raras (CIBERER): Hospital Vall d’Hebron de
Barcelona (HVd’H), Universidad Auténoma de Madrid (UAM) , Hospital 12 de
Octubre de Madrid (H120), Universidad Pablo de Olavide de Sevilla (UPO),
Universidad de Zaragoza (UZ), Departament de Medicina Interna de I’Hospital Clinic
de Barcelona (HCL) i Secci¢ d’Errors Congenits del Metabolisme del Departament de
Bioquimica i Genetica Molecular de 1’Hospital Clinic de Barcelona (IBC).

Aquesta iniciativa d’optimitzacié ja 1’han portat a terme altres centres (Medja 2009;
Spinazzi 2011), amb el mateix objectiu. Aprofitant I’experiéncia de Medja i col., aquest
treball s’ha basat en els protocols publicats per ells ’any 2009 i que varen sorgir de la
mateixa iniciativa empresa per tots els laboratoris francesos implicats en el diagnostic
genetic 1 bioquimic de malalties mitocondrials humanes amb 1’objectiu final d’unificar

els seus metodes. El treball de Medja (2009), igual que el treball publicat per Spinazzi i
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col. (2011), va consistir en la determinacié de les condicions optimes d’estudi per a
cadascun dels enzims que formen la CRM.

Aquesta iniciativa ha portat a implementar a la Seccidé d’Errors Congenits del
Metabolisme de 1’Hospital Clinic una nova metodologia per a I’estudi dels enzims que
formen part de la cadena respiratoria mitocondrial. La connexié amb els altres 6 centres
de diagnostic ha permés posar en comu problemes i discutir solucions, amb el fi

d’unificar la metodologia en aquest camp.

L’activitat enzimatica dels complexes que formen part de la CRM es determina
mitjancant técniques espectrofotométriques que permeten analitzar [’activitat dels
complexes individualment o combinats amb altres complexes, com ara el complex [+1III
(NADH:citocrom c reductasa) i el complex II+III (succinat:citocrom ¢ reductasa). Per a
una millor interpretacid dels resultats, els valors d’activitat obtinguts es normalitzen en
funcié de I’activitat citrat sintasa, un enzim utilitzat com a indicador de la quantitat de
mitocondris presents en la mostra d’estudi, permetent, aixi, corregir I’activitat
enzimatica en funci6 del grau de proliferacié mitocondrial (Reisch 2007) o de la
recuperacid de mitocondris en el procés d’homogeneitzacid del teixit estudiat.

Per tal de dur a terme aquest procés d’unificacié de manera estructurada, es varen

definir 4 etapes principals:

- Etapa I: definici6 de la metodologia per a I’assaig de les activitats
enzimatiques 1 eleccio dels reactius necessaris per a dur-les a terme.

- Etapa II: posta a punt 1 familiaritzaci6 amb la técnica utilitzant teixit muscular
procedent de rata.

- Etapa III: aplicaci6 de la metodologia a musculs control humans

- Etapa I'V: estudis de variabilitat (interserie 1 intraserie) 1 establiment d’un rang

control propi.

A continuacié es detallen cadascuna de les etapes i els entrebancs que varen anar

sorgint, aixi com les accions que es varen prendre per tal de solucionar-los.

D Etapa I: definicio de la metodologia
Tal i com s’ha comentat anteriorment, aquest projecte es basa en el treball publicat per

Medja i col. (2009), de manera que s’han seguit els seus protocols publicats fruit d’un
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extens treball per tal de determinar les millors condicions d’estudi per a cadascun dels
complexes enzimatics que formen la CRM.

La primera accid6 que es va dur a terme per a la unificaci6 metodologica va ser
estandarditzar la procedéncia comercial i les referéncies de tots els reactius necessaris,
de manera que tots els grups utilitzessin els mateixos. En el cas de reactius no
referenciats, ens varem posar d’acord per tal d’utilitzar els mateixos. A partir d’aqui, i
seguint el treball dels investigadors francesos, es varen preparar tots els tampons i
reactius necessaris per al procés d’homogeneitzacié del teixit i el posterior estudi de les
activitats enzimatiques.

Les activitats enzimatiques s’analitzen individualment per cada complex o conjunt de
complexes 1 s’expressen tant en funci6 de la quantitat de proteina (nmol/min-mg prot),
com també del contingut mitocondrial de la mostra (U/UCS). Per altra banda, també
s’estudia la relacid entre complexes.

Cal comentar que en el nostre grup, a diferéncia de la resta de centres, es va reduir el
volum final de treball de 1 mL a 500 pL, permetent aixi la utilitzacié de la meitat
d’homogenat necessari per dur a terme ’estudi. Es important tenir en compte que
aquests protocols s’aplicaran en el diagnostic de pacients de manera rutinaria i,
considerant que la majoria de mostres son pediatriques, han de permetre la utilitzacié de

la menor quantitat de mostra possible.

D Etapa II: posta a punt i familiaritzacio a partir de teixit muscular de rata
L’objectiu principal d’aquesta etapa era la posta a punt 1 la familiaritzaci6 amb la nova
metodologia i, per fer-ho, es va utilitzar teixit muscular de rata, ja que era facil d’obtenir
1 en abundancia.

Aquesta etapa només la varem dur a terme 5 dels 7 grups participants en la iniciativa:
HVd’H, HCL, UAM, H120 i IBC.

El grup de I’Hospital Vall d’Hebron (HVd’H) va preparar i posteriorment distribuir un
pool d’homogenat de muscul de rata (Pool rata) als diversos centres participants, els
quals el varen diluir amb tamp6 manitol pH 7,2 a ra6 de 1 mg/mL. Tot i que en els
protocols de Medja i col. els homogenats humans s’ajustaven a 2 mg/mL de proteina,
els homogenats de teixit muscular de rata es varen ajustar a 1 mg/mL, ja que aquest

teixit €s enzimaticament més actiu que 1’huma.
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Primer de tot, es varen dur a terme estudis de linealitat per a cadascuna de les activitats
enzimatiques. Els resultats d’aquests estudis no s’han inclos, ja que formen part de la
memoria presentada per a la obtencio del titol de Master de Biotecnologia Molecular de
la Universitat de Barcelona. Basicament, es posava de manifest que, excepte el complex
IV, totes les activitats enzimatiques estudiades presentaven una cinctica molt lineal fins
1 tot a elevades quantitats de proteina. Es va concloure que per a I’estudi amb
homogenats de muscul humans es treballaria amb la quantitat de proteina descrita pels
investigadors francesos (2 mg/mL), ja que en aquest punt les cinétiques eren lineals per
a tots els complexes estudiats.

Els resultats d’activitat obtinguts a partir d’homogenat de muscul de rata en aquesta
etapa de familiaritzaci6, es mostren a la Taula 1. No es mostren valors de referéncia ja
que no es disposava de valors control per a aquest tipus de teixit. No es va poder
estudiar 1’activitat del complex III perque, tot i seguir les instruccions dels investigadors
francesos, no es va aconseguir reduir correctament la decilubiquinona per tal d’obtenir
decilubiquinol.

A partir dels valors d’activitat obtinguts a cadascun dels centres participants, es va
calcular la mitjana, la desviaci6 estandard (SD) i el coeficient de variacio (CV),
eliminant els valors que més extrems (Taula 1-B).

Per al conjunt global de resultats 1 considerant com a acceptable un valor de %CV entre
el 101 el 15%, es va veure que, exceptuant el complex II i el complex I+III, no hi havia
gaire variabilitat en els resultats (%CV <15%). Per tant, ens acostavem a 1’objectiu
desitjat que era obtenir resultats d’activitat que fossin comparables entre grups. Per
altra banda, I’elevada variabilitat observada pel complex I+III segurament es podria

associar al baix nombre de valors utilitzats pels calculs (n=2).

Per tant, aquesta etapa va permetre :

- Familiaritzar els diversos grups participants amb la nova metodologia utilitzant
teixit muscular de rata, que és de facil obtencio.

- Confirmar que la concentracié de proteina adequada pels homogenats de teixit
muscular huma, tal 1 com havien publicat (Medja 2009) era de 2 mg/mL 1 de 1
mg/mL, per a muscul de rata.

- Obtenir uns valors d’activitat enzimatica acceptables i comparables entre

grups, ja que el % CV estava al voltant del 15%.
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Activitats enzimatiques

Activitats
enzimatiques LD
(nmol/min/mg prot) rata
Complex 1 102
Complex IT 99
Complex IV 659
Complex I+I11 31
Complex IT+I1I 78
CS 436
I 1,03
I/CS 0,23
w0 II/CS 0,23
czp v/ 6,46
2 IVl 6,66
= IV/CS | 1,51
= I+II/CS | 0,07
I+ITI/TT 1,27
I+III/CS 0,18

(nmol/min/mg prot) 02 R lE]
mitjana 137 (n=3)
Complex I SD 17,6
CV (%) 12,8
mitjana 88 (n=4)
Complex II SD 15,1
CV (%) 17,3
mitjana 509 (n=4)
Complex IV SD 75,0
CV (%) 14,7
mitjana 25 (n=2)
Complex I+I11 D 9.2
CV (%) 37,5
mitjana 71 (n=3)
S o[ 70
CV (%) 9,9
mitjana 299 (n=3)
CS SD 25,2
CV (%) 8,4
mitjana | 0,52 (n=4)
I/CS SD 0,07
CV (%) 13,9
mitjana | 0,30 (n=4)
1I/CS SD 0,06
- CV (%) 31,8
z mitjana | 1,63 (n=4)
L:) IV/CS SD 0,15
= CV (%) 9,24
a mitjana | 0,05 (n=3)
I+III/CS SD 0,04
CV (%) 75,8
mitjana | 0,21 (n=4)
II+III/CS SD 0,04
CV (%) 20,5

Taula 1. Resultats d’activitat dels enzims de cadena respiratoria mitocondrial obtinguts a partir

del pool d’homogenat de muiiscul de rata (Pool rata). A) Resultats obtinguts al nostre centre
(IBC). B) Resultats globals de tots els centres participants (HVd’H, HCL, UAM, H120 i IBC).
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D Etapa llI: aplicacio de la metodologia a mostres de miiscul control humanes
Després de I’estandarditzacid, es va procedir a treballar amb teixit muscular huma
(CH1, CH2, CH3, CH4, CH5, CH6, CH7, CH8, CH10, CH12, CH15 i CH16). Les
mostres procedien de pacients que no presentaven signes de malaltia mitocondrial.
Totes les mostres es varen extreure a 1’Hospital Clinic de Barcelona sota consentiment
informat del pacient i varen ser homogeneitzades per ’'HVd’H seguint el protocol
establert. A partir de la quantificacid proteica realitzada al mateix HVd’H, cada centre
va ajustar els homogenats a 2 mg/mL de proteina i va procedir a 1’estudi enzimatic dels
complexes de la CRM. A més a més, en cada assaig, paral-lelament a I’estudi dels
musculs humans, es va incloure homogenat de muscul de rata (Pool rata) com a control
intern de la técnica.

Els resultats que es varen obtenir per a aquestes mostres control humanes quedaven fora
del rang de referéncia dels investigadors francesos tot i que no se n’allunyaven gaire
(Taula 2), sobretot quan es referien a citrat sintasa.

Per altra banda, els % CV entre els diferents grups (majoritariament superiors al 15%)
indicaven una gran heterogeneitat en els resultats (dades no incloses). Donat que la
homogeneitzacio del teixit ’havia dut a terme un sol centre 1 que 1’assaig d’activitat
s’havia realitzat a partir dels mateixos homogenats, es descartava que aquesta
heterogeneitat observada entre els diferents grups fos causada pel procés
d’homogeneitzacio. Tot 1 aix0, que les activitats fossin inferiors a les desitjades, si que
podia associar-se al procés d’homogeneitzacio del teixit ja que, una menor recuperaciod
en el nombre de mitocondris explicaria unes activitats enzimatiques més baixes que es
corregirien al referir-les a ’enzim marcador mitocondrial citrat sintasa. S ha vist que la
velocitat de rotacié (rpm) de I’émbol d’homogeneitzaci6é i el nombre de cops te un
impacte directe sobre les activitats enzimatiques dels enzims que formen la CRM
(Spinazzi 2011). Per tant, per obtenir activitats enzimatiques Optimes 1 resultats que
siguin comparables entre grups, calia estandarditzar acuradament el procés

d’homogeneitzacié del teixit.
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Activitats Pool c‘;ﬁ:;’:sl
enzin}ﬁtiques rata CH1 CH2 CH3 CH4 CH5 CH6 CH7 CHS CH10 | CH12 | CH15 | CHI16 B—
(nmol/min/mg prot) frances*

Complex I 136 21 22 15 30 25 70 8 22 17 56 39 19 27-35
Complex II 133 21 22 30 53 33 61 14 27 16 45 42 31 42-60
Complex IV 879 165 170 153 243 175 412 95 114 130 255 199 152 130-195
Complex I+I1T 43 0 6 0 5 8 22 5 9 5 18 13 10 16-48
Complex IT+IIT 104 32 29 44 63 43 64 22 33 19 57 42 31 33-65
CS 518 106 108 150 197 139 412 121 162 137 211 263 132 146-294
/1T 1,02 1,00 1,00 0,50 0,57 1,15 0,57 0,81 1,06 1,24 0,93 0,61 0,61 0,58-0,82
I/CS 0,23 0,20 0,20 0,10 0,15 0,17 0,07 0,14 0,12 0,27 0,15 0,14 0,14 0,18-0,28
II/CS 0,23 0,20 0,20 0,20 0,27 0,15 0,12 0,17 0,12 0,21 0,16 0,23 0,23 0,23-0,35
% v/ 6,46 7,86 7,73 10,20 8,10 5,89 11,88 5,18 7,65 4,55 5,10 8,00 8,00 3,2-5,6
=
2 IV/II 6,61 7,86 7,73 5,10 4,58 6,75 6,79 422 8,13 5,67 4,74 4,90 4,90 2,5-3,5
E IV/CS 1,51 1,56 1,57 1,02 1,23 1,00 0,79 0,70 0,95 1,21 0,76 1,15 1,15 0,7-1,0
I+III/CS 0,07 0,00 0,06 0,00 0,03 0,05 0,04 0,06 0,04 0,09 0,05 0,08 0,08 no consta
IT+I/1T 1,28 0,66 0,76 0,68 0,84 0,95 0,64 0,82 0,84 0,79 1,00 1,00 1,00 0,65-0,95
II+III/CS 0,18 0,30 0,27 0,29 0,32 0,16 0,18 0,20 0,14 0,27 0,16 0,23 0,23 0,17-0,29

Taula 2. Resultats d’activitat obtingudes al nostre centre de diagnostic (IBC) per les mostres d’homogenat de teixit muscular huma (CH1-CHS, CH10,
CH12, CH15 i CH16) i de rata (Pool rata). *Rang control cedit per el Departament de Bioquimica Metabolica del Centre de Génétique Molécularie et Chromosomique del Grup

Hospitalari Pitié Salpétriere.
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En la segona part d’aquesta etapa cada centre, individualment, va homogeneitzar dues
biopsies musculars humanes (CH11 i CHI13). Aquest punt permetria veure com el
procés d’homogeneitzacid influia en les activitats enzimatiques finals.

Les activitats obtingudes al nostre centre per a aquests dos musculs (Taula 3) seguien la
mateixa tendeéncia que els homogenats estudiats anteriorment: eren inferiors als valors

control francesos, millorant quan es referien a citrat sintasa.

Mmooty | CH1L| €HI3 | gy rntse
Complex I 21 12 27-35
Complex I1 39 28 42-60
Complex IV 185 135 130-195
Complex I+I11 7 5 16-48
Complex IT+I1T 39 28 33-65
CS 119 146 146-294

/11 0,54 | 0,43 0,58-0,82
I/CS 0,18 0,08 0,18-0,28
II/CS 0,33 0,19 0,23-0,35
% Ivia 8,81 | 11,25 3,2-5,6
=
2 IV/1I 4,74 | 4,82 2,5-3,5
2 | vics 155 | 092 0.7-1,0
= I+III/CS 0,06 0,03 no consta
IT+ITI/IT 1,00 1,00 0,65-0,95
II+III/CS 0,33 0,19 0,17-0,29

Taula 3. Resultats d’activitat obtinguts al nostre centre de diagnostic per les mostres CH11 i

CHI13. *Rang control cedit per el Departament de Bioquimica Metabolica del Centre de Génétique

Molécularie et Chromosomique del Grup Hospitalari Pitié Salpétriere.

Les dificultats per a la obtencid de decilubiquinol necessari per I’estudi de 1’activitat del
complex III juntament amb que les activitats enzimatiques que s’obtenien no
s’ajustaven del tot al rang de referéncia esperat, va propiciar que ens poséssim en
contacte amb la doctora Anne Lombes, del departament de Fisiopatologia cel-lular i
molecular de malalties mitocondrials del Centre de Recherche de I’Institut du Cerveau
et de la Moélle (CRICM), 1 la doctora Claude Jardel, del Departament de Bioquimica
Metabolica del Centre de Génétiqgue Molécularie et Chromosomique del Grup

Hospitalari Pitié Salpétriere, ambdues participants en la publicacié utilitzada com a
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referéncia per a la posta a punt del metode. A partir d’aqui, va sorgir una estada als seus

laboratoris per tal de veure in situ la metodologia que ells havien posat a punt.

Arrel de I’estada als laboratoris francesos, foren aplicats un seguit de canvis que varen

millorar significativament 1’estudi de les activitats enzimatiques de la CRM:

= un metode d’homogeneitzacié més eficient (meétode descrit a 1’apartat de Materials
1 Métodes).

= un nou metode per a la quantificacio del contingut proteic dels homogenats
(quantificaci6é basada en el Métode de ’acid bicinconinic; descrit a I’apartat de
Material i Métodes); aquest metode no interfereix amb el tampd manitol (Taula de
problemes/solucions).

= canvis en la metodologia de reducci6 de la decilubiquinona a decilubiquinol per a la
determinaci6 de I’activitat del complex III

= correcta reduccio del citocrom C (descrit en 1’apartat de Materials i métodes) per a
I’assaig del complex IV. La optimitzacid en 1’addici6é del reductor (ditionita) és
particularment important en el cas del complex IV, ja que excessives quantitats
d’aquest substrat inhibirien 1’activitat citocrom oxidasa (Spinazzi 2011).

= incorporaci6 d’una nova rutina per a I’estudi de totes les activitats del complexes de
cadena respiratoria mitocondrial que implica que la homogeneitzacid, la
quantificacié de proteina i I’estudi de totes les activitats enzimatiques es portin a
terme el mateix dia (no s’utilitza mai homogenat congelat) 1 estableix un ordre
explicit per a 1’assaig de les activitats en funcido de 1’estabilitat dels complexes:
complex IV, complex III, complex I, complex II, complex I+III, complex H+III 1

citrat sintasa.

Aplicant aquests canvis metodologics, es va procedir a estudiar, de nou, les activitats
d’alguns dels homogenats de muscul control humans (CH2, CH3, CH4, CH6, CH7) i de
les dues bidpsies musculars control humanes (CH11 i1 CHI13) utilitzades en etapes
anteriors (Taula 4).

Gracies a les millores introduides totes les activitats, tant dels homogenats (CH2-CH?7)
com de les biopsies musculars (CHI1 1 CH13), s’ajustaven millor al rang control de
referéncia establert pels investigadors francesos. Una de les raons principals que

explicaria aquesta millora seria una homogeneitzacié del teixit més eficient que



permetria recuperar més quantitat de mitocondris i/0 més complexes de la cadena

respiratoria mitocondrial.
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Activitats enzimatiques palos
(nmol/min/mg prot) CH2 | CH3 | CH4 | CH6 | CH7 | CH11 | CH13 | control grup
frances™
Complex I 26 49 102 43 70 31 44 27-35
Complex II 33 44 86 48 56 46 56 42-60
Complex ITI 117 140 166 124 126 159 192 110-185
Complex IV 94 186 216 190 215 101 138 130-195
Complex I+111 8 | 18 | 44 | 17 | 20 | 11 | 19 16-48
Complex IT+IT1 36 45 80 47 50 36 32 33-65
CS 87 196 418 212 290 108 229 146-294
viry 0,22 | 0,35 | 0,61 0,35 | 0,56 0,19 0,23 0,12-0,48
i) 0,79 1,11 1,19 | 0,90 1,25 0,67 0,79 0,58-0,82
I/CS| 0,30 | 0,25 | 0,24 | 0,20 | 0,24 0,29 0,19 0,18-0,28
Im/cs| 0,38 | 0,22 | 0,21 0,23 | 0,19 0,43 0,24 0,23-0,35
HI/II+IT | 3,25 | 3,11 2,08 |[2,64 |252 |442 6,00 2,5-4,0
% I/ § 3,55 | 3,18 1,93 | 2,58 |225 | 346 3,43 1,8-38
g mIr/cs | 1,34 | 0,71 0,40 | 0,58 | 0,43 1,47 0,84 0,5-1,0
5 Ivia| 3,62 |380 |2,12 |442 |3,07 |3,26 3,41 3,2-5,6
§ Iv/1Il | 0,80 1,33 1,30 1,53 1,71 0,64 0,72 0,7-1,7
IV/AL | 2,85 | 4,23 2,51 3,96 | 3,84 | 2,20 2,46 2,5-35
IV/CS | 1,08 | 095 |052 |09 |0,74 |0,94 |0,60 0,7-1,0
I+III/CS | 0,09 | 0,09 | 0,11 0,08 | 0,07 | 0,10 0,08 no consta
I+III/IT | 1,09 1,02 093 1098 |0,89 |0,78 0,57 0,65-0,95
II+III/CS | 0,41 0,23 0,19 (022 |0,17 | 0,33 0,14 0,17-0,29

Taula 4. Resultats obtinguts per les mostres d’homogats i teixit muscular estudiats en etapes

anteriors aplicant les millores metodologiques. *Rang control cedit per el Departament de Bioquimica

Metabolica del Centre de Génétique Molécularie et Chromosomique del Grup Hospitalari Pitié Salpétriére.

Per tant, I’estada als laboratoris francesos va suposar un gran avang i una millora

considerable en I’estudi de les activitats enzimatiques dels enzims de la CRM.

Al llarg d’aquesta etapa varen sorgir, també, altres dificultats metodologiques que es

varen anar solucionant aplicant diverses mesures (Taula 5).
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ETAPA 111

PUNT

PROBLEMES/DIFICULTATS

SOLUCIONS/EXPLICACIO

Homogenitzacio de teixit
amb vidre-vidre

Tan el grup francés com I’italia (Medja 2009; Spinazzzi 2011)
homogenitzen el teixit muscular amb un homogenitzador motoritzat
amb vidre-vidre (tub-€émbol), ja que s’havia vist que era el métode que
permetia obtenir activitats més elevades (Grace 1996). Quan es va
utilitzar la homogeneitzacié vidre-vidre al nostre grup, les activitats
enzimatiques dels teixits homogenats varen resultar extremadament
baixes i properes a zero.

La fricci6 vidre-vidre del nostre homogenitzador era massa agressiva, afectant
I’estructura dels complexes multiproteics que formen la CRM i, per tant, a la
seva activitat enzimatica. Es va solucionar utilitzant un homogeneitzador
motoritzat de tefld, de manera que la homogeneitzacié era mitjancant la
friccid vidre-tefld (tub-¢mbol).

Interferéncies del tampo
d’homogeneitzacié amb
el meétode  de
quantificacio6 proteica.

El tampdé manitol, utilitzat per a la homogeneitzacido del teixit,
interferia amb el metode de quantificacié proteica Lowry-DC Protein
Assay (BioRad), basat en el métode de Lowry. Tot i que el fabricant
no descrivia que cap dels components del tampd manitol (manitol,
sacarosa, trissHCl, EDTA) interferis en la quantificacid proteica, el
tampé manitol reaccionava amb els reactius del meétode de
quantificacio, portant a una quantificacié irreal del contingut proteic
de I’homogenat.

Inicialment es va decidir quantificar, per a cada assaig, una mostra del tampo
manitol utilitzat en la homogeneitzacié. D’aquesta manera, es podria restar
I’absorbancia afegida pel tampo6 manitol a cadascuna de les mostres i, a partir
d’aqui, calcular la concentraci6 real de proteina dels homogenats de teixit.
Aplicant aquesta mesura, es va veure que la quantitat real de proteina dels
homogenats era un 25% menor a la inicial.

Posteriorment, a partir de 1’estada als laboratoris francesos, es va comengar a
utilitzar un métode de quantificacioé proteic basat en 1’acid bicinconinic, que
no interacciona amb cap dels components del tamp6 manitol.

Cinética no lineal en

I’estudi del complex III

Tot i que, després de ’estada als laboratoris francesos la obtencié de
decilubiquinona reduida ja no presentava problemes metodologics, la
cinética enzimatica que s’obtenia en 1’estudi del complex III no era del
tot lineal, arribant rapidament al punt de Com a
conseqliencia, I’activitat del complex III era inferior a I’esperada.

saturacio.

Les baixes activitats obtingudes per al complex III podrien associar-se a que
no s’aconseguia reduir al 100% la decilubiquinona de manera que, quan
s’assajava ’activitat del complex, la quantitat de decilubiquinol disponible era
menor a la quantitat Optima, essent rapidament oxidat en preséncia de
complex III 1 impedint obtenir cinétiques lineals.

Reduint la quantitat de proteina utilitzada per a I’assaig d’activitat, es redueix
proporcionalment la quantitat de complex III present, fent que la
decilubiquinona correctament reduida ja no sigui limitant, aconseguint
cinetiques lineals. Per fer-ho, es va afegir un pas previ de dilucio de
I’homogenat de teixit (dilucié 1/3), de manera que es passava d’utilitzar 15 pg
a 5 pg de proteina (per a la resta d’activitats s’utilitza uns 20 pg de proteina).
Spinazzi i col. (2011) també utilitzen menor quantitat de proteina per a I’estudi
de complex III i IV que per a la resta de complexes.

Taula 5. Taula resum de les dificultats metodologiques que varen sorgir al llarg de ’etapa III.
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D Etapa IV: estudis de variabilitat i establiment d’un rang control propi
Un cop s’havia aconseguit obtenir resultats d’activitat propers als dels investigadors
francesos, 1’objectiu d’aquesta ultima etapa era:
- realitzar estudis de variacid interserie i intraserie (% coeficient de variacio)
utilitzant teixit muscular de porc per tal de valorar la robustesa i la precisié de la
técnica i determinar 1’efecte del procés d’homogeneitzacié sobre les activitats
enzimatiques, ja que aquest punt del procés és clau per a la obtenci6 de valors
representatius.

- establir un rang control de referéncia propi.

En aquesta etapa es va decidir utilitzar muascul de porc (MP) perque és un teixit bastant
similar a I’huma que ens permetria realitzar estudis complementaris per a millorar la
técnica estalviant material huma. A més, al ser un teixit facil d’obtenir en abundancia,
es va decidir implementar-lo com a control intern quan s’estudiessin mostres de

pacients.

Per a I’estudi de la variacid interserie es va homogeneitzar mtscul de porc, es va ajustar
a 2 mg/mL de proteina 1 es va guardar congelat (-80+5°C) en aliquotes. A partir
d’aquest homogenat, es varen determinar totes les activitats dels enzims de la cadena
respiratoria mitocondrial en 8 dies independents. Els resultats obtinguts es mostren a la
Taula 6.

Al expressar les activitats en funcid del contingut proteic, els coeficients de variacid
eren inferiors o propers al 15% per a tots els complexes excepte per a 1’activitat
especifica del complex III (CV 18%). Per altra banda, la variabilitat de les activitats
expressades respecte 1’enzim CS era majoritariament superior al 15%. Aquesta
difereéncia podria atribuir-se al fet que les relacions entre complexes es mouen en un
rang de valors més estret i petites diferéncies farien desviar rapidament el coeficient de
variacio. Tot i1 aix0, es va considerar que la variacio interserie era acceptable i que

aquesta metodologia tenia una bona reproductibilitat.
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Activitats enzimatiques
(nmol/min/mg prot) Mitjana SD CV (%)
Complex I 90 8,6 9,5
Complex IT 49 3,2 6,6
Complex III 61 11,2 18,3
Complex IV 186 18,7 10,0
Complex I+I1I 33 2,2 6,8
Complex IT+I1T 36 6,0 16,8
CS 480 51,8 10,8
Complex I/CS 0,19 0,04 18,9
« | Complex II/CS 0,10 0,02 16,2
E Complex ITI/CS 0,11 0,03 29,9
S | Complex IV/CS 0,40 0,09 22,6
5 S 0,07 0,01 96
e 0,08 002 | 249

Taula 6. Variacio interserie. Els resultats corresponen a 1’estudi d’un mateix

homogenat muscular de porc en 8 tests independents.

Per a dur a terme I’estudi de la variaci6 intraserie, a partir d’homogenat de teixit
muscular de porc, es varen determinar les activitats enzimatiques per triplicat. Aquest

procés es va repetir en 2 dies diferents. Els resultats obtinguts es mostren a la Taula 7.

Activitats enzimatiques DIA 1 DIA 2
(nmol/min/mg prot) Mitjana SD CV (%) | Mitjana SD CV (%)
Complex 1 118 2,5 2,1 104 1,5 1,5
Complex IT 69 1,5 2,2 67 2,1 3,1
Complex IV 222 4.4 2,0 209 3,8 1,8
Complex I+I11 46 1,5 3,3 41 2,3 5,6
Complex IT+I11 48 1,5 3,20 54 3,2 6,0
CS 419 4,6 1,1 416 5,1 1,2
Complex I/CS 0,28 0,003 1,2 0,25 0,006 2,6
% Complex II/CS 0,17 0,005 3,3 0,16 0,003 2,2
p
S | Complex IV/CS 0,53 0,016 3,1 0,50 0,005 1,1
E Complex I+III/CS 0,11 0,005 4,4 0,10 0,007 6,6
Complex II+III/CS 0,11 0,003 2,2 0,13 0,090 7,2

Taula 7. Variaci6 intraserie. Els resultats de cada activitat corresponen a la mitjana aritmeética i la SD de tres

répliques. Aquest procés es va repetir en 2 dies independents.
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Tal i com s’observa a la Taula 7, es varen obtenir %CV de variaci6 inferiors al 8 % per
a totes les activitats enzimatiques, tant expressades en funcio del contingut proteic com
de I’enzim citrat sintasa. Aquest resultats tan homogenis indicaven que la técnica és
robusta i precisa. El complex III no es va poder estudiar degut a problemes en el procés

de reducci6 de la decilubiquinona.

Per tal de veure com influia el procés d’homogeneitzacid del teixit sobre les activitats
enzimatiques es varen homogeneitzar separadament tres trossos de teixit d’'una mateixa
biopsia muscular de porc i se’n varen estudiar les activitats dels enzims de la CRM. Els
resultats obtinguts (Taula 8) indiquen que el procés d’homogeneitzacid te un cert efecte
sobre totes les activitats dels complexes enzimatics. Sorprén que aquest efecte es vegi
més clar quan s’expressen les activitat en funcid de D’activitat citrat sintasa. Aixo
confirma les observacions previes de que el procés d’homogeneitzacid és un factor molt
important en la determinacié de les activitats dels enzims de cadena respiratoria. Una
homogeneitzacio eficient permetra una millor disrupcié de les membranes cel-lulars,
solubilitzant els enzims mitocondrials 1 fent-los accessibles sense inactivar-los, ja que

son molt sensibles als tractaments fisicoquimics (Spinazzi 2011).

Af;‘g;ﬁf;gg;‘;gges Mitjana |  SD CV (%)
Complex I ) 110 9,0 8,1
Complex 11 75 8,9 11,9
Complex IIT 84 2,8 3,4
Complex IV 229 24,5 10,7
Complex I+I11 32 7,2 22,5
Complex IT+I11 53 6,7 12,6
CS 451 48,8 10,8

Complex I/CS 0,25 0,043 17,4

% Complex II/CS 0,17 0,036 21,6

S [ Complex I1I/CS 0.19 0,033 17.1

é Complex IV/CS 0.51 0.112 218

~ Complex I+III/CS 0,07 0,023 31,9

Complex IT+I1I/CS 0,12 0,025 21,3

Taula 8. Variaci6 intraserie. Els resultats corresponen a les
activitats obtingudes en tres trossos diferents d’una mateixa biopsia

muscular de porc.
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Tal i com s’ha esmentat anteriorment, el segon objectiu d’aquesta etapa era establir un
rang de referéncia propi. A partir de mostres del banc de teixits del nostre centre es
varen estudiar un total de 30 biopsies de muscul de pacients que en estudis anteriors
s’havia vist que presentaven activitats normals dels complexes de cadena respiratoria
mitocondrial.

Amb els resultats obtinguts, es va definir un rang control basant-nos en la mitjana +
ISD. Com a dada informativa, paral-lelament també es va determinar un segon rang
control amb els valors minim i el maxim obtinguts per a cadascuna de les activitats
estudiades (Taula 9).

El rang control (mitjanat1SD) que es va definir al nostre centre és similar al dels
investigadors francesos, fet que posa en evideéncia que aquesta técnica d’estudi s’ha

implementat i desenvolupat correctament.

e[| 0| Rangcontat | SEER ool
(nmol/min/mg prot) (n=30) | (@=30) | mitjana£1SD min-max frances*
Complex I 47 18,42 29-66 27-92 27-35
Complex II 66 | 2034 46-87 37-117 42-60
Complex I1T 128 | 39,06 89-167 83-209 110-185
Complex IV 204 | 60,70 | 143-265 134-371 130-195
Complex I+I1T 25 10,37 15-36 16-53 16-48
Complex II+11T 40 15,07 25.55 2078 33-65
CS 198 | 5148 | 147-250 127-289 146-294
| 035 | 012 | 023047 0,26-0,63 0,12-0,48

vii| 073 | 016 | 057-088 0,54-1,12 0,58-0,82

ves| 025 | 008 | 018033 0,18-0,39 0,18-0,28

wes | 026 | 044 | 026-044 0,26-0,46 0,23-0,35

NI+ | 258 | 4,99 25-85 1959 2,5-4,0

2 m | 155 | 277 | 155277 142-2,67 1838
s mycs | 054 | 087 | 054087 0,51-0,78 0,5-1,0
< VI | 440 | 1,13 | 327554 2,46-497 32-5.6
= IVIL| 190 | 036 | 1,54-226 1,12-2,32 0,7-1,7
v | 324 | 072 | 252396 1,87-3,34 25-35

ves| Lt | 026 | 085136 0,73-13 0,7-1,0

+IUCS | 0,09 | 018 | 009-0,18 0,07-024 no consta

I+IVIL | 046 | 074 | 046-0,74 0,38-0,9 0,65-0,95

I+IUCs | 013 | 027 | 013027 0,11-033 0,17-0,29

Taula 9. Rang de valors control establerts al nostre centre de diagnostic (IBC). *Rang control cedit
per el Departament de Bioquimica Metabolica del Centre de Génétique Molécularie et Chromosomique del

Grup Hospitalari Pitié Salpétriere
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Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, la homogeneitzacio del teixit, amb la posterior
quantificacid proteica, i les activitats enzimatiques es portaven a terme inicialment en
un mateix dia. Per tal d’adaptar la nova metodologia a la rutina de treball del laboratori,
es va estudiar com afectava sobre les activitats enzimatiques la congelacido de
I’homogenat (ajustat a 2 mg/mL de proteina) a -80 £+ 5°C. Es va veure que les activitats
dels complexes I, I+III, IIT i CS es veien negativament afectades quan es congelava
I’homogenat (resultats no inclosos). A partir d’aquesta observacid, es va decidir dividir
la técnica d’estudi en dos dies: el primer dia s’estudiaven les activitats dels complexes
més sensibles (complexes I, I+III, III i CS), i el segon dia s’estudiaven la resta de
complexes (complex II, I[I+11I i complex IV).

Actualment en a la Seccié d’errors congenits del metabolisme (Hospital Clinic de
Barcelona) s’ha implementat aquesta técnica per a 1’estudi de les activitats dels enzims
que formen la cadena respiratoria mitocondrial en pacients amb sospita de defecte
mitocondrial. El rang control s’ha anat perfeccionant amb els valors de pacients amb

resultats dins del rang de normalitat (Taula 13).

4.1.2 Estudi espectrofotométric de ’activitat dels enzims de CRM en fibroblasts

cultivats

A Tlarticle publicat per Medja i col. (2009) també es feia esment a la determinaci6 de les
activitats dels enzims de cadena respiratoria en fibroblasts cultivats obtinguts a partir de
biopsia de pell; les mostres es varen obtenir en els pertinents hospitals d’origen 1 sota
consentiment informat. Donat que al nostre centre es portava a terme [’estudi en
fibroblasts, també es va introduir la metodologia francesa per aquest tipus de material.
Amb les tecniques utilitzades fins aleshores en fibroblasts només es podien estudiar les
activitats dels complexes IV, II+III 1 CS; amb I’aplicaci6 de la nova metodologia,
I’estudi s’ampliava, permetent determinar les activitats dels complexes II, III, IV, I+I11,
[I+1II 1 CS. L’activitat del complex I no és possible estudiar-la en fibroblasts a través de
tecniques espectrofotomeétriques, perd amb 1’estudi del conjunt I+III indirectament
s’obté informacid sobre 1’activitat del complex I, que es pot complementar amb
I’activitat del complex III i la quantificaci6 del CoQjo. L’estudi de complex I en

cel-lules cultivades només és possible a partir de la obtenci6 de fraccions mitocondrials
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enriquides degut a la elevada proporcié d’activitat NADH-oxidoreductasa insensible a
la rotenona (Spinazzi 2012).

L’estudi dels enzims de cadena respiratoria es va dur a terme de la mateixa manera que
per al teixit muscular. Com a control intern es va utilitzar muscul de porc.

Durant el periode en el que es va desenvolupar aquest treball, es varen estudiar les
activitats en fibroblasts cultivats procedents de biopsia de pell de 5 pacients sense
sospita de malaltia de metabolisme energetic; els resultats que es varen obtenir es
mostren a la Taula 10. Per les 5 mostres estudiades les cinétiques varen ser lineals per a
tots els complexes i es va observar una bona inhibicid dels complexes III i I+11I al afegir
antimicina o rotenona al medi de reaccio, respectivament.

Referent a la activitat NADH:citocromo ¢ oxidorreductasa (complex I+III), la cinética
obtinguda en I’estudi de I’activitat total donava valors d’activitats molt elevats que es
reduien entre 90-95% en preséncia de rotenona. No obstant, els valors d’activitat
sensible a rotenona es mantenien dins el rang control de normalitat determinat pels
investigadors francesos. Aixo0 ens indica que hi ha molta activitat inespecifica que ens

podria emmascarar una deficiéncia.

Activitats Rang control e
enzimatiques F1 F2 | ¥F3 | F4 | F5 | mitjana | SD (mitjana control
(nmol/min/mg prot) +1SD) frgfl‘c‘gs*
Complex IT 25 19 | 37 | 32 37 30 7,9 22-38 21-35
Complex ITI 50 54 53 43 51 50 43 46-55 38-72
Complex IV 87 92 77 | 95 | 110 92 12,1 80-104 68-98
Complex I+I11 18 26 13 19 | 25 20 54 15-26 17-31
Complex IT+I11 22 16 | 22 | 23 32 23 5,8 17-29 23-37
CS 51 51 65 53 62 56 6,6 50-63 61-97
Complex II/CS 0,49 | 0,37 | 0,57 | 0,60 | 0,60 0,53 0,10 0,43-0,62 0,26-0,46
Complex III/CS 0,98 | 1,06 | 0,82 | 0,81 | 0,82 0,90 0,11 0,78-1,01 0,54-1,04
Complex IV/CS 1,71 | 1,80 | 1,18 | 1,79 | 1,77 1,65 0,26 1,39-1,92 1-1,34
Complex I+III/CS | 0,35 | 0,51 | 0,20 | 0,36 | 0,40 0,36 0,11 0,25-0,48 ND
Complex II+III/CS | 0,43 | 0,31 | 0,34 | 0,43 | 0,52 0,41 0,08 0,33-0,49 ND

Taula 10. Resultats d’activitats dels enzims de cadena respiratoria mitocondrial obtinguts en fibroblasts.
ND: no disponible. *Rang control cedit per el Departament de Bioquimica Metabolica del Centre de Génétique

Molécularie et Chromosomique del Grup Hospitalari Pitié Salpétriere
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Per a la resta d’activitats estudiades, els valors obtinguts quedaven compresos dins el
rang control de referéncia del grup frances.

Posteriorment a aquest treball, 1’estudi en fibroblasts ha continuat. S’han estudiat les
activitats dels enzims de CRM en 28 mostres de fibroblasts cultivats, establint un rang
control propi (Taula 11).

Cal continuar ampliant 1’estudi en fibroblast per tal de poder establir un rang control
fiable que permeti identificar possibles defectes en les activitats dels complexes que

formen la CRM.

4.1.3 Situacio actual

R ntrol Valors control
Activitats enzimatiques anlgl_cgs 0 grup frances*
(nmol/min/mg prot) s n=50
(mitjana ISD) | pitjana +15D)
Complex IT 23-35 21-35
Complex ITI 24-48 38-72
Complex IV 33-57 68-98
Complex I+I1T 14-42 17-31
Complex IT+I11 12-20 23-37 Taula 11. Rang de valors control de les
activitats enzimatiques en fibroblasts.
CS 40-62 61-97
*Rang control cedit per el Departament de
2 | Complex II/CS 0,53-0,75 0,26-0,46 ) ) )
S Bioquimica Metabolica del Centre de
E Complex III/CS 0,50-1,06 0,54-1,04 Génétique Molécularie et Chromosomique del
E Complex IV/CS 0,85-1,15 0,90-1,34 Grup Hospitalari Pitié Salpétriere

Després d’aquest treball, s’ha continuat treballant per millorar la mesura de les activitats

enzimatiques en homogenat de teixit muscular i en fibroblasts cultivats

S’han aplicat alguns canvis respecte la metodologia inicial (Taula 12) que han permes

obtenir menor variaciod inter-laboratori. Alguns d’aquests canvis son:

* diluci6 de ’homogenat inicialment ajustat a 2 mg/mL de proetina per tal d’obtenir

cinétiques més lineals i més estables en I’estudi de les activitat del complex III 1 el

complex IV.

= variacio del metode per a la obtencido de decilubiquinol reduit, permetent una

millor reproductibilitat en la metodologia d’estudi del complex III.
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= addicié d’un detergent suau, com el Tween 20, en la mix de reaccio6 per a 1’estudi

de I’activitat del complex III, permetent una major accessibilitat del complex al

medi de reaccio i, per tant, cinétiques més lineals.

Punt

Xarxa Francesa
(Medja 2009)

Xarxa Espanyola

Objectiu del canvi

Homogeneitzacid

Vidre-vidre

Teflo-vidre

Evitar danyar els enzims
de la CRM.

Estudi de les
actvitats

Possible en un dia pero
dividit en dos dies

Adaptacié del protocol als

complex III

Sense detergent

Tween 20

. Un dia o , habits de treball del
enzimatiques de utilitzant aliquotes laboratori
la CRM congelades d’homogenat. '
Reduccid del | Reduccio del . .

e SRS . Me¢tode més llarg;
decilubiquinol decilubiquinol mitjangant reduccié més estable
mitjangant ditionita borohidrat de sodi. ’

Activitat

Cinétiques més lineals.

Mostra no diluida
(homogenat ajustat a

Dilucié 1/3 addicional de
I’homogenat de teixit.

Cinétiques més lineals.

2mg/mL proteina)
.. M iluf o, .
Activitat ostra  no ‘dl uida Diluci6é 1/3 addicional de | . ... o 1
(homogenat ajustat a | ., L Cinétiques més lineals.
complex IV .. I’homogenat de teixit.
2 mg/mL proteina)
Temps d’analisi de | Temps d’analisi de les
Estudi de la les cinétiques | cinétiques  enzimatiques , .
R . . . Resultats més consistents.
CRM enzimatiques no | estandarditzat i especific
definit per a cada activitat.

Mostra control

Especifica de cada
laboratori

Comuna per a tots els
laboratoris.

Permet una comparacié de
les activitats obtingudes
als diversos laboratoris,
fent més facil la
identificacié de possibles
problemes metodologics.

Registre online
els lots utilitzats
per cada reactius

No especificat

Registre i comparativa de
resultats en funcié del lot
dels reactius.

PermetAllowing inter-site

result comparison and
batch-specific problem
detection

Taula 12. Comparativa entre la metodologia francesa i la definida per la xarxa de laboratoris

espanyols.
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Actualment aquesta metodologia s’utilitza rutinariament en els estudis de les activitats
dels enzims de la CRM en mostres de pacients amb sospita de malaltia mitocondrial, no
només al nostre centre de diagnostic, sind tamb¢ als altres centres de la xarxa espanyola

establerta.

Tot 1 que el rang control esta ben definit, cal continuar treballant-t’hi per tal que permeti
identificar clarament una activitat patoldogica d’una activitat enzimatica dins la
normalitat. A la Taula 13 es mostren els rangs de valors control actuals que cada centre
de diagnostic ha establert. Tot i que s’observen diferéncies entre els diversos centres,

aquestes es minimitzen quan les activitats es refereixen a 1’enzim citrat sintasa.

Aquesta metodologia ha permés millorar significativament la qualitat analitica en els
estudis de CRM, sobretot pel que fa a la determinaci6 dels complexes I, II1 i IV. A més,
ha permes crear una xarxa espanyola per a I’estudi d’aquests enzims, facilitant el treball

en equip i ’intercanvi d’experiéncies per tal d’assolir diagnostics per acurats.
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Complex enlzicl:gltti:tlfes (nI=Bl$9) (£I=(;I§) gz(s)) Iiln\:i;l){ (EE;)S) con‘t]:(:;ng‘i‘up
(nmol/min/mg prot) frances*
Absoluta 38+15 2549 74420 27+6 33+11 27-35
! Relativa a CS 0.23+0.07 0.22+0.04 0.37+0.07 0.16+0.03 0.21+0.04 0,18-0,28
Absoluta 62+23 41+9 86+17 50+13 3449 42-60
1 Relativa a CS 0.37+0.08 0.3240.13 0.43+0.06 0.29+0.03 0.20+0.02 0,23-0,35
Absoluta 164+46 130445 223455 101+£20 142+44 110-185
m Relativa a CS 0.92+0.24 1.23+0.20 1.08+0.16 0.59+40.14 0.95+0.27 0,5-1,0
Absoluta 135+53 88+32 273+54 81+33 132429 130-195
v Relativa a CS 0.81+0.28 0.72+0.13 1.53+0.20 0.43+0.14 0.80+0.12 0,7-1,0
Absoluta 21+12 16+7 38+7 165 19+6 16-48
i Relativa a CS 0.13+0.06 0.10+0.03 0.20+0.03 0.07+0.03 0.12+0.03 no consta
Absoluta 36+11 26+6 46+7 2443 32+6 33-65
et Relativa a CS 0.21£0.06 0.21£0.08 0.194+0.03 0.12+0.03 0.21£0.04 0,17-0,29
CS Absoluta 172448 121430 196+39 192461 16127 146-294

0€T

Taula 13 . Rang de valors control per a miiscul esqulétic de cinc dels set centres espanyols participants. IBC: Secci6é d’Errors
Congenits del Metabolisme (Hospital Clinic de Barcelona); HCL: Hospital Clinic de Barcelona; H120: Hospital 12 de Octubre de
Madrid; HVd’ H: Hosptial Vall d’Hebrén; UPO: Universidad Pablo de Olavide de Sevilla. *Rang control cedit per el Departament de

Bioquimica Metabolica del Centre de Génétique Molécularie et Chromosomique del Grup Hospitalari Pitié Salpétriere.
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4.2 Estudi dels complexes que formen la cadena respiratoria mitocondrial en
pacients amb sospita de malaltia mitocondrial mitjancant la técnica del Blue
Native PAGE

La técnica del Blue Native PAGE (BN) es va desenvolupar per tal de separar, en la seva
forma nativa i mitjancant gels en gradient d’acrilamida, les proteines i els complexes de
membrana mitocondrials amb pesos moleculars compresos entre 10 kDa i 10 MDa
(Schéigger 1991; Schigger 1994). Els gels es poden revelar mitjancant 1’assaig
d’activitats enzimatiques en gel o bé per Western Blot (WB) tenyint els complexes
enzimatics amb anticossos especifics. Per altra banda, si només es volen visualitzar les
bandes proteiques, es pot dur a terme una tincid senzilla amb solucid colorant de

Comassie Blue.

Tot 1 que I’estudi de les activitats en gel és un analisis semi-quantitatiu, permet
complementar els resultats obtinguts en I’estudi en cubeta. A través d’aquesta técnica es
poden assajar les activitats dels complexes I, II, IV 1 V. S’ha descrit algun métode que
permet I’estudi de I’activitat del complex III en gel (Smer 2011; Wittig 2007) pero en les

nostres mans no ha resultat suficientment resolutiu per discriminar deficiéncies.

Un dels grans avantatges de la metodologia del BN ¢és la determinacio de 1’activitat
enzimatica del complex V, ja que I’estudi mitjancant técniques espectrofotométriques i
a partir de teixit congelat és poc fiable i, a més, requereix una elevada quantitat de
mitocondris que no podem obtenir a partir de les petites mostres dels pacients que
arriben al nostre centre de diagnostic. Un altre avantatge és 1’assaig d’activitat de

complex I en fibroblasts, ja que aquesta activitat no es pot determinar en cubeta.

El WB amb anticossos especifics permet detectar la preséncia o absencia dels
complexes mutiproteics i, mitjangcant el pes molecular, saber si estan correctament

acoblats.

Determinats defectes o mutacions mostren un perfil de bandes caracteristic. La deteccio
d’aquests perfils permet ajustar la cerca mutacional a determinats gens per tal de poder
arribar directament a la causa arrel de la patologia, que pot ser molt util per obtenir un

diagnostic precog.
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Nosaltres hem utilitzat la técnica del BN per a I’estudi de mostes de teixit muscular i
fibroblasts cultivats. A I’hora d’interpretar els resultats, a part de comparar les mostres
dels pacients amb una mostra control, també es te en compte la intensitat relativa de les
bandes corresponents als complexes dins del global de cada pacient, ja que no sempre
una banda de menor intensitat que el control indica deficiéncia si la resta de complexes

també estan disminuits.

Donat que el tampo6 d’electroforesi utilitzat conté colorant de Comassie, les bandes
corresponents als complexes proteics son facilment visibles al finalitzar la
electroforesis. Per aixo, com a control de pes molecular s’ha utilitzat una soluci6é de

Ferritina tipus I comercial.

En el periode de temps durant el qual s’ha desenvolupat aquesta tesi, s’han estudiat per

BN un total de 33 pacients (Taula 14):

= 3 pacients amb sospita de defecte de complex I
= 6 pacients amb sospita de defecte de complex II
= 7 pacients amb sospita de defecte de complex I1I
= 2 pacients amb sospita de defecte de complex IV

= 15 pacients amb sospita de defecte de complex V
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. . . Blue Native
Estudi Metabolisme Energétic . e S
Pacient Clinica Activitats en gel Western Blot Diagnostic
) PR ) definitiu
q Teixit . Teixit . Teixit
Fibroblasts Fibroblasts Fibroblasts
muscular muscular muscular
1 Afectaglo severa 'extraplr‘ar'mdal distonica en les quatre ND LI Normal Normal Normal ND
extremitats amb hiperrefléxia.
{ Clclara;
2 Acidosis }gctlca i cetosis; afectacio renal amb I Taxa '0x1damo disminucio ND Normal ND ND
hepatomegalia. de piruvat general complexes
CRM
Acidosis metabolica greu amb hiperlactacidémia greu. e
3 leells elevan d amfi lactic i acids organics en orina. ND L PDH { PDHEI ND Normal ND ND
Exitus als 3 dies de vida.
4 Fenotip clinic no disponible ND LClI ND yCII ND Normal Mutacié gen NFUI
Retard psicomotor i de desenvolupament, regressio . ‘o
5 neurologica i leucodistrofia ND { CII ND ND ND CII deficient Mutacié gen NFUI
Apnees neonatals, dismorfia facial, ptosis, retard
psicomotor, tetraparésia espastica greu, epilépsia
6 multifocal. Atrofia del cos callos i alteracio de Normal Lo ND Normal ND lleugera ¢ CII
substancia blanca. Discreta hiperlactacidemia.
1 CIIII
. Degep§ra019 Qe subst_ancm blanca.y de mleh_na en nervi PDH i ta_x[es Ll ND L CII ND I CII Mutacié gen NFUI
periféric. Inici malaltia al any de vida, leucodistrofia oxidacio
substrats normal
Ataxia, alteracio de la substancia blanca del SNC,
8 lecodistrofia severa, sordera, anomalies cutanies i ND I CII ND Normal ND ND
diabetes,
Hipogluceémia. hiperlactacidémia. hiperamonémia. CR normal. CR normal.
{pog > P i pera U { PDH i taxes { PDH Mutacié gen
9 nivells elevats de a-cetoglutarat. Cardiopatia i S, Normal ND Normal ND
. . . . . oxidacio de PDHE1 y E3 LIPTI
hipertensi6 pulmonar. Exitus als 9 dies de vida.
substrats normals
Encefalopatia amb retard psicomotor. Hepatopatia. Prot. Rieske Mutacié sen
10 Augment de lactat i d’enzimes hepatics en sang. Mutacio Normal 4 CII Normal ND i BCS1L ND BCSIE
en BCSIL (p.R56X/p.R69C). normals
11 Mort sobtada per parada cardiorespiratoria. ND Normal ND ND Normal ND

Taula 14. Taula de pacients estudiats mitjangant la técnica del Blue Native. ND: No determinat.
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Blue Native
Estudi Metabolisme Energétic . e Rt
Pacient Clinica Activitats en gel Western Blot Diagnostic
PR P ) definitiu
q Teixit . Teixit . Teixit
Fibroblasts Fibroblasts Fibroblasts
muscular muscular muscular
Dismorfia facial, mioclonies no epiléptiques, hipotonia,
cataractes 1  cardiomiopatia.  Hipocalcémia i
hiponatremia greus, atrofia cerebral desmielinitzant {CIII-Proteina
12 greu. Perfil d’acids organics compatibles amb defecte Normal et ND ND de Rieske ND
de B-oxidaci6é mitocondrial i AGCML compatibles amb
malaltia peroxisomal . Exitus a les 7 setmanes de vida.
13 Hlpotoma, cataractes, gC}d051 lactica, neuropatia axonal. ND 4 CIIHIIL, Normal Normal Normal Normal
Fill de pares consanguinis. CIIL
14 HlperlactaC{derl?lq, hepatitis neonatal fulminant amb ND {CIIL { CIV ND Normal ND LCIII
fallida multiorganica. 1CoQ
15 Hepatopatia, retard pondoestatural Normal ¥ CIIL § CIV; ND ND ND Normal
CoQyo normal
Normal
16 Retard psicomotor, ratio lactic/piruvic alterat. ltaxes oxidacio LCIII I CIV I CIV ND Normal
de substrats
Hiperlactacidéemia 1 acidosis metabolica. Hipotonia Defecte complex IV
17 axial, alteracio dels reflexes, hipertonia en extremitats Normal LCIV, LCII+HII ND I CIV ND I CIV de causa
inferiors. desconeguda
18 Nivells ‘ elevats d’acid lactic. As_teni_a lin{lit‘ant amb ND LCIV ND Normal ND Normal
incapacitats per dur a terme exercici fisic aerobic.
Ratio lactic/piravic alterat. Convulsions i hipotonia
19 generalitzada. Sindrome de Leigh amb miocardiopatia Normal Normal ND s bCO(Ii:] lexes ND Normal n;f;?]’{‘;;}
fulminant. Mutacié m.8993T>G. ubcomp -
] Cv m.8993T>G
¢ ND ND N 1 ND y
20 Portadora de mutacié m.8§993T>G. orma subcomplexes MT-ATP6
Mort  neonatal.  Acidosi, hiperamonémia i I CV I CV Mutacié sen
21 miocardiopatia  hipertrofica. ~ Diagnosticada  de ND ND ND (miscul ND (muiscul TMEM§0
Glucogenosi tipus IX. cardiac) cardiac)
Exitus a 13 dies de vida, hiperlactacidemia, augment
d’acid 3-metilglutaconic. Pares no consanguinis. 2 LCV Mutacié sen
22 germanes mortes neonatalment amb sospita de malaltia ND Normal subcomplexes ND ND I Cv TMEM;gO
metabolica, la primera sense diagnostic i la segona es la P
pacient 21. Germa viu i sa.

Taula 14 (continuacid). Taula de pacients estudiats mitjangant la técnica del Blue Native. ND: No determinat.
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Estudi Metabolisme Blue Native
Pacient Clinica Energétic Activitats en gel Western Blot Diagn(:)s.tic
q Teixit . Teixit . . definitiu
Fibroblasts Fibroblasts Fibroblasts Teixit muscular
muscular muscular
Ataxia congénita, anomalies cefaliques, ptosis, Mutacié
23 disfuncié cognitiva, tremolors. Nivells elevats ND ND Normal I CV Normal ND taclo gen
o - s . L DNAJCI19
d’acid 3-metilglutaric i 3-metilglutaconic.
Degeneraci6¢ psicomotora a partir dels 6 anys de
24 vida per una tetraparésia espastica progressiva. Normal Normal ND Normal ND Normal
Neuropatia axonal.
Hiperlactacidémia i cetosis en orina. Retard
25 psicomotor, ponderal i estatural. Paralisi cerebral ND Normal ND Normal ND ND
amb tetraparesia espastica.
Episodis d’hipotonia amb cianosi des dels 3 mesos
26 de vida; pare amb m}nusyaha psiquica. Augmeqt de ND Normal ND Normal ND ND
lactat, piruvat, alanina i prolina en plasma, i de
lactat en orina.
27 Clinica no disponible ND ND Normal ND ND ND
28 Clinica no disponible ND Normal ND Normal ND Normal
2 Sindrome de Leigh amb mutacio m.8993T>G | . ¢.t(§‘xe.s, d Normal Normal D ND D m.8993T>G
(ATP6) oxidacio de orma orma MT-ATP6
substrats
Miocardiopatia  hipertrofica greu, hepatopatia,
insuficiéncia renal cronica, enterocolitis
30 necrotitzant, leucomalacia periventricular, Normal ND Normal ND ND ND
macroglossia, nefrocalcinosis, . anémia,
trombopénia. Nivells elevats de lactat. Exitus
Hipouricemia  renal, = Sindrome asteniforme
. . . .
31 recurre'nt: Hiperlactacidemia. . 'Exploramf) ND JCIHIL, VCIHIT ND Normal ND ND
neurologica normal. Augment d’acid 3-metil CoQo normal
glutaric y 3-metilglutaconic.
Mort sobtada als 2 mesos de vida per parada
32 cardiorespiratoria. Nivells elevats d’acid 3- ND Normal ND ICV ND 1CV
metilglutaconic.
33 Ac1d.0515 l‘ac.tlca, “‘V?]] e‘lqvats d’acid  3- Normal LCIV ND Normal ND ND
,metilglutaconic. Afectaci6 hepatica.

Taula 14 (continuacid). Taula de pacients estudiats mitjangant la técnica del Blue Native. ND: No determinat.
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4.2.1 Estudis de complex I

Es va estudiar 1’activitat enzimatica en gel del complex I en 3 pacients (pacients 1-3)
que havien mostrat una activitat deficient en 1’estudi de les activitats de la CRM

realitzat a partir de teixit muscular.

A B

C P1 P1 P2 C

;: P3 C
- -
! f— <—Complex I

T -] <— Complex I

Figura 9. Imatges dels resultats de I’estudi de BN-activitat en gel del complex I realitzat a
partir de fibroblasts cultivats (A) i teixit muscular (B) del pacient 1 (P1), pacient 2 (P2) i
pacient 3 (P3). C: control.

Tal 1 com s’observa a la Figura 9, sovint apareixen dues bandes quan es tenyeix el
complex I. La banda inferior correspon al complex I propiament (1000 kDa,
aproximadament), mentre que la banda superior seria el resultat de I’associacid del
complex I amb altres complexes que formen la cadena respiratoria mitocondrial

(supercomplexes), sobretot amb el complex III (Schdgger 2000).

En cap dels pacients estudiats es va observar una disminuci6 significativa en 1’activitat
enzimatica en gel ni tampoc cap alteracié en 1’acoblament de les subunitats que formen
aquest complex. Per tant, els resultats obtinguts per BN no confirmaven la deficiéncia
observada per espectrofotometria, de manera que no hi havia indicis de en quina

direcci6 s’havia de continuar 1’estudi.

4.2.2 Estudis de complex IT

Es varen estudiar 6 pacients (pacients 4-9) ens els quals s’havia observat una activitat

enzimatica deficient del complex II en els estudis espectrofotometrics inicials.
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Cal destacar I’estudi dels pacients 4, 5, 719, que es descriuen a continuacid. Els estudis
de BN pels pacients 6 1 8 no varen confirmar el defecte observat ni varen aportar

informaci6 addicional (resultats no inclosos).

D Pacients4i5
Aquests dos pacients presentaven un fenotip clinic similar caracteritzat per
leucodistrofia, hipertensié pulmonar, acidosis lactica, hiperglicinémia i elevada excrecio

d’acid 2-cetoglutaric, acid 2-cetoadipic i acid 2-hidroxiadipic en orina.

L’estudi dels enzims de cadena respiratoria mitocondrial realitzat en teixit muscular
havia mostrat deficiéncia en 1’activitat del complex II i en I’activitat combinada dels
complexes II+III. També es va veure que en ambdos pacients 1’activitat PDH i la

oxidacid de substrats en fibroblasts donaven resultats inferiors al nivell de normalitat.

Per una banda, mitjancant BN-WB es va estudiar 1’acoblament dels complexes I, II i III
a partir d’homogenat de teixit muscular. Es va veure que la banda corresponent al
complex II del pacient 4 (P4) era similar a la del control, mentre que era inexistent o

molt debil en el pacient 5 (P5) (Figura 10).

C P4 C P4 PS5

Complex I (NDUFA9) =

Complex V (ATP5A) —> s || & . | < Complex I (NDUFA9)

C lex III (Riesk
omplex I1l (Rieske) —> s || - <— Complex III (subunitat core 2)

Complex II (subunitat 70 KDa)—> - Uy | < ComplexII(subunitat 70KDa)

~ -
e
[———
e ——
Complex IV (subunitat Va)—> # — P

Figura 10. Imatge dels resultats de BN-WB amb anticossos especifics pels complexes I-IV obtinguts a

partir d’homogenat de teixit muscular dels pacients 4 (P4) i 5 (P5). C: control.

Es varen estudiar també les activitats enzimatiques en gel en teixit muscular del pacient
4 (Figura 11). La mostra del pacient 5 era molt petita i no es va poder dur a terme aquest

estudi.
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|| W |[€— Complex I

<— Complex V

<— Complex IV

Complex T —> ! !

Figura 11. Estudi de BN-activitat en gel dels complexes I, Il IV i V del pacient 4 (P4) a

partir de teixit muscular. C: control

Tal i com s’observa en la imatge (Figura 11), la banda corresponent al complex II en el
pacient 4 (P4) era de pes molecular similar a la del muscul control, indicant que aquest
complex estava ben format i ben acoblat, perd s’observava una clara deficiéncia en

I’activitat enzimatica, confirmant els resultats obtinguts en 1’analisi inicial de la CRM.

Donat que la clinica i la bioquimica d’aquests pacients era molt semblant a la d’altres
pacients ja descrits on s’havia identificat una mutacio en el gen NFUI, en el nostre
centre es va dur a terme I’estudi mutacional d’aquest gen. Es va veure que ambdos
pacients eren homozigots per la mutacid missense (c.622C>T/c.622C>T
(p-Gly208Cys/p.Gly208Cys)), que provoca el canvi d’un aminoacid glicina altament

conservat (Navarro-Sastre 2011).

NFUI és una proteina implicada en la biogénesis dels clusters de ferro-sofre (Fe-S),
cofactors essencials en una gran varietat de reaccions enzimatiques, inclosa la
transferéncia d’electrons als complexes I 1 III de la cadena respiratoria mitocondrial. Els
clusters de Fe-S també participen en la sintesis d’acid lipoic, catalitzada per ’enzim
mitocondrial lipoic acid sintasa (LIAS) (Johnson 2005; Beinert 2000; Booker 2007, Lill
2012). L’acid lipoic és un cofactor essencial que s’uneix covalentment a les subunitats
E2 de piruvat deshidrogenasa (PDH), a-cetoglutarat deshidrogenasa (KGDH),
deshidrogenasa dels a-ceto acids ramificats (BCKDH) i a la subunitat H del complex
glicina descarboxilasa (GCS) (Hiltunen 2010). A partir d’estudis d’immuno-tincié i
d’expressid en linies cel-lulars, es va veure que la depleci6 de NFU1 provocava una

disminucié en el percentatge de proteines lipoilades i en D’activitat i la quantitat de
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I’enzim succinat deshidrogenasa (SDH, complex II), suggerint que NFU1 ¢s una
proteina essencial per a ’activitat de la LIAS, donant lloc a un defecte en la biosintesi

d’acid lipoic, i per a la SDH (Navarro-Sastre 201 1; Ferrer-Cortés 2013).

Aixi, la mutaci6 en el gen NFUI descrita en els pacients 4 1 5 explicaria els resultats
observats i les caracteristiques cliniques dels pacients. Tot i ser portadors de la mateixa
mutacié en homozigosi, ens els estudis realitzats en teixit muscular es va observar que
el pacient 5 presentava un defecte gairebé total de complex II en el BN-WB mentre que
en el pacient 4 la banda corresponent al complex II era d’intensitat i pes molecular igual
que la mostra control, tot i que 1’activitat en gel era clarament deficient (Figura 11).
S’ha vist que en determinats teixits, inclos el teixit muscular, els pacients amb
mutacions a NFU1 sovint no mostren patrons d’expressio dels complexes I, 111 III de la
CRM anomals, mentre que en fibroblasts es demostra que els patrons d’expressio de les
subunitat dels complexes I i II son sempre anomals. L’unic marcador constant és la
lipoilacid, que és sempre deficient en aquests pacients (Navarro-Sastre 2011; Ferrer-
Cortés 2012; Cameron 2011). Es desconeix la causa d’aquestes diferencies en els

patrons.

D Pacient7
En aquest pacient, amb una clinica de leucodistrofia similar a la dels pacients 4 1 5,
també es va observar un defecte en 1’activitat del complex Il en teixit muscular 1 de
I’activitat combinada del complex II+III en I’estudi realitzat en fibroblasts cultivats. El
defecte en I’activitat de complex II es va confirmar en ’estudi de BN-activitats en gel
(Figura 12-A) i per BN-WB la banda corresponent al complex II era de menor intensitat

comparant amb la mostra control (Figura 12-B).

Donat que en aquest pacient 1’activitat de I’enzim PDH 1 la taxa d’oxidaci6 de substrats
havien donat resultats dins el rang control, es va sospitar la preseéncia de mutacions en
els gens SDH directament implicats en el complex II, perod no es varen identificar canvis
(estudi realitzat pel Dr. Taylor, Newcastle University). L’equip de Newcastle, motivat
pel treball publicat per Navarro-Sastre i col (2011), va suggerir seqiienciar el gen

NFUI, on es va identificar la mencionada mutacidé ¢.622G>T, majoritariament descrita
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en els pacients NFUI1, en heterozigosi composta amb la mutacié ¢.545+5G>A, també

descrita previament (Navarro-Sastre 2011) 1 que provoca exon-skiping de 1’ex06 6.

A
c pP7
<— Complex I <~ Complex V
<— Complex IV <— Complex II
B
C P7

Figura 12. Resultats dels estudis
<— Complex IV (subunitat Va) de BN-activitats en gel (A) i
<— Complex II (subunitat 70 KDa) BN-WB (B) en teixit muscular

del pacient 7 (P7).

|
|| 89 | <= Complex I (NDUFA9)
~ <— Complex V (subunitat ATP5A)
-
J

Tal 1 com s’ha esmentat anteriorment, NFUI ¢és una proteina implicada en el
metabolisme de ’acid lipoic la deplecio de la qual s’ha vist que provoca una alteracio
en ’activitat de ’enzim PDH 1 dels complexes de CRM [, I 1 III. El pacient 7, a
diferencia dels casos fins aleshores descrits, no presentava alteracio en 1’activitat PDH
ni en la oxidaci6 de substrats, tot i que el defecte en ’activitat del complex II era molt
clar. Es varen revisar altres casos 1 es va veure que els pacients homozigots per la
mutacido ¢.622G>T mostraven una absencia total d’acid lipoic lligat a proteina. En
contrast, en pacients heterozigots compostos per c.622G>T 1 ¢.545+5G>A, com el
pacient 7, els nivells de proteines lipoilades eren molt reduits pero es podien detectar en
tots els casos. Els estudis moleculars realitzats al nostre centre a partir de fibroblasts
varen demostrar una regulacid peculiar del punt d’splicing mutant en els pacients
heterozigots, la qual cosa produeix nivells residuals (fins al 10%) de la proteina NFU1
salvatge. Aquets nivells podrien ser suficients per activar la lipoic acid sintasa 1 lipoilar
parcialment, restaurant 1’activitat d’alguns enzims dependents d’acid lipoic, com per

exemple la subunitat E2 de I’enzim PDH (Ferrer-Cortés 2012).
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El nostre estudi va contribuir a establir noves perspectives sobre les bases moleculars de

la deficiéncia de NFUI.

D Pacient 9
La pacient 9, filla de pares no consanguinis, presentava un quadre clinic amb important
bradicardia, disfuncié hepatica, hipoactivitat, hipertonia amb moviments distonics de
mans 1 peus, 1 hipertensié pulmonar; va morir als 9 dies de vida. En I’estudi bioquimic
de plasma es va detectar una important acidosis lactica i hipoaminoacidémia amb nivells
elevats d’a-alanina. El perfil d’acids organics en orina mostrava elevada excreci6 de

lactat i 2-cetoglutarat.

El quadre clinic junt amb la acidosis lactica i els alts nivells d’a-alanina i 2-cetoglutarat
eren indicatius d’una alteracié del metabolisme energetic, de manera que es va procedir
a I’estudi enzimatic a partir de teixit muscular i fibroblasts cultivats. En ambdos teixits
les activitats dels enzims de cadena respiratoria estaven dins el rang de normalitat, pero
es va observar una clara deficiéncia en 1’activitat del complex piruvat deshidrogenasa
(PDH), amb activitat normal dels components E1 1 E3. La oxidaci6 de piruvat i leucina

en fibroblasts cultivats també va resultar ser deficient.

No es varen trobar canvis mutacionals en els gens que codifiquen les subunitats de
I’enzim PDH, descartant una deficiéncia primaria de PDH. Per tant, es va seguir
I’estudi dels enzims de cadena respiratoria mitocondrial per BN a partir de fibroblasts

cultivats (Figura 13), ja que no es disposava de prou teixit muscular.

Els resultats tant de BN-activitat en gel com de BN-WB amb tinci6 amb anticossos

especifics no varen mostrar cap anormalitat.

Donada la clinica de la pacient i amb I’experiéncia anterior de pacients amb mutacions
al gen NFUI, es va pensar en una possible deficiéncia del metabolisme de 1’acid lipoic.
Finalment, investigadors del nostre centre varen confirmar una deficient lipoilacié de

proteines mitjangant teécniques d’immunotincio en fibroblasts (7Tort 2014).

Tal 1 com s’havia vist en altres pacients estudiats (pacient 4, 5 1 7), els portadors de
mutacions en gens implicats en el metabolisme de 1’acid lipoic, com ara el gen NFUI,

presenten un fenotip clinic i bioquimic similar d’aparicié6 molt inicial i caracteritzat
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per deficiéncia en la lipoilacid de proteines, baixa activitat PDH, BCKDH, KGDH i
nivells gairebé indetectables del complex de la glicina decarboxilasa en fetge. A més a
més, tots els defectes, exceptuant el de la sintetasa d’acid lipoic (LIAS), que catalitza
I’ultim pas de la via de sintesi d’acid lipoic, estan associades a defectes dels enzims de

la cadena respiratoria mitocondrial.

A
C P9
il
- - ’ <— Complex I
Complex V—> '
' p— <—Complex IV

Complex [I—> . d

B c Py

] Complex I (NDUFA9)

Complex V (subunitat ATPS)—> ; ~~ | €<— Complex III (subunitat core 2)

. W | < Complex IV (subunitat Va)
Complex II (subunitat 70kDa) —> ”

Figura 13. Resultats de BN-activitat en gel (A) i BN-WB (B) obtinguts a
partir de fibroblats cultivats del pacient 9 (P9). C: control

El pacient 9, tal 1 com s’ha vist en els defectes de LIAS ja descrits (Mayr 2011),
presentava unes activitats enzimatiques de CRM en fibroblasts i muscul completament
normals (Figura 13), pero 1’analisi de seqiiencia del gen que codifica per la LIAS no va

mostrar alteracions patogeniques.

Estudiant la via de biosintesi de 1’acid lipoic es va seleccionar LIPT1 com a possible
gen responsable, 1 en 1’analisi de seqiipencia es varen identificar dues mutacions en
heterozigosi: p.Ser71Phe i p.Arg98Gly. L’analisi in silico (Polyphen2®) va classificar
els dos canvis com a deleteris, fet que es va confirmar posteriorment mitjancant estudis

d’expressid genica en cel-lules cultivades. LIPT1 és una proteina requerida per a la
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lipoilacio 1 activacié de determinats enzims dependents d’acid lipoic. La funcio i el
mecanisme a través del qual I’acid lipoic s’uneix 1 es transfereix a les proteines diana

encara no ¢és del tot ben conegut en humans (Tort 2014).

4.2.3 Estudis de complex IIT

Es va dur a terme I’analisi per BN-WB en 6 pacients diagnosticats amb defecte del

complex III mitjangant espectrofotometria (pacients 10-15).

En el pacient 10 es va observar una clara deficiéncia en 1’activitat del complex III en
I’estudi realitzat a partir de biopsia muscular. Donada la clinica d’hepatopatia, es va
remetre directament al Laboratorio de Enfermedades Mitocondriales del Hospital
Universitario 12 de Octubre per a I’estudi mutacional del gen BCSIL, on es va veure
que era heterozigot compost per les mutacions p.R56X (De Meirlirr 2003), 1 p.R69C.
BCSIL és una proteina mitocondrial necessaria per a la biogénesi del complex III que
participa en I’ensamblatge de la proteina de Rieske en aquest complex (Cruciat 1999;
Nobrega 1992). Les alteracions en BCS1L provoquen que el complex III no s’acobli

correctament, donant lloc a un complex no funcional.

El canvi p.R56X provoca un stop prematur que comporta un transcrit més curt i, per
tant, la pérdua de funcié de I’al-lel. Per altra banda, I’analisi in silico (Polyphen2®) va

determinar que el canvi p.R69C és un canvi no sinonim probablement patologic.

L’objectiu d’aplicar la tecnica del BN en aquest pacient era veure si s’observava un
perfil de bandes caracteristic que ens permetés detectar possibles alteracions d’aquest

gen en altres pacients amb una activitat de complex III deficient.

Seguint el treball publicat per Smet i col. el 2011 es va intentar dur a terme 1’estudi de
I’activitat en gel del complex III, perd no es varen obtenir resultats concloents, de
manera que només es va poder dur a terme I’estudi d’ensamblatge per BN-WB. Els
estudis es varen realitzar a partir de fibroblasts cultivats, ja que no es disposava de prou
mostra de muscul, 1 es varen utilitzar anticossos especifics anti-proteina de Rieske i1
anti-subunitat Core 2 del complex III. Tal i com s’observa a la figura 14, al tenyir el
complex III amb anticos anti-Rieske no es va observar cap diferéncia entre el pacient

10, portador de dos canvis patologics en BCSIL, i la resta de pacients. Per altra banda,
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es va obtenir una banda de menor intensitat en el pacient 12 que podria atribuir-se a una
alteracié patologica de BCSLI. Tot 1 aix0, 1’analisi de seqiiencia de BCSIL no va

mostrar cap alteracid patologica.

P13 P10 C C P12 P10 P11
THIHIV = | - — e
— e R ] <— Complex I (NDUFAY)

MIHIV? = | - s
Complex ITT (subunitat core 2) —> | w_-: e S_—

— e — <— Complex III (Rieske)
Complex IV (subunitat Va) —> | SIS S e — — t <— Complex IV (subunitat Va)
Complex II (subunitat 70 KDa) —> m <— Complex II (subunitat 70 KDa)
— - ——

Figura 14. Resultats de BN-WB de I’estudi a partir de fibroblasts cultivats del pacient 10 (P10),
pacient 11 (P11), pacient 12 (P12) i pacient 13 (P13). C: control.

Per complementar aquests resultats es va correr la mostra d’homogenat de fibroblasts en
un gel d’acrilamida en condicions desnaturalitzants (SDS-PAGE) seguit de WB (Figura
15). En aquest cas, es va utilitzar anticos anti-BCS1L 1 anticos anti-Rieske. No es va
observar cap diferéncia en el contingut de Rieske ni en BCS1L en el pacient 10, indicant
que tot 1 la preseéncia de les mutacions, la proteina BCSIL no es degrada, cosa que
explicaria que hi hagués certa activitat residual que permetés la uni6 d’una part de

Rieske al complex II1.

PM P11 P10P12 C PM P11 C P12 P10
50kDa -
50kDa i ... €= BCSIL (47kDa)
BCSI? = ,
m. b Inespecific? 30kDa-| s
30kDar s €= Rieske (17kDa)

Figura 15. SDS-PAGE a partir d’homogenat de fibroblasts cultivats del pacient 10 (P10), pacient
11 (P11) i pacient 12 (P12) i WB amb anticossos especifics per la proteina de Rieske i BCS1L. C:

control; PM: marcador de pes molecular.
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Pel que fa al pacient 11, en la tincio de BCS1L es va observar una banda de menor pes
molecular comparant amb la resta de pacients i el control (Figura 15), pero en el BN-
WB realitzat a partir de fibroblasts cultivats (Figura 16) no es va observar cap alteracio.
Seria convenient seqlienciar el gen Besll d’aquest pacient per veure si aquesta banda de

menor pes molecular es deu a una alteracié d’aquest gen.

P11 C

Complex | (NDUFA9) — | s o

P11 C

Complex V (ATP5A) —» | = =

<«— Complex III+IV

Complex III 2) — > | — :
omplex III (core 2) | | e | «— Complex Il (Rieske)

Complex IV (subunit Va) —»
Complex II (subunitat 70kDa)

Figura 16. Resultats de I’estudi per BN-WB a partir de fibroblasts cultivats del
pacient 11 (P11).

Per a la resta de pacients estudiats amb sospita de deficiencia de complex III no es va
observar cap alteracio a nivell de BN-WB, de manera que no es va poder arribar a cap

diagnostic definitiu.

Aixi doncs, I’estudi per BN-WB no va permetre identificar el pacient portador de
mutacions patologiques de la resta de pacients amb defecte de complex III de causa

desconeguda.

4.2 4 Estudi del complex IV

Es varen estudiar 2 pacients (pacient 17 i pacient 18) que havien mostrat defecte en
I’activitat del complex IV en els estudis espectrofotometrics. El pacient 18 no va
mostrar cap alteracio en les activitats en gel (Figura 17), mentre que en el pacient 17 hi
havia una clara deficiencia en I’activitat del complex IV en teixit muscular. No es

disposava de biopsia de pell per tal de fer I’estudi amb fibroblasts cultivats.
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Complex II —>
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Figura 17. Resultats de 1’estudi de BN-activitats en gel en teixit

muscular del pacient 17 (P17) i pacient 18 (P18). C: control.

En el BN-WB realitzat amb teixit muscular, no es va observar la banda corresponent al

complex IV en el pacient 17, indicant que segurament el defecte venia causat per una

alteracid en I’ensamblatge de les subunitats que formen aquest complex.

C

P17 P18

-
.

T —

<— Complex III (subunitat core 2)

<— Complex IV (subunitat Va)

Figura 18. Resultats de 1’estudi de BN-
WB en teixit muscular del pacient 17

(P17) i pacient 18 (P18). C: control.

Per tant, I’estudi per BN va permetre confirmar el defecte de complex IV observat en el

pacient 17. Esta en curs I’estudi genetic per tal de trobar la causa arrel del defecte

observat.
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4.2.5 Estudis de complex V

Es varen estudiar 15 pacients (pacients 19-33) amb sospita de defecte en 1’activitat del

complex V, ien 5 es va observar una alteracié en I’activitat d’aquest complex.

Tal i com s’ha introduit anteriorment, el complex V esta format per dos dominis: Fj,
exposat a la matriu mitocondrial, i F(, ancorat a la membrana mitocondrial interna.
Totes les subunitats que formen els dos dominis vénen codificades per gens nuclears,
exceptuant la a 1 la A6L de la unitat Fy, que vénen codificades per gens mitocondrials

(ATP6 1 ATPS, respectivament) (Schégger 2000, Jonckheere 2012).

El conjunt FF, posseeix la capacitat ATPsintasa, pero el domini F; també té activitat
ATPasa (Jonckheere 2012). En condicions normals, la diferéncia de potencial entre el
mitocondri i el citosol afavoreix 1’activitat FFy ATPsintasa i, per tant, la sintesi d’ATP
(Campanella 2009). Quan la respiracid mitocondrial esta en condicions compromeses,
la diferéncia de potencial disminueix, afavorint l’activitat ATPasa. Per evitar la
degradacio de I’ATP hi ha la proteina inhibidora IF1, que inhibeix 1’activitat F;-ATPasa
en condicions dependents de pH: IF1 és actiu a pH inferior a 6.5 (Pullman 1963; Van
Heeke 1993; Cabezon 2000).

Amb la metodologia in vitro de BN-activitats en gel utilitzada només és possible assajar
I’activitat ATPasa del domini F; (pH de treball de 7,8), de manera que , amb aquesta

metodologia, només detectarem els defectes que alterin I’activitat ATPasa (Smet 2009).

En els pacients 19, 20 1 29 es varen detectar mutacions en el gen MT-ATP6, que codifica
per a la subunitat a del domini Fy. L’activitat en gel del complex V en homogenat de
teixit muscular en els pacients 19 i 20, portadors de la mutacié m.8993T>G MT-ATP6,
mostrava la preséncia de dues bandes extra de menor pes molecular (subcomplexes) que
no hi eren presents en els controls (Figura 19-A). Per altra banda, no es va observar la
preséncia de F;-subcomplexes en I’estudi realitzat a partir de fibroblasts del pacient 29 1
del pacient 20, portador de la mateixa mutacio (Figura 19-B). Hauria estat convenient
I’estudi en teixit muscular d’aquest pacient, ja que s’ha observat que en fibroblasts no
sempre es poden detectar les deficiencies dels enzims de CRM, possiblement degut a un
menor grau d’heteroplasmia (Smet 2009). Malauradament, no es disposava d’aquest

teixit.
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Cl C2 P19 c P2
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<— Complex V <— Complex V

]— subcomplexes ATPasa

Figura 19. BN-activitat en gel del complex V en teixit muscular (A) dels pacient 19 i 20, i
fibroblasts cultivat (B) del pacient 20 (P20) i el pacient 29 (P29).

La funcid principal de la subunitat a és conduir els protons des de la membrana
mitocondrial interna cap a la matriu a través de 1’anell de subunitats ¢ del domini Fy,
L’energia que es produeix en la rotacid6 permet el canvi conformacional del centre
catalitic de F;, permetent la sintesi d’ATP. La mutacié m.8993T>G provoca un canvi
d’aminoacid de Leu, un aminoacid altament conservat en eucariotes, a Arg
(p-Leul56Arg). La introduccié de 1’Arg causa un canvi estructural de la proteina que
altera la rotacio de 1’anell de subunitats c¢. Per aixo, en principi, ni 1’activitat ATPasa ni
I’acoblament dels dominis Fy 1 F; no es veuen alterats (Sgarbi 2006). Tot 1 aixo, les
mutacions a MT-ATP6 afectarien negativament 1’estabilitat de I’holocomplex F;Fy,
donant lloc a I’aparicié d’aquestes bandes de menor pes molecular. La intensitat de les
bandes dels subcomplexes dependra del grau d’heteroplasmia de la mutacio (Smet

2009).

D Pacient 21 i Pacient 22
Les pacients 21 1 22 eren germanes, filles de pares no consanguinis amb antecedents de
3 filles mortes 1 un fill sa. La primera filla, amb retard psicomotor, va morir als 15
mesos de vida a causa d’una sepsia generalitzada. La segona filla (pacient 21), amb un
quadre clinic d’acidosis lactica, hiperamonémia, cardiomiopatia hipertrofica i
hipertensi6 pulmonar, va morir als 8 dies de vida 1 va ser diagnosticada postmortem de
glucogenosis tipus IX al observar-se una acumulacié de glicogen lliure al cor. La quarta
filla (pacient 22), que va morir als 13 dies de vida per una parada cardiorespiratoria,
presentava una clinica d’acidosis lactica, hipoglucémia, hipotonia, hiperamonémia i

hipertensioé pulmonar. En I’estudi espectrofotométric de les activitats enzimatiques de la
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CRM realitzat en teixit muscular es varen observar activitats dels complexes I-IV 1
II+IIT dins el rang de normalitat 1 una activitat lleugerament reduida del conjunt I+III.
La quantificacio de CoQo va mostrar nivells deficients en muscul (1,7 nmol/UCS; rang
control 2,6-8,4 nmol/UCS) i I’analisi d’acids organics en orina mostrava un increment

d’excreci6 d’acid 3-metilglutaconic i acid 3-metilglutaric.

L’acid 3-metilglutaconic (3-MGA) i1 l’acid 3-metilglutaric sén intermediaris del
catabolisme mitocondrial de la leucina que s’acumulen quan hi ha un defecte en aquesta
via. En la orina de pacients sans només es detecten traces de 3-MGA. S’han descrit 5
tipus d’aciduries 3-metilglutaconiques (I-V). Tot i que els tipus I, II, IIl i V estan
clinicament i bioquimica ben definits, la tipus IV (OMIM 250951) és un grup
heterogeni que inclou pacients que presenten nivells des de moderats fins a elevats de 3-
MGA en orina. La majoria de pacients descrits amb 3-MGA tipus IV presenten
cardiomiopatia hipertrofica d’aparicié primerenca, acidosis lactica i hipotonia, i la

patologia sovint és deguda a un defecte en 1’activitat del complex V (Wortmann 2009).

Els simptomes clinics juntament amb 1’elevada excrecio de 3-MGA en orina del pacient
22 varen fer pensar en una aciddria 3 metilglutaconica de tipus IV, de manera que es va

dur a terme el BN-activitats en gel 1 BN-WB dels enzims de CRM (Figura 20).

En el BN-activitats en gel es va veure una clara alteracié de D’activitat del complex V 1
la presencia de dues bandes actives de menor pes molecular (subcomplexes actius) que
no eren presents en el control. La resta d’activitats enzimatiques eren comparables a les
del control (Figura 20-A). En I’estudi de BN-WB (Figura 20-B), es va observar que la
banda corresponent al complex V del pacient 22 era clarament menys intensa que la dels

controls.

Tot 1 que en el pacient 21 no es va detectar increment d’excrecid de 3-MGA en orina,
considerant els resultats obtinguts en la germana (pacient 22) i els simptomes clinics
comuns, es va decidir estudiar I’activitat del complex V en teixit cardiac, 1’Gnic material
del que es disposava. Tant en les activitats en gel com en el WB es va observar una

clara deficiéncia de complex V.
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Figura 20. BN-activitats en gel en fibroblasts cultivats (A) i BN-WB a
partir de teixit muscular (B) del pacient 22 (P22). C: Control.
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Figura 21. Resultats de I’estudi de BN-activitats en gel (A) i BN-WB (B) en
teixit cardiac de la pacient 21 (P21). C: Control.
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Aquests resultats indicaven que les dos pacients estaven afectades per la mateixa
deficiéncia, tot i que inicialment la pacient 21 va ser diagnosticada de glucogenosis
tipus IX 1 que no es va detectar increment en 1’excrecié de 3-MGA. De fet, ambdues
patologies tenen similituds. Tant la 3-MGA tipus IV com la glucogenosis IX presenten
cardiomiopatia hipertrofica; alguns autors han descrit que I’aciduria 3-MGA pot donar-
se secundariament en pacients amb alteracions primaries o secundaries del fetge,
incloses les glucogenosis tipus I 1 IX (Law 2003; Wortmann 2006). 1 també esta descrit
que I’excrecid de 3-MGA en orina pot ser intermitent en aquets pacients tipus IV

(Honzik 2010).

Tal 1 com s’ha comentat anteriorment, les aciduries 3-MGA sovint van associades a un
defecte de complex V. S’han descrit 3 gens d’origen nuclear involucrats amb defectes
de complex V: ATP12, ATP5SE i TMEM70, essent aquest ltim el de major prevalenca
(Honzik 2010). Aixi doncs, TMEM 70 va ser el gen d’eleccio per a iniciar I’estudi dels
pacients 21 1 22. Es va extreure ADN de teixit cardiac del pacient 21 i de fibroblasts del
pacient 22 per tal de seqiienciar aquest gen. Es va veure que ambdds pacients eren
homozigots per a la mutacio c¢.317-2A>G. L’analisi genctic de TMEM?70 també es va
dur a terme en els pares 1 els dos eren heterozigots portadors de la mutacié detectada en
les 2 filles. Aquesta mutacio, ja descrita anteriorment, €s la més prevalent per a aquest
gen i es localitza en el lloc d’splicing de I’intr6 2, donant lloc a una proteina aberrant no

funcional (Houstek 1999).

TMEMT70 és una proteina transmembrana implicada en la biogenesis del complex V,
participant en I’acoblament de la subunitat F, (Houstek 2009). Tenint en compte que les
mutacions en aquest gen inhibeixen la produccié de proteina TMEM?70, aquest factor no
deu ser essencial per a la biogenesis del complex V, ja que s’ha vist que petites
quantitats de complex V son sempre presents en els teixits afectats (Houstek 1999).
Aixi, les bandes addicionals observades en 1’activitat del complex V en el pacient 22
correspondrien a subcomplexes conseqiiencia del desacoblament de la subunitat F; del

complex V que mantindrien I’ativitat ATPasa (Figura 20) (Carrozzo 2006).

Les caracteristiques cliniques dels pacients amb alteracions a TMEM70 inclouen
generalment hipotonia, cardiomiopatia hipertrofica, acidosis lactica, hiperamonémia i
nivells alterats, i intermitents, d’acid 3-metilglutaric i acid 3-metilglutaconic en orina

(Honzik 2010), simptomes presents en els pacients 21 1 22.
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Per tant, cal tenir en compte que la preséncia de 3-MGA en orina en pacients
diagnosticats clinicament amb glucogenosis tipus IX podria no ser un efecte secundari,
sin6 un marcador de la deficiéncia primaria de complex V causada per mutacions en el

gen TMEM70.

D Pacient 23
Els elevats nivells de 3-MGA 1 acid 3-metilglutaric, juntament amb un fenotip clinic

molt sever varen fer sospitar dun defecte en 1’activitat del complex V.

En teixit muscular es va observar un clar defecte en I’activitat d’aquest complex (Figura
22-A), mentre que no es va veure cap alteracio en I’estudi realitzat a partir de fibroblasts

cultivats (Figura 22-B,C).

C P23
P23 C
{ Cc P23 _
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ComplexI —> . ompiex { —
i el <— Complex V
{ <— Complex V

Complex IV —>

Complex IV —>
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.3 |
I |
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C C P23
-
- S :l Complex I (NDUFA9)
-
Complex V (subunitat ATPS)——> | s —
—— <— Complex III (subunitat core 2)

Complex II (subunitat 70kDa) —>

Figura 22. Resultats de BN-activitats en gel en teixit muscular (A) i fibroblasts (B) del
pacient 23. BN-WB en fibroblasts (C) del pacient 23 (P23).
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Es varen seqiienciar els gens TMEM70, ATPSE 1 ATP12 perd no es va identificar cap

mutacio patogenica.

Finalment aquest pacient es va incloure en el programa de seqilienciacié massiva de
I’exoma (panells Haplotex) que incloia, entre d’altres, tots els gens implicats en les 3-
MGA-tries (subvencionat pel CIBERER) on, a partir dels resultats obtinguts, es va
poder identificar una mutacid patogenica homozigota (c.178dupT; pTer60LeufsTer40)
en el gen DNAJCI19.

DNAJC19 codifica per una proteina de la membrana mitocondrial interna implicada en
el transport ATP-dependent de proteines cap a I’interior de la matriu mitocondrial. La
falta d’aquesta proteina comporta un defecte en 1I’import de proteines mitocondrials de
codificacié nuclear cap a I’interior del mitocondri (Davey 2009; Richter-Dennerlein
2014). DNAJCI19 esta relacionada amb el metabolisme de la cardiolipina, un fosfolipid
de la membrana mitocondrial interna involucrat en la biogenesis del mitocondri i en la
dinamica i la organitzacié supramolecular de les membranes mitocondrials. Esta
demostrat que la cardiolipina és necessaria per la correcta formacid dels
supercomplexes de la CRM (Pfeiffer 2003; Osman 2011; Richter-Dennerlein 2014).
Semblaria que el defecte de complex V observat seria una conseqiiéncia secundaria a

I’alteracié de DNAJCI19.

4.2.6 Consideracions en els estudis enzimatics mitjancant la técnica del Blue

Native

Els estudis de Blue Native, ja sigui Western blot o les activitats en gel, ens donen
informaci6 sobre el correcte acoblament i funcionalitat dels complexes multiproteics
que formen la cadena respiratoria mitocondrial. Com que es tracta d’un metode
qualitatiu, €s important utilitzar en paral-lel altres metodologies que permetin una millor

interpretacié conjunta dels resultats obtinguts.

Tot 1 que el teixit d’eleccid preferent per als estudis bioquimics €s el teixit muscular,
s’ha vist que els pacients amb mutacions al gen NFUI presenten patrons d’expressio
dels complexes I, II i III de la CRM heterogenis en aquest tipus de teixit, a diferéncia

que en els fibroblasts (Navarro-Sastre 2011; Ferrer-Cortes 2012; Cameron 2011). Per
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tant, per a sospites de defectes de complex II, és convenient realitzar I’estudi també en

fibroblasts cultivats.

Per altra banda, i donat que es tracta d’una metodologia que requereix teixits d’estudi
que s’obtenen de forma invasiva, €s important disposar del fenotip clinic del pacient en
estudi, ja que determinats simptomes o patrons bioquimics (nivells de lactat,
aminoacids, acids organics...) poden ser clau a I’hora d’enfocar els estudis posteriors i,

per tant, de trobar la causa arrel de la malaltia.

L’activitat en el gel de Blue Native permet estudiar el complex V, de manera que
aquesta sera sempre la metodologia d’eleccio en aquells pacients on el perfil bioquimic

o el fenotip clinic siguin indicatius d’aquest tipus de defecte.

A més a més, aquesta técnica permet 1’estudi estructural i enzimatic del complex I en
fibroblasts cultivats, la qual no es pot determinat mitjancant teécniques

espectrofotomeétriques.

Els estudis complementaris mitjancant la técnica de Blue Native PAGE han contribuit
positivament en la millora del rendiment diagnostic en pacients amb sospita de malaltia
mitocondrial, arribant al diagnostic genétic en el 21% dels pacients estudiats, mentre
que utilitzant unicament els estudis espectrofotomeétrics d’activitat dels enzims de CRM,
només en el 9,8% dels pacients estudiats s’havia arribat a un diagnostic genetic

definitiu.
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4.3 Estudi de la via de sintesi del CoQ1 en fibroblasts de pacients amb sospita de

deficiéncia primaria o secundaria de CoQyy

El CoQ (CoQ) és una molecula lipofilica present en totes les membranes cel-lulars i
teixits que inicialment va ser descrita com a un component de la cadena respiratoria
mitocondrial situat a la membrana interna mitocondrial, transferint electrons des del
complex I (NADH-ubiquinona oxidoreductasa) i el complex II (succinat-ubiquinona
oxidoreductasa) cap al complex III (ubiquinol-citocrom C reductasa). En els humans, la
forma majoritaria és el coenzim Qo (CoQjo), tot i que el coenzim Q¢ (CoQy) també es
pot trobar en petites quantitats degut a la incorporacio a través de la dieta o de la sintesis

per part de microorganismes intestinals (Turunen 2004; Rahman 2012).

El CoQo esta format per un anell de benzoquinona i una cadena lateral decaprenil.
L’anell quinona deriva dels aminoacids tirosina o fenilalanina, mentre que la cua
isoprenoide prové de la via del mevalonat que, després de successives addicions de
molecules de isopentenil difosfat (IPP) al farnesil difosfat per un procés enzimatic
complex catalitzat per la prenil-difosfat sintasa, acaba donant lloc a la formacié de
decaprenil difosfat (DPP). La via del mevalonat compreén totes les reaccions que es
donen des de 1’acetil-coenzim A (acetil-CoA) fins a la obtencié de farnesil pirofosfat
(FPP), que és el substrat per a la biosintesi de CoQ, colesterol, dolicol i proteines
isoprenilades. El FPP deriva a DPP 1 posteriorment aquest és condensat amb el para-
hidroxibenzoat (PHB) en una reaccié catalitzada per la PHB-poliprenil transferasa
(COQ?2). Posteriorment, 1’anell de benzoat és modificat almenys per 6 enzims que
catalitzen reaccions de metilacio, descarboxilacio 1 hidroxilacio per tal de sintetitzar la

molecula de CoQ final (Figura 23) (Turunen 2004).

Molts estudis reporten deficiencies de CoQ;o en pacients on les activitats dels
complexes I+III i II+III de la cadena respiratoria estan disminuides, aixi com també
nivells baixos de CoQ tant en teixit muscular com en fibroblasts cultivats (Ogasahara
1989; Rotig 2000; Rustin 2004; Salviati 2005; Horvath 2006; Quinzii 2007). Les
deficiencies de CoQjo es poden classificar com a primaries, si venen causades per
mutacions en gens involucrats en la via de biosintesis de CoQ;y (gens COQ), o
secundaries, si son conseqiiéncia de mutacions en gens no involucrats directament en la
via de sintesis, com ara el gen que codifica per la deshidrogenasa de la flavoproteina

transferidora d’electrons (ETFDH) entre d’altres (Gempel 2007, Liang 2009; Quinzii
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200; Aeby 2007). També s’han descrit deficiéncies secundaries en pacients afectes de
malalties mitocondrials causades per mutacions o delecions en el ADN mitocondrial
(ADNmt) (Matsuoka 1991; Sacconi 2010; Rahman 2012). Per altra banda, s’ha
especulat de la existéncia de determinats factors genetics que poden conferir certa

susceptibilitat a desenvolupar deficiéncies secundaries de CoQ o (Sacconi 2010).

Acetil-CoA
V
3-HMG-CoA
\l/HMG—CoA reductase

Mevalonat

<________

Isopentenil-PP STy —— Isopentenil-PP

Tirosina (o Fenilalanina) GPP-sintasa
Geranil-PP
\I/F PP-sintasa

4-OH-BenToat (PHB) Decaprenil-PP Prenil-difosfat sintasa Farnesil-PP

4-OH benzoat poliprenil-
transferasa, COQ2

<______

R

A
Dolichol

<_______

Cholesterol
CoQyo

Figura 23. Esquema de la via de biosintesi del CoQ,o. Modificada de Daliner (2000).

Generalment, el muscul esquelétic esta considerat com al millor teixit per a la
determinacio de CoQg, perd les biopsies de muscul s’obtenen a través d’un
procediment invasiu. Per aix0, disposar d’una técnica que permetés fer un screening per
a la determinaci6 de deficiéncies de CoQ utilitzant métodes no invasius, com ara les
linies cel-lular limfoblastoides, els fibroblasts, els mioblasts o el limfocits (Montero
2008; Rahman 2012; Arias 2012), suposaria un gran avantatge. Val a dir que, la gran
diversitat de simptomes presents en aquest tipus de defectes juntament amb I’elevat
nombre de gens involucrats en la via de sintesis i la elevada freqiiencia de deficiencies

secundaries, dificulten la obtencié d’un diagnostic definitiu.
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Les deficiéncies primaries s’han definit, fins al moment, com a desordres autosomics
recessius que presenten una bona resposta al tractament per complementacié amb
CoQo. La rapida aplicacié de tractament permet una millor correccié de la malaltia.
Tenint en compte aixo, és molt important establir una metodologia bioquimica que

permeti un rapid diagnostic d’aquestes deficiéncies primaries.

L’objectiu d’aquest treball va ser introduir una nova metodologia per a I’estudi de la
biosintesi endogena de CoQ;o en fibroblasts que permet discriminar les deficiéncies
primaries de les secundaries. L’estudi de la via de biosintesis es va dur a terme utilitzant
mevalonat deuterat (Meva-"Hsz) i PHB marcat amb °C (PHB-'°Cg) com a precursors
intermedis de la wvia; 1’analisi del CoQ;o marcat (2H3—C0Q10 1 3C6—COQ10,

respectivament) es va fer utilitzant un HPLC-MS/MS.
Els resultats d’aquest treball estan publicats en el segiient article:

Characterization of CoQ,¢ biosynthesis in fibroblasts of patients with primary

and secondary CoQ,, deficiency.

Bujan, N., Arias, A., Montero, R., Garcia-Villoria, J., Lissens, W., Seneca, S.,
Espinos, C., Navas, P., Der Meirleir, L., Artuch, R. Briones, P., i Ribes, A. Journal
of Inherited Metabolic Disease 2014; 37(1), 53-62.

4.3.1 Posta a punt de la metodologia

Per a la posta a punt de la metodologia es van utilitzar fibroblasts cultivats de pacients
amb nivells de CoQ;¢ dins els valors de normalitat, tant en fibroblasts com en teixit
muscular. Els fibroblasts, procedents de biopsia de pell, es varen fer créixer en medi
DMEM complementat al 10% amb sérum fetal bovi (FBS) i 1% de penicilina-
estreptomicina. Quan el cultiu arribava al 60-70% de confluéncia, es substituia el medi
de creixement per medi complementat amb els substrats marcats (PHB-">C4 0 Meva-
’Hs). Inicialment es varen estudiar diversos temps d’incubacio (24, 48 o 72 hores) aixi
com també diferents concentracions de substrats precursors marcats: per al PHB-">Cy es
varen assajar concentracions de 1,65 mM 1 3,3 mM; per al Meva-"Hj; es varen estudiar
concentracions de 14 uM, 28 uM, 42 uM, 56 uM, 112 uM, 140 uM 1 280 uM. Aquestes

condicions es basaven en I’article publicat per Tekle i col. (Tekle 2008), on s’utilitzava
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PHB i mevalonat radioactius (**C-PHB i *H-mevalonat) a concentracions de 1,65 mM i
14 pM, respectivament. La utilitzacié de substrats deuterats o marcats amb °C en

comptes de substrats radioactius representa un gran avantatge per a la metodologia.

La quantificacié del CoQ;¢ marcat es va fer per HPLC-MS/MS aplicant les condicions
analitiques descrites per Arias i col. (Arias 2012), que es basen en el treball publicat per
Teshima i Kondo (Teshima 2005), 1 utilitzant una corba de calibracio externa i un
estandard intern (CoQg). La transicio pel CoQ;o €s de m/z 894>197 i de m/z 826>197
pel CoQy. La sintesi de CoQo a partir de PHB-13C6 dona lloc a la formacié de Ce-
CoQ)o, mentre que a partir de Meva-"Hs, s’obté “Hs—CoQo, els quals presenten una

transicié m/z de 900>203 i 897>197, respectivament (Figura 24).
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Figura 24. Quantificacid, mitjangant HPLC-MS/MS, de la sintesi CoQ, a partir de PHB-
B, (13C6-C0Q10) i a partir de Meva-H; (2H3-C0Q10). També es mostren el pics de CoQqq

sintetitzat endogenament (CoQo) i el pic de CoQ,, utilitzat com a estandard intern.

La determinaci6 del contingut proteic i de I’activitat citrat sintasa de 1’homogenat
cel-lular es va dur a terme tal i com es descriu a I’apartat de Materials i M¢étodes

(Biosintesi de CoQ)g en fibroblasts).

El limit de deteccio (LOD) i el limit de quantificaci6 (LLOQ) es varen establir
mitjangant dilucions progressives de solucio de calibracié de CoQjg i quan el nivell de

signal-to-noise ratio (S/N) era almenys de 3 en el cas del LOD i quan S/N>10, pel



Resultats i discussio

LLOQ. D’aquesta manera, pel CoQjg es va definir el LOD a 0,001 nmol/L i el LLOQ a
0,01 nmol/L.

Els resultats obtinguts en fibroblasts mostraven que, utilitzant PHB-">Cs com a

precursor de la via (Figura 25-A), la biosintesi de CoQ augmentava linealment en
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Figura 25. Biosintesi de CoQ utilitzant PHB-"Cy i Meva-*H; com a substrats de la via a
diferents concentracions i temps d’incubacié. (A) Biosintesi de *C¢-CoQ a partir de PHB-
B, a concentracions de 1,65 mM 1 3,3 mM. (B) Biosintesi de 2H3-C0Q10 a partir de Meva-
’H; a concentracions de 14 a 56 uM, i fins a 280 uM i1 72 h d’incubacio (C).
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funcio del temps (24-72 hores) independentment de la concentracié inicial de substrat
(1,65 mM o 3,3 mM), i que la quantitat final de CoQ;( marcat sintetitzat era la mateixa
per a ambdues concentracions. Per altra banda, utilitzant Meva-"H; com a precursor en
concentracions de 14 a 56 uM, la biosintesi de CoQ;o també¢ era lineal en funcié del
temps (24-72h) perd augmentava a major quantitat de precursor inicial (Figura 25-B).
Donat que a major temps d’incubacio, major biosintesi de CoQ;o hi havia, es varen
estudiar concentracions més altes de Meva-"Hz (112 pM, 140 uM i 280 uM) durant 72
hores d’incubaci6. Es va veure que la quantitat final de CoQ, marcat disminuia quan
s’utilitzaven concentracions de precursor Meva-"Hs superiors a 56 pM (Figura 25-C).
Aixi doncs, per tal de no treballar en condicions limitants, es va determinar que la

concentracié optima de treball per a Meva-"H; era de 28 uM.

Per tant, amb els resultats obtinguts es varen fixar les concentracions de treball a 1,65
mM per al precursor PHB-""Cgi 28 uM per al Meva-"H; durant 72 hores d’incubacio, ja
que aquestes condicions permetien obtenir un pic de CoQ;o marcat (13 Cs-CoQqo 1 *Hy—

CoQo) quantificable per HPLC-MS/MS.

Tekle i col. (2008) varen obtenir nivells baixos de CoQ,o marcat quan utilitzaven '*C-
PHB com a precursor, fet indicatiu de que 1’anell de benzoquinona presenta una
permeabilitat cel-lular limitada en les condicions de cultiu utilitzades. Per solucionar-ho
varen afegir a-ciclodextrines al medi. Donats aquests resultats favorables, nosaltres
també varem introduir aquest compost als nostres experiments. Les ciclodextrines son
uns oligomers ciclics formats per molecules de glucopiranosa que s’utilitzen per a la
translocaci6 de determinades molecules a I’interior de les cel-lules, ja que presenten una
superficie exterior hidrofilica 1 un espai intern hidrofobic apte per a una gran varietat de
compostos (Szejtli 2004). En el nostre cas, 1’addicié de a-ciclodextrina a una
concentracio de 2 mM va millorar lleugerament la quantitat de CoQ a partir del PHB-
BCe (PCe-CoQyo) (Figura 26-A). Tot i aixd, es va decidir utilitzar-ho donats els resultats

observats per Tekle i col. (2008) i treballar en les condicions més optimes.

Per tal d’eliminar qualsevol possible limitacio hipotetica de la via de sintesi del CoQo
donada per una alteracio en algun dels enzims implicats en la via, es va complementar el
medi que contenia Meva-2H3 amb PHB no marcat i el medi que contenia PHB-!? Cs amb
mevalonat no marcat, en les mateixes concentracions que els seus homolegs marcats.

Els resultats obtinguts (Figura 26-B,C) mostraven que la complementacié amb substrats
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no marcats no millorava la biosintesi de CoQ,o marcat, de manera que es va decidir no

afegir els substrats no marcats al medi d’incubacio.
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Figura 26. (A) Efecte de I’addicié d’a-ciclodextrina al medi de reaccidé amb PHB-"Cg sobre

la sintesi de (B) Efecte sobre la sintesi de 13C6—C0Q10 quan es complementa el medi de

reaccid que conté PHB-"C4 amb mevalonat no marcat. (C) Efecte sobre la sintesi de “Hs-

CoQyo al complementar el medi de reaccié que conté Meva-"H; amb PHB no marcat.

Finalment, les condicions de treball establertes varen ser 28 uM per a Meva-"H; i 1,65

mM per al PHB-""Cg en preséncia de 2 mM de o-ciclodextrina durant un periode

d’incubacié de 72 hores. La concentraciéo de PHB-13C6 utilitzada corresponia a la

mateixa que Tekle i col. (2008) varen utilitzar en els seus estudis, mentre que la

concentraci6 del precursor Meva-"Hj corresponia al doble que la utilitzada per Tekle i

col (2008). Tot 1 que les condicions per al Meva->Hs no eren saturants, es va determinar

que eren adequades per als estudis de sobrecarrega, ja que s’obtenien pics de CoQjg

marcat perfectament quantificables que permetien reduir els costos de I’assaig. Els

estudis de correlacié entre Ce-CoQqp 1 el 2H3-C0Q10 quantificats per a una mateixa
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mostra ens mostraven que ambdos productes tenien tendéncia a incrementar
conjuntament (Bujan 2014) 1 aix0, junt amb que mesuraven diferents etapes en la
biosintesis del CoQg es va decidir que 1’estudi de la via de biosintesis de CoQ es portés
a terme utilitzant els dos substrats paral-lelament. Per altra banda, I’analisi en paral-lel
de les dues vies permetria, en futurs estudis, determinar intermediaris acumulats en
pacients que presentessin uns resultats de sintesi de CoQ; deficients, permetent acotar

I’enzim defectuds de la via causant de la deficiéncia.

Un cop decidides les concentracions de treball dels substrats precursors, calia veure que
les quantitats de precursor determinades no eren toxiques per les cél-lules. Per aixo es
va dur a terme un test de viabilitat cel-lular (test descrit a 1’apartat de Materials i
Métodes). Els resultats del test (Taula 15) varen demostrar que I’addicié de Meva-"H; a
una concentracido de 28 uM no afectava ’estabilitat ni la viabilitat dels fibroblasts en
cap dels temps d’incubaci6 assajats (24-72h). El mateix resultat es va observar per el
PHB-"*Cy a una concentracio de 1,65 mM durant els temps d’incubacio6 de 24 i 48h. Per
altra banda, la viabilitat cel-lular dels fibroblasts es veia lleugerament reduida (viabilitat
del 80%) quan s’allargava el periode d’incubaci6 fins a les 72 hores d’incubacié. Tot i
aix0, el pic de *C¢-CoQy quantificat equivalia a 3 vegades el LLOQ i, per tant, es va

decidir mantenir les 72 hores d’incubacid per a aquest precursor.

Tractament % viabilitat
Blanc 100 %
5 24 hores 102 %
Cs-PHB
1,65 mM 48 hores 96 % Taula 15. Efecte sobre la viabilitat
o
72 hores 80 % cel-lular al afegir substrats marcats
, 24 hores 104 % (°CoPHB i Meva’Hy) al 4 d
- - i Meva- al medi de
Meva-Hs ™ 46 hores 108 % ‘ ’
28 uM cultiu.
72 hores 95 %

Seguidament es varen dur a terme estudis de variaci6 intraserie i interserie (coeficient
de variacié (CV)). Per a I’analisi de la variaci6 intraserie es varen realitzar 6 analisis en
paral-lel a partir d’un mateix cultiu cel-lular; mentre que, per a la variacid interserie,
I’analisi es va dur a terme 6 dies independents utilitzant la mateixa linia cel-lular. Pel

que fa a la variabilitat intra-dia, els CV obtinguts varen ser del 10% per al PHB-">C; al
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expressar els resultats com a nmol CoQ;¢/gr proteina i del 9% si s’expressaven com a
nmol CoQ;¢/UCS; respecte el Meva-2H3, els CV varen ser del 12% 1 el 8%, expressats
en nmol CoQ,¢/g prot i nmol CoQ10/UCS respectivament. Per que fa a la variabilitat
inter-dia, els CV per al PHB-13C6 varen ser del 19% al expressar-ho com a nmol
CoQ,o/gr prot i del 4% si s’expressava com a nmol CoQ;o/UCS; en el cas del Meva-zHg,
els CV obtinguts varen ser del 13% 1 el 16% en nmol CoQ,¢/gr prot i nmol CoQ;¢/UCS,
respectivament. Els CV obtinguts generalment milloraven quan s’expressaven en funcio
del contingut mitocondrial (nmol CoQ;¢/UCS) i tots es varen considerar acceptables,
tant per a la variacid intraserie com per a la interserie. Donats aquests resultats, es va

decidir expressar sempre els resultats referits en funcié de 1’enzim citrat sintasa.

Per tal d’establir un rang de valors control de referéncia es varen estudiar 13 linies
cel-lulars de fibroblasts d’individus sense sospita de malaltia mitocondrial procedents
del banc de teixits del nostre hospital. A partir dels valors obtinguts es va calcular la
mitjana 1 es definir un rang de referéncia a partir de la mitjana+2SD: la mitjana (i el
rang de referéncia) per a la biosintesis de 13Cf,—Cleo iel 2H3—C0Q10 es varen definir a

0,94 (0,84-1,0) nmol/UCS 1 0,13 (0,09-0,17) nmol/UCS, respectivament.

4.3.2 Validacio del metode

Per validar 1a metodologia i demostrar que permet distingir les deficiencies primaries de
CoQqo de les secundaries, es va estudiar la biosintesi de CoQ;o utilitzant els dos
precursors marcats en un total de 7 pacients amb diagnostic definitiu 1 que presentaven

deficiéncia de CoQ¢ en fibroblasts (Taula 16):

- un pacient previament diagnosticat amb deficiéncia primaria de CoQ;o causada
per una mutacioé en homozigosis al gen COQ?2 (pacient 1), que codifica per I’enzim

para-hidroxibenzoat poliprenil transferasa (OMIM*609825).

- 4 pacients diagnosticats amb altres errors congénits del metabolisme perd amb
deficiéncia de CoQ;o en fibroblast: deficiencia multiple de Acil-CoA
deshidrogenasa (MADD; OMIM#231680) (pacients 2 i 3), deficiéncia de la acil-
CoA deshidrogenasa de cadena molt llarga (VLCADD; OMIM#201475) (pacient 4)
1 encefalopatia mitocondrial amb deficiéncia de complex III i mutaciéo I’ADNmt

(pacient 5).
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- 2 pacients afectes de Nieman-Pick Tipus C (NPC; OMIM#257220), un trastorn
del metabolisme lipidic que s’ha descrit que afecta secundariament la sintesi de
CoQ a través de la inhibicio per feedback de la HMG-CoA reductasa a causa de

I’acamul de colesterol (pacients 6-7).

Quantificacié de CoQy Biosintesi de CoQ,
Pacient Diagnostic Mutacié (nmol/UCS) (nmol/UCS)
fibroblasts muscul Meva-2H; PHB-"C;

c437G>A i

1 C0oQ2 c. cA37G> Al 0,4 ND 0,04 0,29
c.124T>C i

2 MADD-ETFB ¢.604 606delAAG 1,2 ND 0,17 0,87
c¢.779T>C i

3 MADD-ETFDH c.41 42insl4pb 1,9 ND 0,13 0,96
c.848T>C i

4 VLCAD c 1748C>T 1,9 ND 0,18 0,89

5 Deficiencia m.3229A ins 1,7 1.8 0,17 0,91

complex 111
mitjana control (mitjana+2SD) 2,4 (2,0-2,8) 5,4 (2,7-8,5) 0,13 (0,09-0,17) | 0,94 (0,84-1,0)
n=namero de controls n=66 n=37 n=13 n=13

Taula 16. Resum dels resultats obtinguts en els pacients estudiats per validar el nostre metode.
Els resultats alterats estan destacats en negreta. Cada valor individual correspon a la mitjana de,
almenys, un duplicat.

*Mutaci6 descrita préviament per Diomedi-Camassei (2007). ND:no determinat.

Tal 1 com s’esperava per al pacient amb deficiéncia primaria de CoQ;o causada per una
mutacidé a COQ?2 (pacient 1), els resultats de biosintesi mostraven una taxa de sintesis
clarament reduida, tant si s’utilitzava PHB-">Cs (0,29 nmol/UCS; controls 0,84-1,0
nmol/UCS) com Meva-"H; (0,04 nmol/UCS; controls 0,09-0,170 nmol/UCS) com a
substrats precursors. Un comportament similar ja s’havia observat anteriorment en un
pacient portador d’una mutacié6 en homozigosis a COQ2 utilitzant “C-PHB i °H-

decaprenil-difosfat com a substrats de la via (Quinzii 2006).

Per altra banda, i tal i com s’esperava, les taxes de sintesi de CoQjo varen resultar ser
normals pels pacients 2-5, que presentaven una deficiencia secundaria de CoQiq
derivada d’altres errors congenits del metabolisme (MADD, VLCADD, i deficiéncia de
complex III).

La deficiencia multiple d’acil-CoA deshidrogenasa (MADD) esta causada per defectes

en la flavoproteina transferidora d’electrons (electron transfer flavoprotein, ETF), que
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esta formada per dues subunitats, la subunitat o (ETFA) 1 la B (ETFB); en la ETF-
ubiquinona oxidoreductasa (ETF-QO); o bé per una anormalitat, encara no del tot
identificada, del metabolisme o el transport de les flavines (Frerman 2001). La ETF,
que es troba a la matriu mitocondrial, transfereix electrons cap a la ETF-QO, localitzada
a la membrana mitocondrial interna, i els electrons finalment passen a la ubiquinona i a
la cadena respiratoria. S ha descrit que mutacions en el gen ETFDH, que codifica per a
la ETF-QO, poden causar deficiéncies secundaries de CoQ;o (Gemple 2007; Liang
2009). Olsen i col. (2003) proposava que, com que el CoQjo és un acceptor directe
d’electrons procedents de la ETF-QO, 1’abséncia d’enzim reductor podria, via algun
mecanisme de feedback, disminuir la sintesi de CoQ); alternativament, ells suggereixen
que un error en la uni6é de I’enzim al CoQ;o resultaria en una degradacié excessiva de
molécula acceptora, és a dir, de CoQjo. Tot 1 aix0, la rad¢ per la qual aquests pacients
presenten deficiéncia de CoQjop no esta del tot clara. Per altra banda, i tal i com
s’esperava, en els dos pacients afectes de¢ MADD amb mutacions als gens ETFB 1
ETFDH (pacients 2 i 3, respectivament), es va observar que la biosintesi de CoQ; a
partir de precursors marcats era completament normal, fet que demostrava que la

deficiéncia de CoQ( observada en fibroblasts era secundaria.

També varem tenir la oportunitat d’estudiar fibroblasts d’un pacient amb deficiéncia de
acyl-CoA deshidrogenasa de cadena molt llarga (VLCADD) amb nivells de CoQ;o en
fibroblasts per sota dels valors de referéncia (pacient 4); la associacié entre VLCADD 1
nivells deficients de CoQ;o s’havia descrit préviament només en un pacient, que també
presentava activitats de cadena respiratoria per sota de la normalitat (Laforét 2009). En
I’estudi de la via de biosintesis de CoQ utilitzant substrats marcats es varen obtenir
valors dins la normalitat, demostrant aixi, que la deficiéncia de CoQ;¢ observada era

secundaria.

Per altra banda, a la bibliografia també trobem pacients amb delecions a I’ADNmt o
mutacions puntuals al mt-tARN que presenten deficiéncies secundaries de CoQio
(Matsuoka 1991; Sacconi 2010; Rahman 2011). En el pacient nimero 5, amb una
deficiéncia clara de complex III 1 un quadre simptomatic corresponent a MELAS
(mitocondrial  encephalomiopathy, lactic acidosis and stoke-like episodes;
OMIM#540000), portador de 3229AIns a I’ADNmt i amb deficiencia de CoQ; tant en
teixit muscular com en fibroblasts, es va observar que la via de sintesi de CoQj

presentava valors dins la normalitat.
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A més a més, també es varen estudiar dos pacients (pacient 6 i pacient 7) afectes de
Niemann-Pick tipus C (NPC) (Macias-Vidal 2011), una malaltia neurodegenerativa
autosomica recessiva caracteritzada per un defecte del transport intracel-lular de lipids 1
de colesterol que provoca un acimul de colesterol en els lisosomes; la majoria dels
casos de NPC es deuen a mutacions al gen NPCI, que codifica per una proteina de
transport transmembrana de 1’endosoma lipidic. Alguns autors havien observat que, en
el fetge de models murins de NPC, I’acumulacié de colesterol era paral-lela a
I’increment de dolicol-P i a la disminucié de les concentracions de CoQ;o (Schedin
1998). La part inicial de la via del mevalonat implica la condensaci6 de tres molécules
de acetil-CoA per formar 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzim A (HMG-CoA).
Posteriorment, la HMG-CoA reductasa converteix la molécula de HMG-CoA a
mevalonat (Figura 23). El colesterol regula 1’activitat de la HMG-CoA reductasa a
través d’un mecanisme d’inhibicid per feedback. En els pacients NPC, 1’acumulaci6 de
colesterol reduiria 1’activitat de la HMG-CoA reductasa, disminuint la formacié de
mevalonat i, conseqiientment, la sintesis de CoQ;¢ (Turunen 2004). En els pacients
afectes de NPC, (pacients 6 1 7) es va observar que la biosintesis de CoQ;o era normal
quan s’utilitzava Meva-"H; com a precursor de la via, mentre que la formacié de CoQ
es veia disminuida quan s’utilitzava PHB-'°Cg (Taula 17). Administrant mevalonat a les
cel-lules, saltem el punt de regulaciéo de la HMG-CoA reductasa, de manera que la via
segueix el seu curs normal fins a la obtencid de CoQo; per altra banda, quan s’utilitza
PHB com a substrat precursor de la via, la HMG-CoA reductasa és inhibida per
I’acamul de colesterol, de manera que el ratio de decaprenil-PP disminueix 1, com a
conseqiiencia, la via de sintesi de CoQ queda trucada. En aquests pacients, es va repetir
I’estudi afegint mevalonat no marcat al medi complementat amb PHB-"Cs per tal de
evitar la regulacié de la via per part de la HMG-CoA reductasa 1, aixi, millorar la
biosintesis de CoQjo. No es va veure cap millora en la concentracid final de CoQ;o en
I’estudi d’aquests pacients (Taula 17). Segurament hi hauria altres proteines implicades
en la regulacié de la via que no s’activarien només addicionant mevalonat al medi de

creixement.

Tots aquests resultats obtinguts demostraven que aquesta metodologia és util per a

discriminar entre deficiéncies primaries i secundaries de CoQy.
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Quantificacié de CoQu Biosintesi de CoQ; (nmol/UCS)
. e . ., (nmol/UCS)
Pacient Diagnostic Mutaci6 PHB-°C
fibroblasts muscul Meva->H, PHB-"Cq C 6
+ Meva
Niemann-Pick | p.Arg978Cys i
© Tipus C p.Phe995Leu® 13 ND 0,13 0,54 0,54
Niemann-Pick | p.Asn916del i
[ TipusC | p.Alal151Th® LS ND 0,10 0,60 0,57
mitjana control (mitjana=2SD) | >3 (82)’0‘ 54(2.7-85) | 0.13(0,09-0,17) 0,94 (0,84-1,0)
n=numero de controls 166 n=37 n=13 n=13

Taula 17. Biosintesi de CoQ;, en pacients afectes de Niemann-Pick tipus C. Els resultats alterats

estan destacats en negreta. Cada valor individual correspon a la mitjana de, almenys, un duplicat.

*Macias-Vidal 2011. ND: no determinat.

4.3.3 Estudi de la via de biosintesi de CoQq en pacients seleccionats

Un cop la metodologia d’estudi es va haver definit, es va procedir a I’analisi de pacients
amb deficiéncia de CoQ; en fibroblasts i/o teixit muscular per tal de determinar si es

tractava de deficiéncies primaries o secundaries.
Per a I’estudi de la via de sintesi, els pacients seleccionats es varen dividir en 3 grups:

= grup 1: 3 pacients (pacients 8-10) portadors d’una mutacié en heterozigosis en un
dels gens involucrats en la via de biosintesi.

= grup 2: 5 pacients (pacients 11-15) que presentaven resposta clinica a la
complementaci6 oral amb CoQ;o perd sense mutacions en els gens estudiats.

= grup 3: 9 pacients (pacients 16-23) nous amb una clara deficiencia de CoQj en
fibroblasts, sense mutacions en els gens estudiats o bé sense estudi mutacional ni

resposta a tractament documentada.
També¢ es va dur a terme ’estudi de els pares del pacient 8 (pacients 24 i 25).

En alguns d’aquests pacients seleccionats, anteriorment a la posta a punt de la
metodologia per a I’estudi de la biosintesi de CoQ,o, es va realitzar un screening
mutacional en I’ADN genomic de 13 gens implicats en la biosintesi del CoQ,o (COQ2,
COQ4, COQY9, COQ5, COQ3, COP6, PDSSI, PDSS2, ADCKI, ADCK2,ADCK3,
ADCK4 1 ADCKS5) (Taula 3). Aquest estudi es va dur a terme en col-laboracié amb

I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona i I’Institut de Biomedicina de Valéncia (Taula
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18). L’ADN genomic es va extreure de sang, fibroblasts cultivats o teixit utilitzant

protocols estandarditzats (veure Materials 1 Métodes).

Per altra banda, també es va aillar I’ARN total de fibroblasts cultivats d’alguns
d’aquests pacients i es va obtenir el cADN utilitzant protocols estandard (veure
Materials i Métodes). Paral-lelament també es va extreure ARN de fibroblasts cultivats
tractats amb una solucié 500 pg/mL de cicloheximida (CHX) durant 7 hores per tal
d’inhibir la degradacié de mARN pel procés de nonsense mediated decay (NMD). Es va
dur a terme un screening mutacional de segments solapats de cADN dels gens CABCI,

PDSS1, PDSS2 i COQ4 (Taula 18).

Pel que fa als resultats obtinguts per a la via de biosintesi de CoQio, la Taula 19 en

mostra un resum.

Els pacients que formen el grup 1 (pacients 8-10) sén portadors d’una mutacié en
heterozigosis en algun dels gens implicats en la via de sintesi. Malauradament, no s’ha
pogut trobar una segona mutacié en heterozigosis tot i I’estudi de cADN extret a partir
de fibroblasts cultivats i1 tractats amb cicloheximida, que permet la deteccid de
mutacions d’splicing introniques profundes. Només el pacient 8, amb una mutacié en
heterozigosi al gen COQ4 (p.Glul61Asp), mostrava una sintesi de CoQ;o deficient.
Paral-lelament es va poder realitzar 1’estudi mutacional en la mare (pacient 24) i el pare
(pacient 25) d’aquest pacient i es va veure que el pare era portador de la mateixa
mutaci6 en heterozigosis. Es va procedir a I’estudi de biosintesi de CoQ¢ en els pares i
es va veure que pel pare (pacient 25) s’obtenien valors de biosintesis completament
normals, pero en el cas de la mare (pacient 24), la sintesi de CoQ;o donava valors just en
el limit inferior del rang control quan s’usava PHB-">Cg com a precursor de la via (0,84
nmol/UCS; rang control 0,84-1,0 nmol/UCS). Aix0 es podria explicar, hipotéticament,
per la preséncia d’una mutaci6 en algun altre punt (desconegut) de la via de biosintesi
del COQ que disminuiria la taxa de sintesis perd que no mostraria efectes clinics quan
es troba en heterozigosis. La mutacié en heterozigosi present en els pacients 8 i 25 es
defineix com a probablement perjudicial (score 1,000) quan s’analitza amb programes
bio-informatics de prediccié de funcionalitat (PolyPhen-2). Donat que la presencia

d’aquesta mutacid no causa efecte quan es troba en heterozigosi (pacient 25), es podria
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Pacient

Estudi molecular-gens de la via de CoQ

COQ1 | COQ2 | COQ3

COQ4

COQ5

COQ6

COQ9

PDSS1

PDSS2

ADCK1

ADCK2

ADCK3

ADCK4

ADCKS

8

p. [Glul61Asp]/+

grup 1

p-[Leu609Val]/+

10

p. [Ala380Thr]/+

11
12

13

grup 2

14

15

16

17

18

19

grup 3

20

21

22

23

24

grup 4

25

p- [Glul61Asp]/+

DNA genomic sense mutacio
cDNA sense mutacio

no estudiat

Taula 18. Screening mutacional de gens relacionats amb la via de sintesi de CoQj, en pacients amb nivells deficients de CoQp.
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dir que el pacient 8 seria portador de dues alteracions genétiques (una mutacié a COQ4 i
una altra mutacio6 hipotética en un altre gen, probablement procedent de la mare (pacient
24)) que juntes podrien explicar la deficiencia observada. Aquesta familia va ser
candidata en els estudis de seqiienciaci6 complerta de 1’exoma realitzats en
col-laboraci6 amb el CNAG (Centre Nacional d’Analisi Gendmica) per tal de
seleccionar possibles gens candidats que expliquessin la deficiencia de CoQio
observada. Actualment s’esta duent a terme la interpretacid dels resultats obtinguts pero

de moment no s’ha trobat el gen responsable de la deficiéncia.

Els altres dos pacients del grup 1 (pacients 9 i 10) sén portadors d’una mutacidé en
heterozigosis en els gens ADCK3 (p.Leu609Val) 1 PDSSI (p.Ala380Thr). Tot i que els
programes de prediccié de funcionalitat (PolyPhen-2) classifiquen les dues mutacions
com a probablement perjudicials (score 0,999 i 1,000, respectivament) els valors
obtinguts mostraven una biosintesi de CoQo dins el rang de referéncia. Per tant, i tenint
en compte que les activitats de cadena respiratoria en ambdds pacients eren normals, es
podria dir que la deficiencia de CoQ,( observada seria secundaria i que les mutacions

per les quals son portadors, no son la causa de la deficiéncia.

Pel que fa als pacients del grup 2, pacients amb bona resposta clinica al tractament amb
complementacié amb CoQ;o (Pineda 2010), tots excepte el pacient 12 i el 15, varen
mostrar una biosintesi de CoQo deficient. Tot i que en la recerca mutacional realitzada
no es va trobar cap canvi patologic, aquests resultats indicarien que es tracta de
deficiéncies de CoQ;p amb significacio clinica. El pacient 15 és el pare del pacient 11,
la clinica, les caracteristiques bioquimiques i1 la resposta a tractament del qual ja es
varen descriure previament (Artuch 2006; Pineda 2010). El pacient 15, amb una via de
sintesi de CoQjo dins la normalitat, presentava un quadre clinic lleu que incloia
tremolor, certa alteracid de la fluéncia, nistagme transitori i moviments oculars sacadics
que es va corregir amb tractament. Tot 1 que els seus nivells de CoQ; eren baixos en
fibroblasts, la quantificacio de CoQq 1 les activitats dels enzims de cadena respiratoria
en teixit muscular eren normals. Per contra, la seva filla (pacient 11), amb una ataxia
més severa 1 alteracions bioquimiques tan en fibroblasts com en muscul, va mostrar una
deficiéncia clara en la sintesi de CoQj. Es possible que, en aquesta familia, la malaltia

vingui causada per mutacions en un gen on 1’heterozigosis causi alteracions lleus com
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les que presenta el pare i que la forma més severa de la malaltia present en la filla vingui

causada per la mutacié en homozigosis o bé per una heterozigosis composta.

Seria convenient la seqilienciacio de 1’exoma en els pacients del grup 2 per tal de poder

definir els gens causants d’aquestes deficiencies de CoQo.

En 4 dels 8 pacients del grup 3 (pacients amb una clara deficiéncia de CoQjy en
fibroblasts, sense estudi mutacional ni resposta a tractament documentada), presentaven
una biosintesi dins el rang de normalitat. Aquests pacients es podrien classificar com a
deficiéncies secundaries de CoQ;o no causades directament per una alteracié en algun
dels enzims implicats es la via de biosintesi. Per contra, els resultats obtinguts pel
pacient 23, igual que els obtinguts pel pacient 12 del grup 2, eren de dificil
interpretacio: la biosintesi de CoQ a partir del substrat precursor Meva-"Hs estava en
el limit inferior del rang control (0,09 nmol/UCS; control 0,09-0,17 nmol/UCS) i eren
deficients (0,77 1 0,64 nmol/UCS, respectivament; control 0,84-1,0 nmol/UCS) quan
s’utilitzava PHB-""C4. Donats aquests resultats, és dificil definir si es tracta d’una
deficiéncia primaria o secundaria de CoQ;o. Seria convenient complementar I’estudi
amb 1’analisi dels possibles intermediaris de la via acumulats o bé amb un estudi

mutacional dels gens COQ o de la via del mevalonat.

La sintesis de CoQ;o del pacient 16 estava lleugerament per sota el limit inferior quan
s’utilitzava PHB-"°Cs com a substrat (0,7 nmol/UCS; control 0,84-1,0 nmol/UCS).
Aquest pacient, que ja s’havia reportat anteriorment (Montero 2009), presenta deplecid
de ADNmt juntament amb deficiéncia de CoQ;o. Donat que fins ara no s’ha trobat cap
relacio directe entre la deficiencia de CoQjo 1 la deplecié de ADN mitocondrial, seria
convenient realitzar seqiienciaci6 de I’exoma per tal d’arribar a la causa arrel de la
malaltia. Probablement aquesta asociacid es secundaria, ja que un porcentatge molt
important de pacients amb deplecié del mtADN presentan deficiéncia de CoQ (Montero

2013).
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Activitats de cadena Concentracio CoQqo Biosintesis CoQ
Pacient Dades cliniques respiratoria mitocondrial (nmol/UCS) i Gens COQ .
fibroblasts muscul fibroblasts muscul ’H;-Meva 3C.-PHB Bl e A
Hipotonia muscular, debilitat, retard psicomotor, rabdiomiolisis, CK multiples « COQ4
- 8 elevades, acimul as. grassos i cossos cetonics normal deficiéncies 2,6 12 0,06 0,54 p.[Glul61Asp]+[=]
= . ADCK3
*
5 9 Ataxia ND normal 25 1,3 0,23 0,91 p.[Leu609Val+[=]
.. . . PDSS1
10 Rabdiomiolisis, miopatia, CK elevades normal ND 1 ND 0,14 0,99 p.[Ala380Thr]+[=]
11 Ataxia, debilitat muscular, atrofia cerebel-lar (Montero 2009) normal {CIHII, VCIIH+IIT 0,6* 2 0,04 0,63 NT
Ataxia, retard psicomotor, mioclonies, atrofia cerebel- lar " NT
- 12 (Schedin 1998) normal ND 18 ND 0,09 0,77
g 13 ?;Z)él)a, retard psicomotor, mioclonies, atrofia cerebel:lar (Schedin normal ND 0.9+ ND 0,07 0,55 NT
&)
14 Ataxia, retard psicomotor, epilépsia, convulsions (Schedin 1998) normal normal 1,8% 1,6 0,08 0,78 NT
Atrofia cerebel-lar, maldestresa, caigudes freqlients, nistagme % NT
15 (Montero 2009) ND normal 1,2 7,9 0,14 1,05
16 Hepatopatia, acidosis lactica i metabolica, 78% deplecié ADNmt normal LCII+IIT 1 1,6 0,15 0,70 NT
17 Retard psicomotor, cetosis i acidosis lactica ND ND 09 ND 0,12 0,82 NT
18 Ataxia, sindrome cerebel-lar ND LCIHIII, LCIIHII, 1,1% 3,8 0,14 0,91 ND
- 19 Retard psicomotor, mioclonies, lactat i alanina elevats, hipoplasia del ND JCIHIIL, LCIIHII, 2.9+ 12 0.18 1,01 ND
corpus callossum {CIV
(,5 20 Zl;i),gtastla amb intolerancia al exercici, lactat i ratio lactat/piruvat normal LCIIL LCII 1,3% ND 0.12 0,96 ND
21 Eetard psicomotor, atrofia cerebel-lar, hipotonia, ataxia, cardiopatia ND mul.t}ple.s 28% 13 0.11 0.86 ND
ipertrofica deficiéncies
2 (l;etard p§1comot9r, ataxila, epllepsm, atroﬁa'de ce.rebel. Posteriorment ND ND 16 ND 0.12 0,65 ND
iagnosticat de lipofucsinosis neuronal ceroidea tipus 2
23 Retard psicomotor, convulsions, atrofia cerebel- lar, epilepsia ND {CI 1,1 ND 0,09 0,64 ND
2 24 asimptomatic ND ND 4.9% ND 0,16 0,84 NT
E =
5] K . COQ4
a *
25 asimptomatic ND ND 5,2 ND 0,16 1,02 p.[Glu161 Asp]+[=]
Valor control (mitjana+2SD): 2,4 (2,0-2,8) 5,4(2,7-8,5) | 0,13(0,09-0,17) | 0,94 (0,84-1,0)
n=numero de controls: n=66 n=37 n=13 n=13

Taula 19. Biosintesis de CoQ10 en pacients amb deficiéncia de CoQ10 en muscul i/o fibroblasts. Grup 1: pacients amb una ola mutacié en un dels gens COQ. Grup 2: pacients amb bona resposta
clinica al tractament amb CoQ10. Grup 3: pacients amb clara deficiencia de CoQ10 en fibroblasts, sense estudi mutacional ni resposta a tractament documentada. La biosintesi de CoQ10 s’ha evaluat

quantificant el corresponent CoQ10 marcat (nmol/UCS). Els resultats alterats estan destacats en negreta. Cada valor individual correspon a la mitjana de, almenys, un duplicat.
* Determinat per HPLC seguint la metodologia descrita (Teshima 2005). ND: no determinat; NT: no trobat.
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Per altra banda, els resultats obtinguts pels pacient 17 1 22 no varen ser concloents ja
que usant PHB-*C6 com a substrat, la quantitat de CoQ;( sintetitzat estava dins la
normalitat, perd amb Meva-3H2, la biosintesi era deficient. Probablement, la lleugera
deficiéncia observada en el pacient 17 no resulti ser significativa, podent tractar-se
d’una deficiéncia secundaria de CoQjo derivada d’una altra patologia. El pacient 22
correspon a una nena que posteriorment a aquest estudi va ser diagnosticada de
lipofucsinosi neuronal ceroidea tipus 2 (OMIM#204500), un desordre neurodegeneratiu
caracteritzat per 1’acumulaci6 de lipopigment en diferents patrons, perd es desconeix el
mecanisme que ho causa. Esta descrit que els pacients efectes d’aquesta patologia
acumulen formes de dolicol (Cho 2005), un producte secundari de la via del mevalonat;
I’addici6 de subtrat Meva-"H, podria contribuir afavorint la sintesi de dolicol, cosa que
explicaria la deficient sintesi de CoQjo observada en els nostres estudis. Tot i aixo, la

relacié d’aquesta malaltia i la deficiéncia de CoQ;o no s’ha descrit préviament.

4.3.4 Analisi d’intermediaris de la via acumulats

L’analisi de possibles intermediaris acumulats de la via de biosintesis es va iniciar

basant-nos en el treball publicat per Henneman i col. (2011).

A part de la quantificacié del CoQ;¢ marcat sintetitzat, els fibroblasts del pacient 1 (amb
una mutacié en homozigosis del gen COQ?2) es varen analitzar de nou per tal de detectar
possibles intermediaris de la via acumulats. Es va poder quantificar un pic corresponent
a farnesil piro-fosfat (FPP) que no es detectava en el control (Figura 27). Aquests
substrat acumulat és una conseqiiéncia directa de la mutacidé en el gen COQ2, que

bloqueja la via en aquest punt.

Aquests resultats obren una nova linia d’investigacio per tal de determinar I’acimul de
substrats en pacients amb una via de biosintesi de CoQ ;¢ deficient que ens acostaria cap

al punt on la via esta truncada.
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Figura 27. Quantifiacié per HPLC-MS/MS d’intermediaris de la via de sintesi de CoQ;
IS (estandard intern). (A) Analisi de solucions estandard de isopentenil-PP (IPP), geranil-
PP (GPP) i farnesil-PP (FPP). (B) Analisi d’intermediaris acumulats en fibroblasts
cultivats del pacient 1. (C) No s’observen intermediaris acumulats en fibroblasts cultivats

del pacient control.

4.3.5 Consideracions per D’estudi de la via de biosintesi de CoQjo en

fibroblasts

Tot 1 que, tal 1 com s’ha vist en els resultats obtinguts, s’ha pogut posar a punt una
tecnica que permet discriminar entre defectes primaris i secundaris de CoQ, cal tenir
en compte que els intervals de referéncia es podrien ajustar millor si es disposés de

biopsies de pell procedents de pacients sans.

Aquesta técnica permet detectar deficiencies primaries de CoQo en pacients candidats.
Aix0 permet aplicar un tractament més acurat i, per tant, millora significativament la

clinica dels pacients.
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4.4 Protocol diagnostic per a l’estudi de pacients amb sospita de malaltia

mitocondrial

L’experieéncia adquirida al llarg del desenvolupament d’aquest traball ha contribuit a
dissenyar un protocol d’estudi dels pacients amb sospita de malaltia mitocondrial
(defectes en la CRM 1 de CoQ) entre I’Hospital Sant Joan de Déu (HSJD) i la Seccio
d’Errors congenits del metabolisme (Hospital Clinic de Barcelona). Donada la
heterogeneitat bioquimica dels pacients, aquest protocol d’estudi te 1’objectiu de
facilitar i/o acotar el diagnostic en pacients amb sospita de malaltia mitocondrial i/o

defecte de CoQo (Figura 28).
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Figura 28. Protocol d’estudi dels pacients amb sospita de defecte en el sistema OXPHOS i defectes de CoQ
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5. CONCLUSIONS

1) S’ha implementat, a la Seccido d’Errors Congeénits del metabolisme (Hospital Clinic
de Barcelona) una actualitzaci6 metodologica per a I’estudi de les activitats dels
enzims que formen la cadena respiratoria mitocondrial (CRM). Aquests nous
metodes han millorat considerablement 1’estudi tant en teixit muscular com en

fibroblasts cultivats obtinguts a partir de biopsia de pell.

2) Els aspectes més critics de la mesura dels enzims de la CRM eren la reproducibilitat
en la determinacié del complex I i el complex III aillats i la linearitat en la
determinacio de I’activitat del complex IV, 1 després de 1’adaptacié metodologica

s’ha millorat notablement la seva qualitat analitica.

3) L’estudi de la CRM s’ha implementat homogéniament en 7 centres de diagnostic
espanyols mitjangant la creacié d’una xarxa espanyola per a I’estudi d’aquests
enzims, amb ’objectiu de compartir experiéncia i facilitar el treball en equip per a

uns diagnostics mes acurats.

4) S’ha establert ’elecroforesis en Blue Native-gel com a técnica complementaria dels
estudis espectrofotometrics dels enzims de CRM, millorant significativament el
rendiment diagnostic en els pacients estudiats i1 el coneixement dels mecanismes de

malaltia en alguns casos.

5) La técnica del Blue Native-gel permet dur a terme 1’estudi de 1’activitat ATPasa del
complex V, tant en teixit muscular com en fibroblats, i1 I’activitat del complex I en
fibroblats, les quals no es poden determinar mitjancant técniques

espectrofotometriques.

6) Els canvis aplicats i la implementacio de la técnica de Blue Native-gel han permes

millorar notablement el rendiment diagnostic dels pacients estudiats.

7) Aquestes millores metodologiques han jugat un paper essencial en ’estudi de
determinats pacients, com ara la descripci6 per primera vegada de la deficiéncia de
LIPT1 o la descripcio d’algunes caracteristiques especials en pacients amb alteracio

de la proteina NFUI.
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8) L’estudi de la via de sintesi de CoQo en fibroblasts cultivats mitjancant substrats
marcats permet detectar 1 discriminar entre deficiéncies primaries i secundaries de

CoQo.

9) La posta a punt i millora del pocediment de mesura de les actvitats de la CRM, junt
amb els estudis mitjancant la técnica de Blue Native-gel i I'estudi de la via de
biosintesis endogena de CoQ;o han millorat significativament la qualitat analitica i el
diagnostic en pacients amb sospita de malaltia mitocondrial en general i/o

deficiéncia de CoQp en particular.

10) L’experiéncia adquirida ha permes dissenyar i establir un protocol d’estudi dels
pacients amb sospita de malaltia mitocondrial (defectes en la CRM 1 de CoQ) entre
I’Hospital Sant Joan de Déu (HSJD) i la Seccié d’Errors congénits del metabolisme

(Hospital Clinic de Barcelona).
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Abstract

Primary coenzyme Q4 (CoQ,) deficiencies are associated with mutations in genes encoding
enzymes important for its biosynthesis and patients are responsive to CoQ, supplementation. Early
treatment allows better prognosis of the disease and therefore, early diagnosis is desirable. The
complex phenotype and genotype and the frequent secondary CoQ,, deficiencies make it difficult to
achieve a definitive diagnosis by direct quantification of CoQ,,. We developed a non-radioactive
methodology for the quantification of CoQ,, biosynthesis in fibroblasts that allows the identification
of primary deficiencies. Fibroblasts were incubated 72 h with 28 pmol/L *H;-mevalonate or

1.65 mmol/L *C¢-p-hydroxybenzoate. The newly synthesized *Hs- and **C¢- labelled CoQ;, were
analysed by high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. The mean and
the reference range for *C¢-CoQypand *H;-CoQy, biosynthesis were 0.97 (0.83-1.1) and 0.13 (0.09—
0.17) nmol/Unit of citrate synthase, respectively. We validated the methodology through the study
of one patient with COQ2 mutations and six patients with CoQ., deficiency secondary to other
inborn errors of metabolism. Afterwards we investigated 16 patients’ fibroblasts and nine showed
decreased CoQ;, biosynthesis. Therefore, the next step is to study the COQ genes in order to reach a
definitive diagnosis in these nine patients. In the patients with normal rates the deficiency is
probably secondary. In conclusion, we have developed a non-invasive non-radioactive method
suitable for the detection of defects in CoQ.4 biosynthesis, which offers a good tool for the
stratification of patients with these treatable mitochondrial diseases.
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Spanish network for the standardization of clinical diagnosis of human mitochondrial

respiratory chain defects.
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Abstract

Quantification of mitochondrial respiratory chain (MRC) enzymatic activities is essential for diagnosis
of mitochondrial diseases, for toxicological assays and for the research in the mitochondrial basis of
physiologic or pathological processes. Seven Spanish mitochondrial research and diagnostic centres
set up and standardized common protocols for spectrophotometric MRC enzymatic assay
measurements using minute amounts of sample. Detailed protocols, reference ranges obtained in
different human tissues together with experimental differences with respect to previously reported
methods are presented herein to improve experimental variability and statistical result robustness.
We summarize our networking experience to achieve sensitive, specific, standardized and validated
methods for MRC enzyme diagnostic and research measurement.

Keywords

Mitochondrial respiratory chain, enzyme activity, standardization, diagnosis, muscle homogenate,
mitochondrial disease
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