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RESUM

L’hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1, també coneguda com a
deficiéncia combinada de la fosforilacié oxidativa de tipus 1 (COXPD1), és una
malaltia mitocondrial recessiva causada per mutacions al gen nuclear que codifica el
factor d’elongacié de la traduccié mitocondrial G1 (EFG1). Els pacients solen
manifestar una greu encefalopatia lligada sovint a insuficiéncia hepatica, d’aparicié
neonatal i progressid rapida, que normalment desencadena la mort durant les

primeres setmanes o anys de vida.

Fins ara, I'estudi de la COXPD1 s’ha dut a terme principalment sobre models in vitro
(linies cel-lulars i biopsies derivades de pacients). Tot i que aquests son altament
Gtils, la manca d’'un model animal apropiat ha representat fins I'actualitat una limitacio
important per tal d’aprofundir en la fisiopatologia de la malaltia i testar potencials

aproximacions terapéutiques.

En aquest treball s’han generat dos al-lels mutants per a el gen Gfm7 muri: un al-lel
knock-in (K1) amb la mutaci6 antisentit p.R671C, identificada en almenys 10 pacients
que han sobreviscut més d’un any, i un al-lel knock-out (KO). Aquests han permés
obtenir el model de ratoli homozigot Kl (Gfm1R671C/R671C) j I'heterozigot compost
KI/KO (Gfm1R671CF),

La mutaci6 KO en homozigosi va resultar letal durant el desenvolupament
embrionari, mentre que els ratolins Gfm1R671C/R671C yan ser viables i mostraren un
creixement normal. La mutacié p.R671C va comportar una reduccié drastica de la
quantitat de proteina EFG1 mitocondrial a tots els teixits estudiats, causant als
ratolins Gfm1R671C/R671C yna reduccié de la taxa de traduccié mitocondrial i de
l'activitat del complex IV (CIV) de la cadena respiratoria (RC) en fetge a les 6
setmanes d’edat. L’afectacid de la traduccié mitocondrial es va mantenir a les 50

setmanes d’edat, pero va deixar d’observar-se I'afectacié del CIV.

El model Gfim1R677¢~ amb supervivencia normal almenys fins les 80 setmanes
d’edat, va manifestar una reduccié d’EFG1 més pronunciada en mitocondris de fetge
i cervell en comparacié amb els ratolins Gfm1R671C/R671C_ En conseqliéncia, els

animals Gfm1R671C~ de 8 i 30 setmanes d’'edat van experimentar una disminucio
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significativa de la traduccié mitocondrial de novo als dos teixits diana que, al seu torn,
va donar lloc a una disfuncié clara del sistema OXPHOS: nivells inferiors dels
complexos | i IV acoblats, amb la reduccié subsegiient de les seues activitats
enzimatiques. Malgrat aixd, als ratolins Gfm1R677C~ no es va detectar cap alteracié
patologica a nivell hepatic o neuromuscular associada al fenotip COXPD molecular.
A més a més, es van observar increments dels nivells de mitoriboproteines i d’ ARNmt
al fetge i cervell d’aquest model muri, que podrien ser indicatius de mecanismes

moleculars de resposta possiblement compensatoris davant el deficit d’'EFG1.

D’altra banda, actualment no existeix una cura per a la COPXD1, i la naturalesa de
la malaltia (monogénica, autosdmica i recessiva) situa la terapia génica com a una
possible estratégia apropiada per al seu tractament. Al segon bloc de la tesi es va
iniciar un estudi preclinic de terapia genica utilitzant vectors adenoassociats (rAAV)
per introduir una copia correcta del gen GFM7 huma als ratolins Gfm1R677¢~ Una
Unica injeccioé intravenosa d’'un vector AAV9 amb la seqliéncia codificant de GFM1
sota el control del promotor de I'alfa-1-antitripsina humana, d’expressié hepatica,
(ssAAVI9-hAAT-GFM1) en ratolins Gfm1R671¢/ de 6 setmanes d’edat (5-10'2 gv/kg),
va donar lloc a una recuperacio parcial de la quantitat ’'EFG1 mitocondrial al fetge
a les 4 setmanes del tractament. Addicionalment, va restituir els nivells dels
complexos | i IV acoblats i de les seues activitats enzimatiques al teixit diana,

demostrant la funcionalitat de 'EFG1 codificada pel gen terapéutic.

Per tant, a partir del treball realitzat en aquesta tesi s’ha obtingut el ratoli Gfm1R677¢+
amb un fenotip molecular disfuncional (afectacié de la traduccié mitocondrial i
deficiéncia combinada del sistema OXPHOS). Tot i que el model no reprodueix el
fenotip clinic de la malaltia, les clares disfuncions moleculars que presenta el situen
com a un bon model animal de la COXPD1. A més a més, els resultats de I'estratégia
preclinica investigada mostren que I'is de rAAV per proveir de la versié correcta del
gen GFM1 aconsegueix recuperar la funci6 d’EFG1 de forma eficag, apuntant a la
terapia geénica com una estrategia factible i prometedora per al tractament de la
COXPD1.
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RESUMEN

La hepatoncefalopatia debida a mutaciones en GFM1, también conocida como
deficiencia combinada de la fosforilacion oxidativa de tipo | (COXPD1), es una
enfermedad mitocondrial recesiva causada por mutaciones en el gen nuclear que
codifica el factor de elongaciéon de la traduccion mitocondrial G1 (EFG1). Los
pacientes suelen manifestar una encefalopatia grave, combinada a menudo con
insuficiencia hepatica, de aparicion neonatal y progresion rapida, que normalmente

desencadena la muerte durante las primeras semanas o afios de vida.

Hasta la fecha, el estudio de la COXPD1 se ha llevado a cabo principalmente sobre
modelos in vitro (lineas celulares y biopsias derivadas de pacientes). Aunque estos
son de gran utilidad, la falta de un modelo animal apropiado ha representado hasta
ahora una limitacion importante para poder profundizar en la fisiopatologia de la

enfermedad y testar potenciales aproximaciones terapéuticas.

En este trabajo se han generado dos alelos mutantes para el gen Gfm1 murino: un
alelo knock-in (KI) con la mutacién antisentido p.R671C, identificada al menos en 10
pacientes que han sobrevivido mas de un afio, y un alelo knock-out (KO). Estos han
permitido obtener el modelo de raton homocigoto Kl (Gfm1R671C/R67IC) y gl

heterocigoto compuesto KI/KO (Gfm1R671CA),

La mutacion KO en homocigosis resulté letal durante el desarrollo embrionario,
mientras que los ratones Gfm1R671C/R671C fyeron viables y mostraron un crecimiento
normal. La mutacién p.R671C dio lugar a una reduccion drastica de la cantidad de
proteina EFG1 mitocondrial en todos los tejidos estudiados, causando en los ratones
Gfm1R671C/R671C yna reduccion de la tasa de traduccién mitocondrial y de la actividad
del complejo IV (CIV) de la cadena respiratoria (RC) en higado a las 6 semanas de
edad. La afectacién de la traduccion mitocondrial se mantuvo a las 50 semanas de

edad, pero dej6 de observar-se la afectacion del CIV.

El modelo Gim1R671C~ con supervivencia normal al menos hasta las 80 semanas de
edad, manifestéd una reduccion de EFG1 mas pronunciada en mitocondrias de
higado y cerebro en comparacién con los ratones Gfm1R671C/R671C_En consecuencia,

los animales Gfm1R677¢/ de 8 y 30 semanas de edad experimentaron una
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disminucién significativa de la traducciéon mitocondrial de novo en los tejidos diana,
que, a su vez, dio lugar a una disfuncién clara del sistema OXPHOS: niveles
inferiores de los complejos | y IV ensamblados, junto con la reduccion consiguiente
de sus actividades enzimaticas. A pesar de esto, en los ratones Gfm1R671¢/ no se
detectd ninguna alteracion patoldgica a nivel hepatico o neuromuscular asociada al
fenotipo COXPD molecular. Ademas, se observaron incrementos de los niveles de
mitoriboproteinas y de ARNmt en el higado y cerebro de este modelo de ratén, los
cuales podrian ser indicativos de mecanismos moleculares de respuesta

posiblemente compensatorios ante el déficit de EFG1.

Por otra parte, actualmente no existe una cura para la COXPD1, y la naturaleza de
la enfermedad (monogénica, autosémica y recesiva) situa la terapia génica como
una posible estrategia apropiada para su tratamiento. En el segundo bloque de la
tesis se inici6 un estudio preclinico de terapia génica utilizando vectores
adenoasociados (rAAV) para introducir una copia correcta del gen GFM1 humano
en los ratones Gfm1R677C~ Una Unica inyeccion intravenosa de un AAV9 con la
secuencia de GFM1 bajo el control del promotor de la alfa-1-antitripsina humana, de
expresion hepatica, (ssAAV9-hAAT-GFM1) en ratones Gfm1R671¢/ de 6 semanas de
edad (5:10'2 gv/kg), dio lugar a una recuperacion parcial de la cantidad de EFG1
mitocondrial en el higado a las 4 semanas del tratamiento. Asimismo, se restituyeron
los niveles de los complejos | y IV ensamblados y de sus actividades enzimaticas en
el tejido diana, demostrando la funcionalidad de la proteina EFG1 codificada por el

gen terapéutico.

Por lo tanto, a partir del trabajo realizado en esta tesis se ha obtenido el ratén
Gfm1R671C~ con un fenotipo molecular disfuncional (afectacion de la traduccion
mitocondrial y deficiencia combinada del sistema OXPHOS). Aunque el modelo no
reproduce el fenotipo clinico de la enfermedad, las claras alteraciones moleculares
que presenta lo sitlan como un buen modelo animal de la COXPD1. Ademas, los
resultados de la estrategia preclinica investigada muestran que el uso de rAAV para
proveer de la versién correcta del gen GFM1 consigue recuperar la funciéon de EFG1
de forma eficaz, apuntando a la terapia génica como una estrategia factible y

prometedora para el tratamiento de la COXPD1.
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ABSTRACT

The hepatoencephalopathy due to mutations in GFM1, also known as combined
oxidative phosphorylation deficiency type | (COXPD1) is a recessive mitochondrial
disease caused by mutations in the nuclear gene encoding the mitochondrial
translation elongation factor G1 (EFG1). Patients with COXPD1 usually develop a
severe encephalopathy, sometimes combined with liver failure, with neonatal onset
and rapid progression that normally leads to death during the first weeks or years of

life.

The study of COXPD1 has been so far performed mainly using in vitro models (cell
lines and patient-derived biopsies). Although these experimental tools are useful, the
lack of a suitable animal model has represented an important limitation to delve into

the disease physiopathology and test potential therapeutic approaches.

We have generated two mutant alleles for the Gfm1 murine gene: a knock-in allele
(KI) harbouring the missense mutation p.R671C found in at least ten patients that
survived more than one year, and a Gfm1 knock-out allele (KO). These alleles
allowed us to obtain homozygous Kl (Gfm1R671C/R671C) and compound heterozygous
KI/KO (Gfm1R671¢+) mice.

The homozygous KO mutation was embryonically lethal, whereas Gfm1R671C/R671C
mice were viable and showed normal growth. The p.R671C mutation entailed a
drastic reduction of EFG1 mitochondrial protein levels in every analysed tissue,
causing a decrease of the mitochondrial translation rate and the respiratory chain
(RC) complex IV (CIV) enzyme activity in liver of 6-week-old Gfm1R671C/R671C mice. At
50 weeks of age, the mitochondrial translation was similarly reduced but CIV

deficiency was no longer observed.

The Gfm1R671% mouse model, which showed normal survival at least until 80 weeks
of age, experienced a more pronounced decrease of EFG1 protein levels in liver and
brain mitochondria, as compared with the Gfm1R671C/R671C mice. Consequently, 8 and
30-week-old Gfm1R671C/R671C animals developed a significant reduction of the
mitochondrial translation rate in both tissues which, in turn, caused a clear OXPHOS

system dysfunction: reduced levels of the assembled complexes | and IV, together
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with the consequent decrease of their enzymatic activities. Nevertheless, no
neuromuscular or hepatic alterations were detected in association with the molecular
COXPD phenotype in Gfm1R677¢* mice. Moreover, the increase of mitoriboproteins
and mtARN levels in liver and brain from this mouse model could be part of molecular

response mechanisms promoted to compensate the EFG1 depletion.

On the other hand, there is no currently available cure for COXPD1, and the nature
of the disease (monogenic, autosomal and recessive) makes it a good candidate to
be treated with gene therapy. In the second part of the thesis we initiated a preclinical
gene therapy study using adeno-associated viral vectors (rAAV) to introduce the
correct copy of the human GFM1 gene into Gim1R677C~ mice. A single intravenous
injection of an AAV9 carrying the GFM1 coding sequence under the control of the
human alpha-1-antitripsin hepatic promoter (ssAAV9-ApoE-hAAT-GFM1) on 6-week-
old Gfm1R671¢/ mice (5-102 vg/kg) partially recovered the mitochondrial EFG1 levels
four weeks after treatment. Additionally, the treatment restored the levels of
assembled complexes | and IV and their enzymatic activities in the target tissue,

demonstrating the functionality of the EFG1 encoded by the therapeutic gene.

Therefore, from the work performed in this thesis we obtained the Gfm1R577¢~ mouse
showing a dysfunctional molecular phenotype (impaired mitochondrial translation and
combined OXPHOS deficiency). Although our model does not recapitulate the clinical
phenotype of the disease, the clear molecular alterations observed in the Gfm1R671¢~
mouse make it a suitable animal model for COXPD1. Moreover, the results of our
gene therapy study show that using rAAV to provide the correct version of the GFM1
gene results in the restoration of the EFG1 function, pointing to gene therapy as a

feasible and promising strategy for the treatment of COXPD1.
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AAV Virus adenoassociat

Ad Adenovirus

ADNc ADN codificant

ADNmt ADN mitocondrial

ADNnN ADN nuclear

ADP Adenosina difosfat

ALT Alanina aminotransferasa

ApoE Apolipoproteina E

ARNcr ARN de CRISPR

ARNg ARN guia

ARNmM ARN missatger

ARNmt ARN mitocondrial

ARNr ARN ribosdmic

ARNt ARN de transferéncia

ARNtracr ARN trans-activador de CRISPR

AST Aspartat aminotransferasa

ATP Adenosina trifosfat

BN-PAGE Electroforesi en gel de poliacrilamida de tipus Blue Native
BSA Albumina sérica bovina

Cl Complex | de la CTE (NADH deshidrogenasa)

Cll Complex Il de la CTE (succinat deshidrogenasa)

Clil Complex Il de la CTE (coenzim Q/citocrom c reductasa)
CIv Complex IV de la CTE (citocrom c oxidasa, COX)

CNS Sistema nerviés central

COXPD Deficiéncia combinada de la fosforilacié oxidativa
COXPD1 Deficiencia combinada de la fosforilacié oxidativa de tipus |

(hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1)

(O] Citrat sintasa

CTE Cadena de transport d’electrons

cv Complex V (ATP sintasa)

dsADN ADN bicatenari

EFG1 Factor d'elongacié de la traduccié mitocondrial G1
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EFG2
EFTs
EFTu
EMA
EMMA
FDA
GDP
Gfm1
GFM1
GTP
gv
hAAT
HBB2
HDR
HE
HET
iPSCs
ISR
ITR
iv.
kb
kDa
K
KI/KO
KO
LDH
LSU
LV
MRPL
MRPs
MRPS
NAbs

Factor 2 de reciclatge del mitoribosoma depenent de GTP
Factor d'elongacio de la traduccié mitocondrial Ts
Factor d'elongacié de la traduccié mitocondrial Tu
Ageéncia europea del medicament

Arxiu europeu de ratolins mutants

Ageéncia americana del medicament

Guanosina difosfat

Gen de ratoli que codifica a EFG1

Gen huma que codifica a EFG1

Guanosina trifosfat

Genomes de vector AAV

Promotor de I'a-1-antitrispsina humana

Subunitat beta-2 de 'hemoglobina
Reparacio dirigida per homologia

Tincié hematoxilina eosina

Ratoli heterozigot knock-in (Gfm1R671C/)
Cél-lules mare pluripotents induides

Resposta integrada a l'estrés

Repeticions terminals invertides

Administracio intravenosa

Kilobases

Kilodaltons

Knock-in

Ratoli heterozigot compost knock-in knock-out (Gfm1R671¢~)
Knock-out

Lactat deshidrogenasa

Subunitat gran del mitoribosoma (39S)

Lentivirus

Mitoriboproteina de la LSU

Mitoriboproteines

Mitoriboproteina de la SSU

Anticossos neutralitzants
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O/N
ORF
OXPHOS
PAS
pb
PBS
gPCR
rAAV
RC
RFLP
RMN
ROS
RQ
SCAAV
SDHA
SDS-PAGE
ssAAV
ssADN
SSuU

st

T/IA
TGs
UPR
VCN
VDACH1
WT

Coenzim dinucleotid de nicotinamida i adenina reduit
Unié d’extrems no homolegs

Non-Sense Mediated mRNA Decay

Durant la nit

Pauta oberta de lectura

Fosforilacié oxidativa

Tincidé d’acid periodic de Schiff

Parells de bases

Tamp¢ fosfat sali

PCR quantitativa a temps real

Vector adenoassociat recombinant

Cadena respiratoria

Fragments de restriccio de longitud polimorfica
Ressonancia magnética nuclear

Espécies reactives d’oxigen

Quantitat relativa

AAV amb genoma autocomplementari

Abreviacions |

Subunitat flavoproteina A del complex succinat deshidrogenasa

Electroforesi en gel de poliacrilamida amb dodecilsulfat sodic

AAV amb genoma de simple cadena

ADN de cadena simple

Subunitat petita del mitoribosoma (28S)

Setmanes d’edat

Temperatura ambient

Triglicérids

Resposta a proteines plegades erroniament
Numero de copies de vector

Proteina 1 del canal d'anions depenent de voltatge
Wild-type
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2.1. Malalties mitocondrials

Les malalties mitocondrials constitueixen un grup important de desordres causats
per la disfuncié de la cadena de transport d’electrons (CTE) (o cadena respiratoria,
RC) i de la fosforilacié oxidativa (OXPHOS) dels mitocondris. Presenten associat un
fenotip clinic altament heterogeni, tot i que els teixits i drgans més afectats solen ser
aquells que tenen un major requeriment energétic. La simptomatologia pot
manifestar-se aviat durant I'etapa post natal, la infantesa o en edats més avancgades,
amb afectacio aillada d’un teixit o alteracido multisistéemica’. Es tracta d’'un grup de
malalties minoritaries amb una prevalenga mitjana en nens de ~4,7 per cada 100.000
i en adults de ~12,5 per cada 100.00023.

2.1.1. El mitocondri i el sistema OXPHOS

El mitocondri és un organul clau en la produccié d’energia que esta present al
citoplasma de practicament totes les cél-lules eucariotes. A nivell estructural consta
de quatre compartiments: la membrana externa, I'espai intermembrana, la
membrana interna i la matriu mitocondrial. Esta implicat en diferents funcions
cel-lulars, com 'oxidacié del piruvat, el cicle de Krebs, el metabolisme d’aminoacids,
I'oxidacio dels acids grassos, 'homeostasi del calci, la biosintesi de grups hemo i
centres Fe-S, I'apoptosi i el més important: la generacioé d’energia en forma d’ATP
(adenosina trifosfat) a través de la CTE i TOXPHOS*.

El sistema OXPHOS es localitza a la membrana mitocondrial interna i el conformen
cinc complexos multiproteics: el complex | (ClI, NADH deshidrogenasa), el complex
Il (Cll, succinat deshidrogenasa), el complex Il (CIll, coenzim Q/citocrom c-

reductasa), el complex IV (CIV, citocrom ¢ oxidasa) i el complex V (CV, ATP sintasa).

La sintesi d’ATP requereix de la coordinacié de dos processos. D’'una banda, els
complexos I, II, Il i IV de la CTE catalitzen la transferéncia d’electrons provinents del
NADH i FADH: a través d’'una série de reaccions d’oxido-reduccio fins combinar-se
amb l'oxigen molecular i donar lloc a aigua. D’altra banda, aquest flux d’electrons
s’acobla al bombeig de protons a través de la membrana interna des de la matriu

mitocondrial fins I'espai intermembrana en contra del gradient electroquimic. El
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gradient de protons generat entre els dos compartiments és aprofitat per part de
'ATP sintasa (CV), que produeix ATP mitjangant la fosforilaci6 de 'ADP en una
reaccio acoblada al retorn de protons a favor de gradient cap a la matriu mitocondrial*
(Figura 2.1A).

A Nucli

\\\%;%%# ADNE///

N ————

Citoplasma
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-:Ete:,ai;‘:.........'........‘...'....'..............‘ @% ::::::
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Figura 2.1. Sistema OXPHOS i ADNmt. (A) Els complexos del sistema de fosforilacié oxidativa
(sistema OXPHOS) es localitzen a la membrana mitocondrial interna on conformen la cadena de
transport d’electrons (CTE), més el complex V. Aquesta genera un gradient electroquimic de protons
utilitzat per la sintesi d’ATP. Quatre dels cinc complexos multiproteics (CI, Clll, CIV i CV) estan
compostos per subunitats codificades a 'ADNn i a TADNmt, mentre que el CIl consta sols de
subunitats codificades a ’ADNn. (B) Les molécules d’ADN mitocondrial (ADNmt), circulars i de doble
cadena, contenen 37 gens dels quals: 13 codifiquen subunitats del sistema OXPHQOS, 2 codifiquen
els ARN ribosomics mitocondrials (ARNr-mt) i 22 codifiquen els ARN de transferéncia mitocondrials

(ARNt-mt). Figura inspirada en 45.
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2.1.2. Geneética de les malalties mitocondrials

Les malalties mitocondrials poden ser d’heréncia materna, autosomica o associades
al cromosoma X. Aquesta variabilitat genética ve donada pel control dual dels

mitocondris per part dels genomes nuclear i mitocondrial.

El mitocondri, fruit del seu origen endosimbidtic®, és I'tinic organul cel-lular (junt amb
els plastos, en cél-lules vegetals) que, a part del nucli, conté el seu propi material
genétic o ADN mitocondrial (ADNmt) i la seua propia maquinaria per al manteniment
i replicacié de ’TADNmt, sintesi d’ARN i traduccié a proteines. El genoma mitocondrial
consisteix en un nombre variable de molécules d’ADN circulars de doble cadena que
s’agrupen i empaqueten en nucleoids. En humans, cada molécula d ADNmt té una
mida de 16.569 pb i conté 37 gens, dels quals 24 son necessaris per la traduccié
mitocondrial (2 ARN ribosomics, ARNr, i 22 ARN de transferéncia, ARNt) i 13
codifiqguen subunitats dels complexos OXPHOS: 7 subunitats del Cl, 1 subunitat del
Clll, 3 subunitats del CIV i 2 subunitats de 'ATP sintasa* (Figura 2.1B). El Cll és
I'tnic del sistema OXPHOS compost solament per subunitats codificades a ’ADNn’.
La quantitat de mitocondris per cél-lula i de copies d’ ADNmt per organul varia a cada
teixit i depen del requeriment energeétic que aquest presentié. De forma que alguns
autors han estimat que cada ceél-lula pot presentar entre centenars i milers de

mitocondris i cada mitocondri al seu torn 2-10 copies d’ADNmt°.

Les dues cadenes de 'ADNmt, que es coneixen com la cadena H (heavy, pesada) i
la cadena L (light, lleugera), codifiquen diferents gens mitocondrials i la seua
distribucié és molt asimétrica entre les dues. La cadena H conté la majoria de gens
(12 ARNm, 2 ARNr i 14 ARNt), mentre que la cadena L sols conté els gens que
codifiquen ND6 i 8 ARNt'?. A més, hi ha dues regions no codificants reguladores: el
D-loop (1.200 pb), que conté l'inici de la replicacié per a la cadena pesada (Ow) i els
promotors de la transcripcié per a les dues cadenes, i una segona regio petita (30

pb) que conté I'origen de replicacié per a la cadena lleugera (OL).

La genética mitocondrial és diferent de la mendeliana en tres aspectes generals. En
primer lloc, I'heréncia de mitocondris i ADNmt és materna tot i haver-se descrit

algunes excepcions on I’ADNmt patern es transmet a la descendéncia’'. D’altra
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banda, del total de molécules d’ ADNmt poden coexistir dintre d’'una cél-lula i/o dintre
d’'un mitocondri formes mutades i no mutades. Aquesta condicié coneguda com a
heteroplasmia pot resultar patogénica si el nombre de molécules amb mutacio
patogénica supera un cert llindar (que tendeix a ser inferior als teixits amb major
dependéncia del metabolisme oxidatiu). Finalment, la segregacié mitdtica dels
organuls té lloc a I'atzar i pot canviar la proporcié de molécules d’ADNmt mutants a
les cel-lules filles; si es supera un llindar de formes mutades en un teixit que
previament no estava afectat, el seu fenotip es pot alterar. A més a més, un altre tret
rellevant, comentat a l'apartat 2.1.6, és que el codi genétic mitocondrial presenta

variacions respecte del codi genétic universal'2.

A part dels productes d’expressio de ’ADNmt, la resta de proteines mitocondrials
que completen els complexos OXPHOS i/o que duen a terme funcions crucials a
lorganul (~1.500 proteines)'®, estan codificades a I'ADN nuclear (ADNn), es
tradueixen al citosol i s'importen als mitocondris 5. Per tant, és essencial que
existeixi una coordinacio estreta entre les maquinaries d’expressié génica a nivell
nuclear i mitocondrial que asseguri la sintesi, transport, localitzacié i acoblament de
totes les proteines mitocondrials, possibilitant la correcta biogénesi del sistema
OXPHOS®'¢ (Figura 2.2). Aixi doncs, les malalties mitocondrials i més concretament
els defectes en el sistema OXPHOS es poden dividir en dos grups segons si les

alteracions genétiques es donen a TADNmt o en gens nuclears (Taula 2.1)".

La majoria de les malalties mitocondrials descrites fins ara venen donades per
defectes en gens nuclears i es transmeten a la descendéncia d’acord amb la seua
localitzacié cromosOmica. La patologia pot ser causada per I'afectacié aillada d’'un
complex del sistema OXPHOS o per la disfuncié combinada de diversos complexos.
Aquesta segona situacio resulta normalment d’alteracions en el manteniment de

’ADNmt, en la traduccié mitocondrial o en I'import de proteines mitocondrials.
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Figura 2.2. Processos implicats en la traduccié mitocondrial i la biogénesi del sistema
OXPHOS. Nombroses proteines codificades a 'ADNn s’expressen al citosol i s'importen als
mitocondris per participar en: el manteniment i replicacié de ’TADNmt, la transcripcié de TADNmti la
traduccid mitocondrial (on s’inclouen proteines implicades en la maduracié i aminoacilacié dels
ARNt-mt, subunitats del mitoribosoma, proteines estabilitzadores i factors d'iniciacid, elongacio,
terminacié i de reciclatge del mitoribosoma). Altres proteines intervenen en la biogenesi i dinamica
de la membrana mitocondrial, 'import de proteines mitocondrials, el seu processament i control de
qualitat. Per la conformacié dels complexos OXPHOS les subunitats codificades a I’ADNn
s’importen i acoblen junt amb les codificades a TADNmt a la membrana interna mitocondrial. Entre
paréntesis i en color verd s’esmenten exemples de proteines implicades als diferents processos,
I'alteracié de les quals s’ha associat a malalties mitocondrials. Figura inspirada en 1819,
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Taula 2.1. Classificacio dels tipus d’alteracions genétiques causants de malalties
mitocondrials amb alteracié del sistema OXPHOS

Genoma Defectes o mutacions

Gens per la sintesi proteica (ARNr i ARNt)
ADNmt Gens que codifiquen subunitats OXPHOS
Delecions grans

Gens que codifiquen a subunitats OXPHOS

Factors d’acoblament dels complexos OXPHOS

Proteines implicades en el manteniment de TADNmt
ADNn Gens relacionats amb la traduccié mitocondrial

Enzims implicats en la biosintesi de lipids o cofactors

Gens implicats en la dinamica mitocondrial

Gens implicats en la biogénesi mitocondrial

Gens implicats en la detoxificacié mitocondrial

Taula adaptada de 7.

2.1.3. Import de les proteines mitocondrials codificades a TADNn

Les proteines codificades a 'ADNn que formen part del sistema OXPHOS o que
estan implicades en la seua biosintesi han de ser importades des del citosol als
mitocondris. Aquest procés és essencial per tal que en aquests organuls semi-
autonoms I'’ADNmt pugui replicar-se i expressar-se correctament (transcripcio i

traduccio mitocondrial).

A I'import i seleccié de les proteines mitocondrials codificades a 'ADNn participen
translocases localitzades a les membranes mitocondrials externa i interna’®. El
complex translocasa de la membrana externa (TOM) dona entrada a totes les pre-
proteines mitocondrials, i aquestes segueixen diferents rutes depenent de la
sequencia senyal que presentin: (a) acoblament a la membrana externa (mitjangant
el sorting and assembly machinery complex, SAM); (b) translocacié a l'espai
intermembrana per mitja del complex translocasa de la membrana interna
mitocondrial (TIM23) o per components de I'espai intermembrana; (c) import a la
matriu mitocondrial a través del canal TIM23; (d) insercié a la membrana interna per
mitja del complex TIM22 o TIM23. Després de la translocacié, la sequéncia senyal

s’elimina i les proteines es pleguen per exercir la seua funcio®.
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2.1.4. Replicaci6 i manteniment de CADNmt

La replicaciéo de TADNmt te lloc de forma continua en totes les cél-lules, estiguin o
no en divisid, i es regula per part d’'una maquinaria conformada per proteines
codificades a ’'ADNn. Per a la replicacié del genoma mitocondrial s’han proposat dos
models asincronics (1) linicial i més acceptat “desplagament de la cadena”, (2)
RITOLS, amb la intervencé de fragments d’ARN, i un sincronic (3) “acoblat a la
cadena”?. El mecanisme asincronic inicial sembla ser el dominant als mitocondris, a
partir de dos origens de replicacid unidireccionals i independents situats a les
cadenes pesada i lleugera (Ox i OL). No obstant aixd, possiblement coexisteix més
d’'un model a la replicacié de TADNmt huma i per exemple I'estratégia sincronica es
podria estimular quan es requereix augmentar rapidament el numero de copies
d’ADNmt2°,

A la maquinaria de replicacio del genoma mitocondrial destaquen ’ADN polimerasa
gamma (POLG), I'helicasa Twinkle i 'TARN polimerasa POLRMT. La proteina mtSSB
estimula aquests enzims i estabilitza la cadena lliure ADNmt rica en pirimidines,
diferents topoisomerases relaxen i estabilitzen TADNmt, i TADNmt lligasa Il participa

en el procés de reparacié del material genétic?'.

Al manteniment del genoma mitocondrial existeixen mecanismes per protegir
I’ADNmt, reparar-lo i proveir d’'un pool de nucleodtids. LADNmt es protegeix per
empaquetament en nucleoids, on coexisteixen les molécules d’ADNmt amb
proteines com mtSSB, Twinkle, POLG i el factor de transcripcié mitocondrial A
(TFAM). Tanmateix, hi ha multiples processos per reparar ’ADNmt, necessaris per
evitar 'acumulacio6 de defectes al genoma mitocondrial derivats de la seua alta taxa
de replicacié?>?3. El balang en els pools de deoxinucleosids trifosfat (dNTPs)
mitocondrials es regula a través de transportadors i enzims implicats en la seua

biosintesi, I'alteracié dels quals pot afectar I'eficiéncia i fidelitat de la replicacié?.

S’han descrit diferents malalties mitocondrials causades per alteracions en en gens
que afecten directament al mecanisme de replicacié (p. ex. POLG, POLG2 i TWNK
(Twinkle))?S i altres que estan implicats al metabolisme de dNTPs (p. ex. DGUOK,
TK2, TYMP i RRM2B)?**.
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2.1.5. Transcripcio de TADNmt

La transcripcid mitocondrial és un procés menys conegut que els anteriors, i que
també és catalitzat i regulat per proteines codificades a ’'ADNn. S'’inicia a partir de
tres regions promotores a ’ADNmt: dues a la cadena H (HSP1 i HSP2) i una a la
cadena L (LSP). La transcripcié a partir de HSP2 i LSP genera molécules
policistroniques que cobreixen practicament la totalitat de les dues cadenes H i L;

mentre que els ARN derivats del HSP1 contenen principalment els ARNr 12S i 16S.

La maquinaria basica de transcripcid consta de I'ARN polimerasa mitocondrial
(POLRMT) i els factors de transcripcio TFAM, TFB1M i TFB2M?%, tots tres requerits
per a I'inici del procés. A més, el factor de terminacié de la transcripci6 MTERF1 s’ha
vist implicat en diferents punts del procés, podent ser clau per la coordinacié de la
replicacio i transcripcié?’. Junt amb els factors de la mateixa familia MTERF2,
MTERF3 i MTERF4, participa en la regulacié dels nivells d ARNm mitocondrials per
tal de garantir la sintesi proteica®®. S’han identificat mutacions patogéniques en
TFAM associades amb insuficieéncia hepatica greu d’aparicié neonatal i deplecié de
FADNmt?8,

D’altra banda, existeix un conjunt de proteines implicades en la regulacié post-
transcripcional de I'expressi6. La RNasa P i RNasa Z (de ELAC2) tallen
respectivament els extrems 5’ i 3’ dels ARN policistronics. A la maduracié dels ARNt,
FATP(CTP):ARNt nucleotidil transferasa afegeix el triplet CCA a l'extrem 3’ i
'aminoacil ARNt sintetasa corresponent uneix I'aminoacid concret. La poli(A)-ARN
polimerasa (MTPAP) sintetitza la cua poli(A) als ARNm, es creen codons stop i
estabilitzen els transcrits. Proteines com LRPPRC exerceixen funcié de xaperona
sobre 'ARNm relaxant les estructures secundaries per tal de que aquest pugui ser
traduit?®. Tanmateix, mutacions en ELAC2, MTPAP i LRPPRC s’han vist associades

a malalties autosomiques recessives amb quadres clinics heterogenis?.
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2.1.6. Traduccio mitocondrial

El procés de sintesi de proteines codificades a 'TADNmt requereix d’'un conjunt
d’elements codificats al propi genoma mitocondrial (ARNr i ARNt) i majoritariament
a I'ADNn: mitoriboproteines (MRPs), factors d’acoblament del mitoribosoma,
aminoacil-ARNt sintetases, enzims implicats en la maduraci6 d’ARNt, i factors
d’iniciacié, elongacio, terminacié de la traduccié mitocondrial i reciclatge del
mitoribosoma’®:3%, Els elements implicats en la traduccié mitocondrial en mamifers
son diferents de les formes equivalents a la traduccié citosdlica i mantenen un grau

de similitud major amb els components de la sintesi proteica bacteriana3'-32.

La traduccioé en mitocondris la duen a terme els ribosomes propis d’aquest organul,
coneguts com a mitoribosomes. La forma acoblada (55S) esta formada per una
subunitat petita (SSU, 28S) i una subunitat gran (LSU, 39S). La SSU conté ’ARNr
12S i 30 proteines ribosomiques (MRPSs) i la LSU consta de 'ARNr 16S i 48
proteines ribosomiques (MRPLs)®3. El mitoribosoma acoblat disposa de tres llocs per
a la unié dels ARNt: el lloc acceptor o aminoacil (A), el pepdidil (P) i el de sortida (E).
No es segueix el codi genétic universal i s’utilitzen els codons de terminacié AGG i
AGA a part dels codons stop UAA i UAG; a més, el coddé UGA és de triptofan en
compte de ser codd stop'?. Altres trets distintius sén els ARNm policistronics sense
entructura cap 5’ o introns, ni regions no traduides®43%, la participacié de 22 ARNt en
compte de 31, la N-formilmetionina (fMet) com a primer aminoacid introduit i un

mateix ARNtMet per a les fases d’iniciacio i elongaciés®.

Tot i que resten per resoldre algunes incognites sobre el procés exacte, el model
més acceptat del mecanisme de traduccié mitocondrial (Figura 2.3) segueix, igual
que les traduccions citosolica i procariota, les fases d'iniciacio, elongacio, terminacié

i reciclatge del ribosoma®37, descrites a continuacio:

e Fase d’iniciacié. El primer pas per comencar la traduccid consisteix en la
formacié del complex d’iniciacid. Les dues subunitats del mitoribosoma (28S i
39S) es separen, permetent que el complex es formi®. Aquest consta de la
subunitat 28S, TARNm que es traduira, I'ARNtVMet-fMet (formilmetionina) i els

factors d’iniciacié MTIF2 i MTIF33°40, A continuacio s’incorpora ’ARNm gracies
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a MTIF3 que ajuda al correcte posicionament del codd d’inici al lloc P de la
subunitat 28S. Quan el codé d'inici esta present, 'ARNtVe-fMET s’uneix al primer
codé amb lajuda de MTIF2. Posteriorment, I'acoblament del mitoribosoma

estimula la dissociacio dels factors d’iniciacid, donant pas a la fase d’elongacié.

o Fase d’elongacié. El factor d’elongacié mtEFTu (EFTu, codificat per TUFM) unit
a GTP (EFTu-GTP) i un ARNt aminoacilat es col-loquen al lloc A del
mitoribosoma, catalitzant el correcte aparellament codd-anticodd. Tot seguit,
s’hidrolitza el GTP i 'EFTu-GDP surt del mitoribosoma. La SSU catalitza la
formacié d’'un enllag peptidic al polipepéptid que s’esta elongant i que es
transfereix al lloc A del ribosoma. A continuacio, el factor d’elongacié mtEFG1
(EFG1, codificat per GFM1) unit a GTP catalitza la translocacio6 del ribosoma, on
els ARNt dels llocs A i P es mouen als llocs P i E respectivament, de manera que
el peptidil-ARNt passa del lloc A al P, i 'ARNt lliure s’allibera del ribosoma*'.
Mentrestant, el factor mtEFTs (EFTs, codificat per TSFM) intervé en la
recuperacio de la forma activa de EFTu (EFTu-GTP), que ara ja pot unir un altre
aminoacil-ARNTt per incorporar-lo al procés d’elongacié. Aquests passos de la
fase d’elongacié es repeteixen fins que el mitoribosoma es troba un codé stop
(UAA, UAG, AGA o AGG) al lloc A.

o Fase de terminacié i reciclatge. El factor de terminaci6 MTRF1L reconeix el
codo stop. Llavors, uneix al mitoribosoma i indueix la hidrolisi de I'enllag peptidil-
ARNt en el lloc A, permetent que s’alliberi la proteina mitocondrial madura
recentment sintetitzada. Altres factors com MTRF1 i C120rf65 (MTRFR),
implicats en I'alliberament i estabilitzacié del mitoribosoma també son rellevants
en la fase de terminacié*?. Per ultim, els factors mitocondrials de reciclatge
MRRF i MRRF2 (mtEFG2 o EFG2) es transloquen al lloc A, induint I'alliberament
de FTARNm?®°.

A més, existeixen mecanismes que regulen la traduccié. L’expressio de les proteines
mitocondrials esta regulada per factors propis d’activacié, com LRPPRC, TACO1 i
MSS51, i cada ARNm té activador/s propis de traduccié*s. També s’ha descrit que
aquests factors activadors sols permeten la traduccié si s’assegura que I'acoblament

del producte tindra lloc de forma correcta“s.
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Figura 2.3. Traduccié mitocondrial en humans. El procés consta de quatre fases: iniciacio,
elongacio, terminacio, i reciclatge. A la fase d'’iniciacié te lloc 'acoblament de dos complexos de
pre-iniciacié. A la fase d’elongacid, un nou aminoacil-ARNt es transfereix al lloc A del mitoribosoma
per I'accié d’EFTu-GTP, que passa a EFTu-GDP; i EFTs recupera la forma EFTu-GTP. El peptidil
de 'ARNt al lloc P passa al lloc A, EFG1 uneix al mitoribosoma al lloc A i promou la seua translocacié
sobre ’ARNm, induint el moviment de 'aminoacil-ARNt i peptidil-ARNt als llocs P i E respectivament.
L’ARNt al lloc E s’allibera del monomer i el cicle continua fins que es completa el polipeptid i el codd
stop arriba al lloc A. MRRF i EFG2 promouen la separacié de les subunitats SSU i LSU del
mitoribosoma; MTIF3 es combina amb la SSU evitant la reassociacio prematura de les subunitats
gran i perita del mitoribosoma. Figura adaptada de 3'.
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2.1.7. Malalties causades per defectes en la traduccié mitocondrial

S’han descrit tant alteracions als gens mitocondrials anteriorment esmentats com
mutacions autosdmiques recessives en molts dels factors codificats per gens
nuclears, donant lloc a un ampli espectre de malalties i fenotips'®-3°. Normalment, les

malalties derivades de defectes en la traduccié mitocondrial donen lloc a deficiéncia
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combinada del sistema OXPHOS (COXPD), on almenys dos complexos es
presenten afectats. No obstant aixo, alteracions en factors activadors de la traduccié
o reguladors post-transcripcionals de I'expressié de TADNmt poden desestabilitzar
ARN mitocondrials donant lloc a defectes aillats d’enzims o complexos OXPHOS, tal

i com s’ha descrit en pacients amb mutacions en TACO17 i LRPPRC**45,

2.1.7.1. Defectes de traduccié mitocondrial deguts a mutacions a TADNmt

a. Mutacions als ARNt

Son 22 els ARNt codificats a TADNmt, i s’encarreguen principalment d’entregar els
aminoacids al polipéptid que esta sent sintetitzat durant la traduccié mitocondrial. La
primera mutacié patogénica en un ARNt es va descriure al gen que codifica
'ARNteu(UUR)* associat a miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosi lactica i
episodis similars a I'apoplexia (MELAS). Des de llavors, s’han descrit al voltant de
300 mutacions en gens que codifiguen ARNt mitocondrials*’, la majoria de les quals
impedeixen I'aminoacilacié dels ARNt. Les dues malalties mitocondrials derivades
més conegudes son la MELAS i la mioclonia amb epilépsia i amb fibres vermelles
esquingades (MERRF). Aquesta segona ve donada majoritariament per mutacions
en MTTK (ARNtLs).

b. Mutacions als ARNr

El gen MTRNR1 codifica 'ARNr 12S i el gen MTRNRZ2 codifica 'ARNr 16S.
Mutacions en MTRNR1 s’associen amb afectacié auditiva amb o sense exposicié a
aminoglicosids*®. L'Unica mutacié descrita a MTRNR2 s’ha vist que causa

cardiomiopatia hipertrofica*®.

2.1.7.2. Defectes de traduccié mitocondrial deguts a mutacions a "CADNn

a. Mutacions en proteines del mitoribosoma

Actualment, s’han identificat mutacions en 9 MRPSs i en 3 MRPLs causants de
malalties mitocondrials, com s6on MRPS16, MRPS22, MRPL3, MRPL12 i MRPL44.
Els pacients solen presentar afectacid neuroldgica acompanyada d’altres
manifestacions (hepatopatia, disfuncié renal, sordesa, miopatia, afectacié
craniofacial o cardiaca)?’. D’altra banda, s’han identificat defectes en factors

d’acoblament del mitoribosoma associats a malalties. Per exemple, mutacions en

48



Introduccid |

ERAL1, que codifica una xaperona implicada a I'acoblament de la SSU, s’han

associat amb la sindrome de Perrault®°.

b. Mutacions en aminoacil-ARNt sintetases

Les aminoacil-ARNLt sintetases mitocondrials (mt-ARS) catalitzen la unié dels ARNt
amb els aminoacids corresponents. Les mt-ARS estan codificades en 19 gens
nuclears i cadascun s’ha associat amb un ampli espectre de malalties mitocondrials
en nens i adults®'. Algunes manifestacions cliniques freqiients sén el retard cognitiu

i diferents tipus de neuropaties, miopaties i cardiopaties?852.

c. Mutacions en factors modificadors d’ARNt-mt

Les modificacions als ARNt-mt juguen un paper molt important en la regulacié de la
produccio energeética a nivell cel-lular com a resposta als requeriments locals, i quan
aquestes soén disfuncionals solen donar lloc a ARNt-mt defectuosos i causar un
efecte patologic®®. S’han identificat mutacions en gens implicats en modificacions
sobre ARNt-mt com I'aparellament wobble (TRMU, MTO1, GTPBP3, NSUN3), en
modificacions a la posicié 37 d’ARNt (TRMTS5, TRITT), 'addicié del triplet CCA
(TRNTT), pseudouridilacié (PUS17) i formilacio de 'ARNt mitocondrial de la metionina
(MTFMT)?. Les malalties derivades abracen afectacions molt diverses com retard
en el desenvolupament, insuficiéncia hepatica, cardiomiopatia, encefalopatia i

debilitat muscular?s.

d. Mutacions en factors implicats a les fases de la traduccié mitocondrial

S’han identificat com a patogéniques variants genétiques en gens nuclears que
codifiqguen proteines implicades en les fases d’iniciacid, elongacio i reciclatge de la
traduccié mitocondrial. Les malalties mitocondrials resultants sén d’aparicié neonatal
o infantil amb afectacié neuroldgica (GFM1, TUFM, TSFM, C120rf65), hepatica
(GFM1) o cardiaca (TSFM) i s’associen a defectes combinats del sistema OXPHOS.
Concretament, tres tipus de deficiencies combinades de la fosforilacid oxidativa
(COXPD4 [MIM:610678], COXPD3 [MIM:610505], i COXPD1 [MIM:609060]) s’han
associat a variants patogéniques de TUFM, TSFM i GFM1, respectivament’®. Pel
moment no s’han identificat mutacions patogéniques en gens que codifiquen per a

factors de terminacio.
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2.2. Hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1

El gen nuclear GFM1 (NM_024996) codifica el factor d’elongacié de la traduccio
mitocondrial G1 (mtEFG1 o EFG1). Va ser caracteritzat per primera vegada en
humans l'any 2001%2 i des de llavors s’han identificat multiples alteracions
patogéniques que causen I'’hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1
(Figura 2.6), també coneguda com a deficiéncia combinada de la fosforilacio
oxidativa de tipus 1 (COXPD1 [MIM:609060]). Es tracta d’'una malaltia minoritaria
extremadament infrequent; sén 39 els casos de pacients que fins ara s’han reportat
i publicat®*-%°, sumant-se almenys tres casos dels quals tenim coneixement al nostre

grup de recerca.

2.2.1. Expressio i funcié ’EFG1 a la traducci6é mitocondrial

El gen GFM1 es localitza a la posicié cromosomica 3925.1-926.2, i d’acord amb la
base de dades NCBI/ RefSeq s’han identificat 14 ARNm resultants de la seua
transcripcid, quatre dels quals son no codificants®”. La variant 2 d’ARNm
(NM_024996.7) amb 6.478 pb és la forma consens acceptada i conté 18 exons
codificants que donen lloc a la proteina EFG1 de 751 aminoacids. Aquesta
s’expressa de forma ubiqua a tots els teixits, sent els nivells d’expressio alts a teixits
com cor, muscul esquelétic, rony¢ i testicles; moderats en fetge, intesti gros i cervell;
i baixos al timus, tiroides i pulmo; patrd d’expressié que es manté de forma similar
en altres espécies com en ratoli®?. D’altra banda, s’ha descrit que I'abundancia
relativa de 'TARNm de GFM1 correlaciona amb I'expressié dels altres factors
d’elongacié mtEFTu i mtEFTs, indicant que els tres factors mitocondrials mantenen

nivells d’expressié equivalents®2,

El factor d’elongacié EFG1 és una proteina amb activitat GTPasa que presenta cinc
dominis estructurals (domini G, Il, lll, IV i V) a través dels quals interacciona amb les
subunitats del mitoribosoma, I'aminoacil-ARNt i TARNm que s’esta traduint (Figura
2.4y, S’ha descrit que EFG1 té un rol essencial en el procés d’elongacié de la
traduccié mitocondrial i accelera la reaccié en més de cinc ordres de magnitud’®.
Com a GTPasa, utilitza I'energia provinent de la hidrolisi de GTP per facilitar la

reestructuracio del ribosoma abans de translocacio i el moviment de 'ARN{t70.71,
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Figura 2.4. Model estructural i interaccions d’EFG1. EFG1 s'organitza en cinc dominis: G, I,
I, IVi V. El domini G uneix la nansa sarcina-ricina (SRL) de 'ARNr 16S situat a la LSU, el domini
Il contacta amb la SSU, el domini IV interacciona a través de dues nanses apicals amb la parella
ARNmM-ARNt codoé-anticodd al lloc P del mitoribosoma, el domini V es situa prop del centre
d'associaciéo a GTP (GAC) de la LSU, i el domini Ill serveix com a element de connexié que
estabilitza la reorganitzacié d'EFG1 per contacte simultani del domini G amb els dominis I1'i V. Figura

adaptada de 1.

La proteina EFG1 catalitza la translocacié del peptidil-ARNt des del lloc A al P del
mitoribosoma, i simultaniament ’ARNt que es presentava al lloc P i ja ha cedit el seu
aminoacid al polipéptid mitocondrial que s’esta elongant passa al lloc E, possibilitant
la formacié de I'enllag peptidic i la progressié de '’ARNm en un codé’? (Figura 2.5).
Durant la fase d’elongacié, EFG1 interacciona directament amb la LSU del
mitoribosoma (39S), en concret amb el domini L7/12 situat al centre d’'unié a GTP
(GAC). La unié funcional entre EFG1 i el domini L7/12 engega l'activitat GTPasa del
factor d’elongacio i permet la seua unié al mitoribosoma’3. Tot apunta a que la forma
activa de la proteina és EFG1-GDP, ja que s’ha demostrat mitjangant experiments
de cinética enzimatica que la hidrolisi del GTP té lloc immediatament després de la
unié al mitoribosoma i abans de la translocacié”. Un cop s’allibera el grup fosfat del
GTP, el dimer EFG1-GDP experimenta un canvi de conformacié que comporta la
transicio del mitoribosoma cap a I'estat de translocacid, on els ARNt poden moure’s.
Quan la translocacio ha tingut lloc, el ribosoma torna al seu estat inicial i EFG1-GDP

experimenta un nou canvi conformacional que permet la seua dissociacio’ .
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Figura 2.5. Funcio d’EFG1 a la fase d’elongacié de la traduccié mitocondrial. Un cop els
ARNt aminoacilats es situen als llocs A i P (pas 1), EFG1 uneix al ribosoma mitocondrial i, mitjangant
la hidrolisi de GTP (pas 2), facilita la translocacié de I'aminoacil-ARNt del lloc acceptor A al lloc
peptidil P (pas 3). Simultaniament, 'aminoacid de I’ARNt que es trobava al lloc P s’incorpora a la
cadena polipeptidica que esta sent elongada, i tot seguit aquest ARNt passa al lloc de sortida E
(pas 3). El lloc A queda disponible per la incorporacié de 'aminoacil-ARNt corresponent al seglent
codo de 'ARNm que s’esta traduint (pas 4). El procés es repeteix fins que apareix un codé de
parada i es dona pas a la fase de terminacié. Figura adaptada de 8.

2.2.2. Mutacions patogéniques en GFM1

La COXPD1 és una malaltia greu d’heréencia autosdmica recessiva, amb un quadre
clinic heterogeni majoritariament hepatoencefalopatic associat a una esperanga de
vida molt reduida, tal i com es descriu en profunditat a I'apartat 2.2.3. La identificacio
de les alteracions genétiques sobre GFM1 causants de la malaltia s’ha dut a terme
normalment per sequenciacié de I'exoma partint d’ADN total extret a partir de

fibroblasts, biopsies musculars®?, liquid amniotic o sang periférica de pacients®.69,

Entre les mutacions patogéniques identificades (Figura 2.6) s’ha observat que la més
frequent és la mutacié antisentit c¢.(2011C>T); p.(Arg671Cys) (NM_024996.5),
localitzada a I'exd 16 de GFM1 i al domini terminal del factor d’elongacié (domini V).
S’ha detectat en homozigosi o en heterozigosi en combinacié amb altres mutacions
en un minim de 10 pacients que han sobreviscut més d’'un any, entre els quals hi ha

5 casos que han sobreviscut entre 4 i 13 anys de vida®%-626465 Destaquen també dos
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germans heterozigots amb p.(Arg671Cys) i una mutacié al domini G (no publicada)

que sobreviuen als 17 i 19 anys (comunicacié personal).

domini G

[ I T | 1
500 1000 1500 2000 2500
¢ Supervivencia > 4 anys

P Afectacié hepatica
Figura 2.6. Mapa de les mutacions patogéniques identificades a la proteina EFG1. Es
recopilen les mutacions publicades a la literatura®*-9. S'utilitza com a referéncia el transcrit variant
2 de GFM1. Els cercles dels mateix color i nUmero representen la combinacié en heterozigosi de
dues mutacions en un pacient. Les mutacions marcades amb una estrella s’han identificat en
pacients amb major esperanca de vida. Les mutacions de pacients amb insuficiencia hepatica es

marquen amb la silueta d’un fetge. Les tres mutacions més freqlients s'emmarquen en vermell.
Figura adaptada de ©7.

o —

Transcrit variant 2 de GFM1

A part d’alguns dels pacients amb la mutacié p.(Arg671Cys), altres pacients amb
major supervivéncia s6n un nen de 5 anys heterozigot per p.(Asp83Val) i
p.(lle384_Thr387del)®>; i un nen de 7 anys heterozigot per les mutacions
p.(Arg250Trp) i p.(Gly230_231GInins19)%. A més, recentment s’han identificat 4
germans heterozigots per a les mutacions p.(Val137Met) i p.(Arg627GIn)
(NM_001308164.1) compresos entre els 10 i 17 anys de vida®. Aixi doncs, sembla
que els pacients amb mutacions en GFM171 sén més vulnerables a una edat
primerenca, podent recuperar-se i estabilitzant-se la progressié de la malaltia a partir
d’'una certa edat, tal i com s’ha observat en altres trastorns de la traduccio

mitocondrial®3.75.

Les altres mutacions que s’han trobat amb major freqiéncia sén: p.(Arg250Trp)
identificada un cop en homozigosi®” i en heterozigosi combinada amb altres dues
mutacions®355; i p.((Gly589Profs*19)607Stop) detectada dos cops en combinacio
amb altres mutacions®67. En aquests casos les esperances de vida associades han

sigut variables.

53



| Introduccid

2.2.3. Quadre clinic dels pacients amb COXPD1

Les mutacions en GFM1 comporten la pérdua de funcionalitat i/o desestabilitzacio i
reduccié dels nivells de proteina EFG1, provocant un defecte en la sintesi de
proteines codificades a TADNmt. En conseqiiéncia, es desencadena una afectacié
del sistema OXPHOS, podent-se veure compromeses de forma combinada les
estructures i activitats enzimatiques dels complexos Cl, Clll, CIV i CV, tal i com s’ha

observat en bidpsies de muscul i fetge, i fibroblasts de pacients®5-57,

El quadre clinic dels pacients es caracteritza per una encefalopatia greu d’aparicié
neonatal acompanyada d’un increment dels nivells de lactat en sang. Altres
manifestacions cliniques associades sén la dificultat per alimentar-se,
'endarreriment en el desenvolupament, distonia, hiper- o hipotonia, sindrome de
West (0 dels espasmes epiléptics infantils), anomalies cerebrals a la ressonancia
magnetica nuclear (RMN), leucoencefalopatia i insuficieéncia hepatica. La progressio
de la malaltia és molt rapida i molts dels pacients moren durant el periode perinatal
0 pocs mesos després de néixer, tot i que tal i com ja s’ha esmentat, s’han reportat

alguns casos de supervivéncia més prolongada®©62.64.65,

La diversitat de quadres clinics i les limitacions a I'hora de poder explorar a tots els
casos les diferents manifestacions cliniques fa que sigui complicat definir un perfil
clinic més concret per a la COXPD1. La RMN, normalment a I'abast dels centres
meédics, evidencia la diversitat d’anomalies cerebrals que presenten els pacients,
detectant-se afectacid del cortex cerebral, el cos callés i els ganglis basals entre
d’altres (Figura 2.7).

Pel que fa a l'alteracio de parametres bioquimics, queda patent I'elevacio dels nivells
de lactat en plasma i liquid cefalorraquidi®?. Altres metabodlits alterats en plasma sén
els nivells de piruvat i glucosa, a consequéncia del bloqueig metabdlic de la malaltia
(Figura 2.7).
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Manifestacions cliniques identificades en pacients amb COXPD1

Neurologiques Hepatiques
Espasmes (Sindrome West) Insuficiencia hepatica
Dificultats per alimentar-se Citolisi hepatica
Conwulsions Hepatomegalia transitoria
Sindrome plra.mldal Miopatiques
Te.traplegla. Hipotonia
Polineuropatia Distonia
Estrabisme -
Rigidesa muscular
Nistagme
Abséncia de contacte visual Metaboliques
Irritabilitat Acidosi lactica
E falobati RMN Hipoglicemia
ncefalopatiques (per ) Piruvat slevat
Microcefalia -
Cetosi

Anormalitats al cos callés
Anormalitats periventriculars

Acidosi metabolica

Anormalitats al putamen Transferrina deficient en carbohidrats anormal
Anormalitats als ganglis basals
Anormalitats al globus pallidus Altres
Atrofia cortical Problemes de creixement
Atrofia/reduccié del cortex frontal Retard en el desenvolupament
Atrofia cerebral Creixement intrauteri deficient
Atrofia subcortical cerebral Deformacions
Hipersenyal T2 al talem Llavi lepori
Vomits

Hipersenyal T2 al tronc encefalic i ganglis basals Trastom de coagulacié

Hipersenyal T2 al putamen i globus pallidus Leucodistrofia
Fibrosi a la substancia blanca Leucoencefalopatia
Fibrosi renal

Percentatge de casos reportats sobre el total de pacients publicats (%)
3575% | 7510% | 10-15% | 1525% | >25%

Figura 2.7. Manifestacions cliniques identificades en pacients amb COXPD1. Es detallen
les alteracions cliniques detectades, identificant-se un conjunt de manifestacions neurologiques
derivades de I'encefalopatia que revela la ressonancia magnética nuclear (RMN). Els colors de les
cel-les fan referéncia a la frequéncia amb qué s’han reportat cadascuna de les manifestacions sobre
el total de pacients publicats; cal tenir en compte que cada diagnostic clinic és diferent i no sempre

es duen a terme les mateixes exploracions davant uns perfils clinics que, tot i tenir trets comuns,

tendeixen a ser heterogenis. Figura generada a partir de la informacié de 5469,

La insuficiencia hepatica es manifesta en aproximadament la quarta part dels
pacients i desencadena la mort prematura en practicament tots els casos. El seu
diagnostic s’ha efectuat detectant alteracions de marcadors de dany i/o disfuncié
hepatica en plasma: bilirubina, albumina, alanina aminotransferasa (ALT), gamma

glutamil transferasa (yGT), creatina quinasa (CPK), lactat deshidrogenasa (LDH) i
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amoni5460:61,6365.66.68 [)'gltra banda, en els casos on s’han pogut obtenir mostres de
fetge post mortem, la histologia revela alteracions com: desorganitzacié lobular,
fibrosi portal, esteatosi micro- i macrovesicular i coléstasi intracanicular54.55.58.61.68
excés de ferro en hepatocits, formacio de pseudo-acins hepatics® i necrosi®*. Altres

observacions han estat I'nepatomegalia transitoria®'-%3 i episodis de citolisi hepatica®®.

En algun cas s’ha explorat per histologia I'afectacié renal sobre mostres post mortem,
detectant-se necrosi glomerular i tubular®®. L’atrofia muscular, caracteristica de
moltes malalties mitocondrials, s’ha detectat en molts dels pacients5%- En
contraposicid, en cap dels pacients estudiats s’ha arribat a detectar cardiomiopatia®?.
Les causes de mort reportades han estat relacionades principalment amb
complicacions respiratories consequéncia de I'afectacié neurologica, o disfuncié

multisistéemica desencadenada per insuficiéncia hepatica greu®8-60,

Pel que fa al grup de pacients amb supervivéncies més prolongades®%.62-6569 ca|
remarcar que, tot i aconseguir superar els primers anys de vida, mantenen una
discapacitat intel-lectual i fisica greu que els comporta una qualitat de vida molt
pobra. Fruit principalment de [I'afectaci6 encefalopatica i les sequeles del
desenvolupament endarrerit, mantenen un baix to muscular, dificultats per empassar
els aliments, dependéncia total per incorporar-se, impossibilitat de parlar o seguir

directrius i incontinéncia urinaria i fecal, entre d’altres®®.

El nombre reduit de pacients diagnosticats amb COXPD1, aixi com I'’heterogeneitat
dels seus quadres clinics fan complicat establir correlacions entre el genotip i les
manifestacions fenotipiques. Tot i aixi, amb els avencos en la sequenciacid, alguns
autors van plantejar una possible relacié entre la localitzacié de les mutacions i la
severitat de la malaltia. Aixi doncs, els casos menys greus, que normalment no
presenten signes d’insuficiencia hepatica®%:57:59 i solen tenir major supervivéncia®2:63,
podrien estar associats a mutacions en regions perifériques d’EFG1; mentre que els
casos més greus, majoritariament amb afectacié hepatica, s’ha plantejat que podrien
venir donats per mutacions localitzades en la part central de la proteina®'. No obstant
aixd, estudiant els casos dels pacients diagnosticats més recentment (almenys 18
pacients nous en els darrers 4 anys)®46567-69 sembla que aquest plantejament perd

forga®” (Figura 2.6).
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2.2.4. Models d’estudi de la COXPD1

Actualment existeixen diversos models d’experimentacié per a la COXPD1. Per a
estudis in vitro s’utilitzen principalment fibroblasts i bidpsies de pacients (apartat
2.2.4.1), tot i que també s’han fet servir cél-lules mare pluripotents induides (iPSCs)
(apartat 2.2.4.2). D’altra banda, també s’han reportat estudis in vivo sobre
organismes genéticament modificats per al gen ortdleg de GFM1 en diferents
especies: Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, Drosophila
Melanogaster (apartat 2.2.4.3) i ratoli (apartat 2.3.2.1).

2.2.4.1. Fibroblasts i biopsies de pacients amb COXPD1

Els fibroblasts de pacients sén el tipus cel-lular més utilitzat fins ara per tal d’estudiar
i caracteritzar les alteracions bioquimiques de la malaltia, sent la ra6 principal la seua
facil obtencié de forma poc invasiva a partir d’'una bidpsia de pell. Aixi doncs, des de
I'aparicio dels primers pacients s’han fet servir cultius de fibroblasts per avaluar el
fenotip bioquimic i molecular resultant de les mutacions en GFM1. Concretament
I'expressiéo de GFM1 a nivell ARNm i proteina, la taxa de traduccié mitocondrial,
els nivells de proteines estructurals de TOXPHOS codificades a ’ADNmt, I'alteracié
de la CTE (nivells dels complexos acoblats i activitats enzimatiques dels mateixos) i
altres marcadors de la funcié mitocondrial o mecanismes moleculars de resposta

activats davant una traduccié mitocondrial defectuosa.

S’ha vist que les mutacions en GFM1 provoquen als fibroblasts dels pacients una
reducci6 de proteina EFG1 fins a nivells dificils de quantificar mitjangant
immunodeteccié per western-blots2.63, En conseqiiéncia, es detecta reduccié de la
sintesi de novo de polipéptids mitocondrials en I'assaig de traduccié mitocondrial in
organello®” %2 i una deficiencia combinada de la fosforilacié oxidativa, reduint-se de
forma clara les activitats enzimatiques dels complexos | i V54586061 i en alguns
casos les dels complexos Il i V, de forma menys accentuada®>-57. Aquest deficit és
coherent amb les observacions de reduccio de les subunitats dels complexos quan
s’analitzen per western blot SDS-PAGE, i dels complexos acoblats (amb les
subunitats correctament acoblades entre elles), quan s’analitzen per western blot

BN-PAGE en extractes mitocondrials.
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Tot i constituir un model util per al diagnostic i estudi de la COXPD1, el comportament
de les cél-lules sol ser diferent segons el llinatge a qué pertanyen. Aixo, sumat a que
el quadre clinic de la malaltia mostra afectacié heterogénia entre organs, fa que
sovint sigui un error extrapolar els resultats dels fibroblasts a altres teixits i el més
convenient sigui dur a terme estudis paral-lels i independents amb altres mostres.
Quan s’ha pogut, s’ha accedit a mostres de muscul esquelétic, fetge i fins i tot cor i

ronyo per replicar molta de la caracteritzacié efectuada sobre fibroblasts®455.6162,

Les biopsies de muscul (per exemple quadriceps) de pacients s’han utilitzat en
repetides ocasions per detectar per histoquimica la reduccié de l'activitat COX
(citocrom ¢ oxidasa - CIV) a les fibres musculars, acompanyada algun cop d’un
increment de l'activitat SDH (succinat deshidrogenasa — CIll). A més, la tincio
resultant de les activitats COX i SDH simultanies evidencia el defecte del Cl\/56:60.62,
També s’ha detectat I'increment de la mida de gotes lipidiques intracel-lulars

tenyides amb negre Sudan®? o augment del contingut de glicogen®®.

En condicions normals s’ha descrit que els nivells basals de complexos OXPHOS
acoblats Cl, CIIl, CIV i CV estan per sota del 20-30% en mitocondris de fetge en
comparacié amb muscul esquelétic i cor; i estan més reduits encara en fibroblasts®®.
Les analisis dutes a terme sobre mostres de dos pacients bessons®® van revelar que
el teixit més afectat era el fetge, amb menys del 10% de CI i CIV acoblats i una
reduccié del 50% en l'acoblament del CV. El muscul esquelétic mostrava una
reduccio del 50% del Cl i del 80% dels complexos IV i V. En fibroblasts es va observar
una reduccio6 similar del 80% de ClI i CIV, i reduccio del 40-60% de ClIl i CV. En el
cas de cor, exceptuant la reduccié del 50% del CIV, la resta de complexos estaven
dintre de la normalitat. Per tant, tot i que EFG1 s'expressa de forma ubiqua, el patro
de COXPD és unic i especific per a cada teixit i tipus cel-lular examinat®®. Cal
destacar que en tots els pacients l'activitat del Cll es conserva (pel fet d’estar
compost sols per subunitats codificades a 'ADNn) i no es detecta cap alteracio

qualitativa o quantitativa a ’TADNmt®°.

També s’ha descrit la possibilitat de reduccié de les activitats enzimatiques de Cl,
Clll i CIV en fibroblasts de pacient i manca d’afectacié de les activitats en muscul

esquelétic del mateix subjecte®’, sent més comu trobar-se amb la situacié oposada®®.
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Aquest fet reforga la importancia d’analitzar rigorosament el perfil bioquimic almenys
en fibroblasts i bidopsia muscular de pacients sospitosos de patir una malaltia
mitocondrial com la COXPD1, ja que els defectes dels sistema OXPHOS no sempre

son evidents als diferents teixits®’.

La diferent afectacié dels teixits davant la mateixa mutacié en EFG1 suggereix que
I'estabilitat de la proteina mutada pot diferir entre teixits, o que els mecanismes
moleculars de resposta compensatoris que pugin haver tingut lloc poden ser
diferents. A més, la gravetat del defecte OXPHOS correlaciona amb els nivells
residuals de la forma mutada d'EFG1, i aixd pot explicar I'afectacio selectiva dels
diferents teixits al fenotip clinic®>58, També s’han analitzat en teixits control els nivells
dels diferents factors d’elongacié (EFTu, EFTs i EFG1) comprovant que els ratios
entre ells son diferents segons la mostra estudiada. Paral-lelament, en cor s’ha
associat la forma mutada d’EFG1 amb un increment dels nivells dEFTu com a
possible mecanisme compensatori, i lleugera reduccié d’'EFTs. Tot plegat, es reforca

la idea que la maquinaria de traduccid i la seua regulacié és diferent entre teixits®®.

2.2.4.1.1. Estudis de complementaci6 i cerca de compostos terapéutics sobre
fibroblasts de pacients

Els estudis de complementacio sobre fibroblasts de pacients s’han dut a terme en
repetides ocasions per tal de confirmar la patogenicitat de noves mutacions descrites
en GFM1 i la seua repercussid sobre la funcionalitat del sistema OXPHOS5%6:57,
Aquests consisteixen a expressar una forma recombinant wild-type d’'EFG1 en els
fibroblasts immortalitzats per tal d’analitzar I'efecte resultant sobre el perfil bioquimic
inicial. Sovint s’ha revertit el perfil COXPD1 molecular a les cél-lules transfectades,
recuperant l'activitat COX a nivell histoquimic o les activitats enzimatiques de Cl i
ClV, aixi com els nivells dels complexos Cl, ClII, CIV i CV acoblats®+57. Aquest efecte,
acompanyat d’'una recuperacié de la traduccié mitocondrial, ha estat molt important
en el diagnostic dels pacients i una prova inicial que recolza la terapia génica com

abordatge per tractar la malaltia.

La sobreexpressié del factor d’iniciacié MTIF3 o el factor EFG2 en fibroblasts d’'un

pacient amb COXPD1 es va veure que no comportava cap increment de traduccio
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mitocondrial; i malgrat que I'increment d’EFG2 va augmentar lleugerament els nivells
de ClI, Clll i CV, no va tenir cap efecte sobre el CIV>4. Inicialment es creia que EFG2
era un factor d’elongacié que podria suplir la funcionalitat ’'EFG1, tenint en compte
que tots dos s6n homolegs del factor d’elongacié G procariota i mantenen un 35%
d’identitat entre ells. No obstant aixd, s’ha comprovat posteriorment que els dos
factors duen a terme funcions independents i EFG2 actua com a factor de reciclatge

un cop finalitza la traduccié mitocondrial”®77.

Per tal d’aprofundir en els possibles mecanismes compensatoris davant el defecte a
la traduccié mitocondrial, alguns investigadors van optar per sobreexpressar els
factors EFG1, EFTu i EFTs en fibroblasts controls i de pacients amb COXPD1.
L’increment dels nivells dEFG1 es va relacionar amb un increment EFTu i EFTs
als fibroblasts de pacients. Contrariament, en fibroblasts controls, un increment dels
nivells d’EFTu i EFTs, individual o combinada, va reduir de forma significativa la
traduccié mitocondrial i en conseqliéncia els nivells de ClI, Clll, CIV i CV, aixi com
l'activitat COX. El mateix experiment sobre fibroblasts de pacients no va comportar
variacions als nivells dels complexos OXPHOS acoblats. Aquests resultats
suggereixen que l'eficiencia de la traduccié mitocondial depen dels ratios relatius

entre els factors d’elongacio, especifics i diferents per a cada teixit>®.

Recentment s’ha considerat els fibroblasts amb mutacions en GFM78" un bon model
d’estudi de malalties mitocondrials, de gran utilitat per diverses raons: (1) l'alteracio
de GFM1 comporta una reduccié dels nivells de proteines mitocondrials faciiment
quantificable i que compromet la funcié mitocondrial; (2) les cel-lules mutants creixen
bé en medi ric amb glucosa i el cultiu durant 3 dies en un medi amb galactosa es
suficient per conéixer l'eficacia d'un tractament; i (3) ofereixen una elevada
reproductibilitat dels experiments’®. Es per aixd, que ja s’han comengat a utilitzar per
a testar i seleccionar composts que puguin millorar la funcié mitocondrial. Un
exemple ha estat I'iis de la tetraciclina sobre els fibroblasts de GFM1 mutants per
promoure un fenoOmen bioldgic conegut com a mitohormesi (induccié d’'un estrés
mitocondrial suau per activar una resposta amb efectes beneficiosos) i revertir el
fenotip d’aquest model cel-lular. Concretament, s’ha comprovat com I'is d’aquest

antibiotic activa la UPR™ (resposta mitocondrial a proteines mal plegades) i aquesta
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redueix els efectes de les mutacions patogéniques en GFM1, millorant la funcionalitat

dels fibroblasts dels pacients’®.

2.2.4.2. Cel-lules mare pluripotents induides (iPSCs)

Una caracteristica important de les malalties mitocondrials és I'’heterogeneitat
fenotipica entre els diferents teixits de pacients. Tenint en compte que 'accés a tipus
especifics cel-lulars o biopsies rellevants per la malaltia sovint esta limitat, diversos
grups de recerca han donat un pas endavant desenvolupant iPSCs que es puguin

derivar cap als tipus cel-lulars d’interes’®.

En el cas de la COXPD1, es disposa de la linia GFM1SV.25%° que conté les
mutacions p.G469Vfs*84 i p.R671C en heterozigosi. Aquesta linia es va generar
partint de fibroblasts d’'una pacient, utilitzant un virus Sendai no integratiu amb els
factors de reprogramacié OCT3/4, SOX2, CMYC, KLF4528081  Actualment, es té
coneixement de que es treballa en la caracteritzacié de diferents tipus cel-lulars
derivats de les iPSCs (hepatocits i neurones) i el seu Us per testar potencials

terapies, tot i que pel moment no s’han publicat resultats (comunicacié personal).

D’altra banda, altres investigadors han optat per la reprogramacié directa de
fibroblasts de pacients amb COXPD1, com a tecnologia alternativa a les iPSCs,
generant neurones induides (iNs)’®. Es interessant destacar que aquestes iNs
responien al tractament amb tetraciclina, revertint-se parcialment el fenotip COXPD1

molecular, tal i com s’havia observat amb fibroblasts de pacients’®.

2.2.4.3. Models per a estudis in vivo

La proteina EFG1 humana conserva una alta homologia amb les proteines
ortdlogues d’altres organismes eucariotes i procariotes (Figura 2.8). Aixi doncs,
alguns d’aquests s’han utilitzat com a models in vivo per tal d’entendre millor la funcio
d’EFGH1, fisiopatiologia de la malaltia i tenir més opcions per testar potencials

terapies®677:82,
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A Micrococcus luteus
Synechocystis
Caenorhabditis elegans
Drosophila melanogaster
Homo sapiens
Mus musculus
_|__ Rattus norvegicus
Arabidopsis thaliana
_| Saccharomyces cerevisiae
Thiomonas cuprina
E Salmonella thyphimurium
Escherichia coli
Thermus thermophilus
_l Bacillus subtilis
B
Hs Mm Rn Dm Ce At Sc Tt Bs Tc Ec St S M
Hs 100
Mm 89 100

Tc 40 39 36 39 37 43 38 58 57 100

Ec 42 M1 38 43 42 46 41 60 61 72 100

St 42 M 38 43 41 46 41 60 62 72 97 100

S 43 M4 38 42 38 44 40 53 50 49 53 53 100

M 41 40 37 42 38 43 40 59 60 57 58 58 53 100

Figura 2.8. Arbre filogenétic del factor EFG1 mitocondrial huma, de ratoli i d’altres
espeécies procariotes i eucariotes. (A) Arbre filogenétic obtingut amb el programa ClustalX
partint de les sequéncies proteiques d’EFG1 ortdlogues procedents de diferents organismes. (B) La
taula mostra els percentatges d’identitat de les seqliéncies entre les diferents espécies. Hs: Homo
sapiens (GenBank Accession No. AF309777); Mm: Mus musculus (AF315511); Rn: Rattus
norvegicus (Q07803); Dm: Drosophila melanogaster (AAF52495); Ce: Caenorhabditis elegans
(T21534); At: Arabidopsis thaliana (AAD32833); Sc: Saccharomyces cerevisiae (CAA41267); Tt:
Thermus thermophilus (P13551); Bs: Bacillus subtilis (BAA11003); Tc: Thiomonas cuprina
(AAB87733); St: Salmonella typhimurium (CAA45880); Ec: Escherichia coli (CAA25120); S:
Synecho-cystis (CAA46277); MI: Micrococcus luteus (P09952). Figura adaptada de 32.

Els assaigs de complementacié sobre soques recombinants de Saccharomyces
cerevisiae s’han fet servir per comprovar la patogenicitat de mutacions antisentit en
EFG1; en aquest cas sobre la proteina ortdloga MEF1. Per exemple, amb la mutacié

p.M496R en EFG1, que es correspon amb p.M516R en MEF1, es va avaluar la funcio
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OXPHOS per creixement en medis amb glicerol, etanol o altres composts com a
fonts de carboni després de transformar soques knock-out per a MEF1 (Amef1) amb
els al-lels wilt-type (MEF1*) o mutant (meffM516R). En comprovar que el
comportament de mef1M516R era practicament igual que el de Amef1 i es va concloure

que la mutacié humana també era deletéria en llevat®®.

A Drosophila melanogaster el locus ico codifica la proteina ortdloga de 'EFG1
humana (hEFG1), que es manté conservada i amb un rol similar’’. En aquest
organisme es va observar que les mutacions antisentit en EFG1 causaven la mort
embrionaria mentre que les nul-les permetien sobreviure fins I'estat larval. A més a
més, es va estudiar I'import de 'lEFG1 mutada a mitocondris. Les isoformes de
hEFG1 p.N174S i p.S321P expressades en mosques eren estables i funcionals, i es
va suggerir que als pacients amb COXPD1, la quantitat dEFG1 residual en

mitocondris podria explicar el grau d’afectacié de cada teixit’”.

D’altra banda, es va generar un model de C.elegans amb mutacions en gfm-1 (gen
ortdleg a GFM1)82. Els cucs mutants presentaven un desenvolupament endarrerit i
es van utilitzar per testar el potencial terapeutic d’AP39 com a molécula proveidora
de H2S a mitocondris (font d’electrons per a la cadena respiratoria). AP39 va poder
restituir els nivells d’ATP reduits de la soca mutant, perd no va poder revertir el
consum d’oxigen deficient, els defectes de moviment i la menor supervivéncia dels

cucs mutantss?.

Drosofila melanogaster, C.elegans o Danio rerio (peix zebra) s’han utilitzat per
I'estudi de molts processos mitocondrials i malalties humanes, perd malgrat els seus
avantatges i similituds amb humans®384 sén molt diferents sobretot a nivell fisiologic.
Aixo fa que siguin organismes menys apropiats per a situacions on es requereix
major rigor, com en l'avaluacié preclinica de tractaments o terapies on la
farmacocineética, eficacia i toxicitat poden veure’s alterades. Tot i aix0d, no existeix un
model experimental perfecte, i aquestes espécies poden ser importants per
complementar models murins a I'hora d'estudiar tractaments i mecanismes
moleculars implicats a les malalties humanes i concretament als desordres

mitocondrials.
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2.3. El ratoli com a model per a estudis in vivo de malalties
mitocondrials

El ratoli es considera una espécie molt apropiada per a la recerca biomédica gracies
a l'alta similitud genética i fisiologica amb humans, la seua mida petita (que facilita el
seu manteniment) i el cicle reproductiu relativament curt amb nombroses ventrades,
sumant-se I'existéncia de diverses aproximacions per generar soques modificades
geneticament (apartat 2.3.1)8-87. A més, en el cas de les malalties mitocondrials,
que afecten de forma important a teixits post-mitotics, I'is del ratoli com a model és
preferible al de linies cel-lulars, ja que aquestes requereixen divisié i no tenen el
mateix grau de diferenciacié. Per ultim, és una de les espécies més utilitzades a la

recerca preclinica per testar potencials aproximacions terapéutiques.

Tot i aixd, cal tenir en compte possibles punts febles: malgrat la seua alta similitud
amb humans, les manifestacions fenotipiques derivades de modificacions
genétiques poden ser diferents a les esperades o fins i tot nul-les, i la generacié i

manteniment del model és laborios i cars®.

2.3.1. Generacio de ratolins modificats genéticament

La possibilitat d’introduir sequiéncies d’ADN d’interes al genoma de la linia germinal
o cel-lules mare embrionaries ha convertit el ratoli en un model experimental potent
i indispensable en recerca. Les seqiéncies d’ADN poden integrar-se al genoma a
l'atzar, o en un locus especific per recombinacié homodloga, permetent entre moltes
altres opcions: eliminar o introduir mutacions dintre de gens d’interés per estudiar la
seua funcid, introduir gens humans dintre del genoma muri generant models animals
dirigits a estudiar gens i malalties humanes, o introduir gens reporters per

monitoritzar in vivo o ex vivo I'expressié de gens d’'interés®s.

Els models murins per [l'estudi de malalties mitocondrials han consistit
tradicionalment en ratolins knock-out (KO) constitutius o condicionals per a un gen
d’interés, utilitzant 'aproximacié de gene-trapping a I'atzar o de forma més dirigida
el sistema de recombinacid6 homologa combinat amb el sistema Cre-loxP que
comporten la inactivacié completa d’'un gen o el seu silenciament parcial. D’altra

banda, durant els darrers anys s’han utilitzat amb més frequéncia ratolins knock-in
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(KI), incorporant en alguns casos mutacions en gens ortdlegs que s’han relacionat

amb malalties en humans?®®.

2.3.1.1. Estratégies de mutagénesi aleatoria

Les aproximacions de gene-trapping i mutagénesi induida amb N-etil-N-nitrosurea
(ENU), basades en mutagénesi a l'atzar seguida de la identificacié dels gens
afectats, han donat lloc a ratolins modificats genéticament que també s’han utilitzat
com a models de malalties mitocondrials®?°, Ha estat una estratégia utilitzada per
consorcis internacionals creats amb I'objectiu generar al-lels knock-out condicionals
per a tots els gens codificants del genoma de ratoli®’, permetent estudiar els efectes
associats a la manca del gen diana i incloure els animals en un repositori public a
disposicié de la comunitat cientifica. Tot i aixd, cal tenir en compte que el gene-
trapping pot donar lloc a una reduccio de I'expressié del gen diana en compte del
seu silenciament complet, mantenint uns nivells de proteina romanents que poden

afectar el fenotip del ratoli.

2.3.1.2. Edicio génica basada en la recombinacié homologa

L’estratégia d’edicié génica basada en el sistema de recombinaciéo homologa utilitza
vectors que inclouen construccions extenses amb una regié génica modificada. A la
Figura 2.9A es representa de forma general el procés seguit per generar un ratoli
modificat genéticament condicional, que pot ser utilitzat per obtenir ratolins KO
condicionals constitutius o especifics de teixit. Les estratégies per generar al-lels

knock-out i knock-in constitutius utilitzen la mateixa aproximacié general®°.

S'utilitzen vectors amb sequéncies 5’ i 3" homdlogues flanquejant un exé amb llocs
LoxP, i un casset de seleccié delimitat per llocs Frt. L’accio de les recombinases Cre-
i Frt- extreu I'exd diana o el casset de seleccio respectivament. El vector és
electroporat en cél-lules mare embrionaries (ES), amb fons genétic diferent del
C57BL/6, i la construccié s’integra per recombinacié homologa al locus diana. Es
seleccionen els clons de cél-lules ES modificades (resistents a neomicina), s’injecten
en blastocists de ratolins C57BL/6 (que també contenen cél-lules ES del donant) i
s'implanten en una femella superovulada. S'obtenen ratolins quimera que es creuen

amb ratolins C57BL/6 fins aconseguir la transmissié de I'al-lel editat a través de la
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linea germinal. Els aparellaments de ratolins heteozigots mutants (N1) acaben
permeten obtenir ratolins homozigots mutants (Figura 2.9A). En conjunt el procés pot

trigar al voltant de 16 mesos.

2.3.1.3. Edicio génica per CRISPR/Cas9

L'estratégia d’edicié génica per CRISPR/Cas9 (Figura 2.9B), altament utilitzada
durant la darrera década, permet reduir el temps de generacié de ratolins modificats
genéticament i en la majoria dels casos també el cost, pel fet de no necessitar
construccions géniques complexes ni seleccié de cel-lules ES®2. Aquest sistema es
basa en la utilitzaciéo d’ARN guia (ARNg), que son sequéncies curtes d’ARN (ARNcr)
fusionades a ARN transactivadors (ARNtracr), per dirigir la nucleasa Cas9 a un locus
genomic especific on provocara un tall de la doble cadena d’ADN (DSB). EI DSB es
repara per la uni6 d’extrems no homolegs (NHEJ) o la reparacié dirigida per
homologia (HDR). La NHEJ és rapida, perd pot crear insercions o delecions de
longituds variables que poden inactivar el gen diana®%. La HDR necessita d'un
motle d’ADN per dur a terme la reparacio, de forma que la técnica CRISPR/Cas9
combinada amb una sequiéncia motle mutada, es pot utilitzar per inserir mutacions o

fer marcatge de gens.

La tecnologia CRISPR/Cas9 presenta els seglents avantatges: (a) requereix tan sols
el disseny d’encebadors (de 20 nucleotids) complementaris a la seqiiéncia genomica
diana seguida d’'un motiu adjacent protoespaiador (PAM) i el seu clonatge en un
vector d’expressid, podent dirigir Cas9 a practicament qualsevol regié del genoma;
(b) els ARN guia (ARNg), ARNm de Cas9 i ADN motle poden introduir-se directament
als zigots que, després de ser transferits a una femella superovulada, donaran lloc
als ratolins mutants®>%. Com que existeix la possibilitat que els ratolins generats
siguin mosaic, aquests s’aparellen amb ratolins wild-type del mateix fons genétic
perqué, si hi ha transmissié a la linia germinal, s’obtingui la primera generacié de
ratolins geneticament homogenis. Com a desavantatges cal tenir en compte que: (a)
I’ARNcr pot dirigir Cas9 a més d’'un locus diferent al genoma i s’han de descartar les
mutacions no desitjades o fora de I'objectiu (off-targets) i (b) la NHEJ també pot
introduir mutacions no desitjades dins o fora de la regi6 diana, tot i que s’han anat

desenvolupant métodes per millorar la reparacié per HDR'. (Figura 2.9B).
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Figura 2.9. Sistemes de generacié de ratolins modificats genéticament. Es presenten de
forma esquematica els passos a seguir per la generacié de ratolins modificats genéticament a
I'estratégia basada en la recombinacié homologa (A) i a 'aproximacié basada en I'edicié génica
amb la tecnologia CRISPR/Cas9 (B). Figura adaptada de 8992,
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2.3.2. Models de ratoli per Uestudi de la traduccié mitocondrial

Existeix un nombre important de models de ratolins amb alteracions del sistema
OXPHOS, la majoria dels quals contenen mutacions a 'ADNR, tot i que també s’han
generat ratolins transmitocondrials (amb alteracions a 'TADNmt)%. Els models es
poden agrupar segons si la disfunci6 ve donada per defectes en subunitats
individuals dels complexos CI-CV o factors d’acoblament dels mateixos®’, o per
defectes en factors de regulacio i altres components requerits per a la funcié
mitocondrial®®. Dintre d’aquest segon grup, destaca un conjunt de models murins
amb defectes en gens nuclears que estan implicats de forma directa o indirecta en
el mecanisme de traduccié mitocondrial (Taula 2.2). Entre aquests n’hi ha que
reprodueiexen mutacions descrties com a patogeniques en humans (Slirp®,
Lrpprc'®-192 Clpp'93, Mrps34'%4, Dars2'%5:1% | Wars2'°7), mentre que altres no s’han
vinculat amb malalties mitocondrials en humans (Mterf4'%8, Nsun4'%°, Ptcd1110.111,
Mrps5''2, Mrps12'13),

Els models de ratoli recopilats a la Taula 2.2 han ampliat el coneixement sobre la
funcionalitat de diferents proteines i les consequiéncies derivades de la seua manca
o alteracio sobre traduccié mitocondrial i el fenotip dels animals. Es tracta de ratolins
KO (constitutius o condicionals especifics de teixit) i KI constitutius per a proteines
relacionades amb: la maduracié i estabilitzacié de TARNm (LRPPRC'0-102 S| |RP?°)
i de 'ARNr (TFB1M™™4 NSUN4'99 PTCD1"9.11") la biogénesi i acoblament dels
mitoribosomes (MTERF4'%¢, CLPP'%3), la carrega d’ARNt amb aminoacids
(DARS2105.106 '\WWARS2107), la conformacié estructural de les subunitats 28S i 39S del
mitoribosoma (MRPS5'"2, MRPS12"'3, MRPS34'%4), i la fase d'iniciacio de la sintesi

proteica mitocondrial (MTIF31'5),
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Taula 2.2. Models de ratoli amb defectes a la traduccié mitocondrial.

Gen Funcié mitocondrial Modificacié genética Fenotip Ref.
KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 100
PoIlad(_anllap'lo ] , KO especific de cori muscul  Esperancga de vida de 16 st. Cardiomiopatia derivada de traduccié mt desregulada 102
Lrpprc  estabilitzacié de FARNm-mt esquelétic (Ckmm-cre) (proteines sobre- i sub- expressades) i afectacié del CIV que s’accentua amb I'edat.
fsoﬂréa;t un complex amb KO especiific de fetge (Alb- Esperanca de vida normal amb retard del desenvolupament i hepatopatia 101
cre) mitocondrial. Defecte de CIV i CV i alteracié del metabolisme dels acids grassos.
Estabilitzacié de TARNm-mt. KO constitutiu (RH) Esperanca de vida normal, aparentment sans i amb lleugera disminucié de pes. 99
Slirp Acoblament del Reduccié dels ARNm-mt. Reduccié de la traduccié mitocondrial en fetge i ronyé.
mitoribosoma i presentacioé Manca d’afectacié dels complexos OXPHOS. Promocié de la biogénesi del
dels ARNm madurs. mitoribosoma.
Dimetiltransferasa KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 114
Tfbim  mitocondrial, actua sobre KO especific de cori miscul  Esperanca de vida de 24 st. Cardiomiopatia derivada de traduccié mt reduida i
sy s | el @ esquelétic (Ckmm-cre) COXPD.
subunitat 28S.
Metilacié de 'ARNr 12S. KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 109
Nsun4  Forma un complex amb KO especific de cor i miscul  Esperanga de vida de 25 st. Cardiomiopatia progressiva. Traduccié mitocondrial
MTERF4 requerit per esquelétic (Ckmm-cre) reduida i afectacio de Cl, Clll, CIV i CIV. Increment de la transcripcié mitocondrial,
! a_coplament del estabilitzacié dels ARN-mt i augment de les proteines del mitoribosoma.
mitoribosoma.
KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria en homozigosi. El model Ptcd1* és haploinsucicient perdo 110,111
Maduracié de I’ARNTr, unié a viable. Obesitat en I'estat adult amb esteatosi hepatica i hipertrofia cardiaca.
Ptcd1 I'’ARNtLeu i regulacié de la Reduccié de la traduccié mitocondrial i afectacié del processament de I'ARN,
traduccié mitocondrial afectacié de la RC, desacoblament i alteracié de la morfologia mitocondrial. Fenotip
hepatic més clar que en cor, tot i que amb I'edat s’accentua en ambdds teixits.
KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 108
Mterf4 Control de la biogénesi del
mitoribosoma i regulacié de KO especific de corimuscul  Esperanga de vida de 21 st. Manifesten cardiomiopatia. Reduccié de la traduccié
la traduccié mitocondrial. esqueletic (Ckmm-cre) mitocondrial i afectaci6 combinada de 'OXPHOS. Increment d’elements del
mitoribosoma.
Proteasa mitocondrial KO constitutiu (RH) Viables en homozigosi, amb certa mortalitat prenatal. Deficiencia de la RC 103
Clpp implicada en la biogénesi moderada conseqiiéncia d'una traduccié mitocondrial ineficient que ve donada per
del mitoribosoma. la reduccié de la quantitat de mitoribosomes acoblats (55S). Fenotip clar en cor i
muscul esquelétic, i en menor mesura en fetge; accentuat amb I'edat.
Kl constitutiu. Introduccié de  Fenotip heterogeni que inclou pérdua d’oida, disminucid i afectacié del teixit adipos 107
Wars2 Triptofanil-ARNL sintetasa la mutacié hipomorfica i cardiomiopatia hipertrofica. Defecte de la traduccié mitocondrial, deficiéncies de

mitocondrial

recessiva p.V117L per
mutagénesi induida amb
ENU.

la RC i increment de la biogénesi mitocondrial especifiques de teixit. Activacié de
ISR i canvis metabolics dependents de grau dafectacid6 de la traduccié
mitocondrial.
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Taula 2.2. Continuacio.

Gen Funcié mitocondrial Manipulacié genética Fenotip Ref.
KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 105
KO especific de cor i muscul Esperanca de vida de 6 st. Cardiomiopatia greu i fibrosi muscular. Reduccio
esqueletic (Ckmm-cre) general de la traduccié mitocondrial en cor i muscul esquelétic, afectacié de Cl, CllI
’ ’ i CIV i activacié de mecanismes resposta especifics de teixit.
Dars2 A§tpan|l-(iARll\lt sintetasa KO especific de neurones de Supressio induida de I'expressié de Dars2 a partir de les 4 st. Les neurones adultes 106
iconcia I'area frontal cerebral i KO pateixen una forta disfuncié6 mitocondrial i mort cel-lular progressiva. Les
I'hipocampus (CaMKilla- cel-lules productores de mielina tenen un defecte a la RC, pero resisteixen millor
crefRT) i de cél-lules la mort cel-lular que les neurones de I'area frontal i I'hipocampus. S'identifica un
productores de mielina (Plp1- procés inflamatori.
crefRT),
Proteina estructural de Kl constitutiu. Introduccié de la  Esperanga de vida i aparenga fisica normals. Susceptibles al dany de I'oida induit 112
Mrps5 la subunitat petita (28S)  mutacié recessiva p.V338Y. per sorolls, i alteracions del comportament relacionades amb ansietat. Els
del mitoribosoma (RH) mitocondris de cortex cerebral mostren reduccio de I'OCR, menor activitat del CIV,
nivells d’ATP inferiors i increment de les ROS-mt.
Kl constitutiu. Introduccié de la  Esperanga de vida normal. Traduccié mitocondrial més accelerada perd poc 113
mutacio recessiva p.K71I acurada que comporta un defecte d’acoblament de I'OXPHOS. S’activen
(error-prone). (CRISPR + RH).  mecanismes resposta dirigits a estabilitzar les proteines traduides i promoure el
Mrps12 Proteina estructural de cicle de Krebs; s’activa la biogenesi mitocondrial, expressié de la telomerasa i
la subunitat petita (28S) proliferacioé cel-lular hepatica (poliploidia), normalitzant aixi el metabolisme.
del mitoribosoma Kl constitutiu. Introduccié de la  Esperangca de vida normal. Desenvolupen cardiomiopatia. L’alta fidelitat de
mutacio recessiva p.K71T traduccié mitocondrial fa que aquesta sigui lenta i no promou resposta d’estrés
(hyper-accurated). (CRISPR +  mitocondrial, donant lloc a I'afectacié cardiaca.
RH).
Proteina estructural de Kl constitutiu. Introduccié de la  Esperanga de vida normal. Fenotip heterogeni que inclou afectacié cardiaca i 104
la subunitat petita (28S)  mutacié recessiva p.T203C disfuncié hepatica que s’accentuen amb l'edat. Es desestabilitza la SSU del
Mrps34  del mitoribosoma. per mutagénesi induida amb mitoribosoma. La traduccié mitocondrial es redueix de forma global reduint les
Estabilitzacié de 'ARNr ENU. proteines codificades per TADNmt i els complexos OXPHOS acoblats; i disminuint
128. 'OCR i les activitats de la RC.
KO constitutiu (RH) Letalitat embrionaria (E8.5). 115
Mtif3 Factor d'iniciacio de la KO especific de cor i muscul Esperanca de vida de 25 st. Cardiomiopatia severa i pes inferior. Increment de la

traduccié mitocondrial

esquelétic (Ckmm-cre)

velocitat d'iniciacié de la traduccié mitocondrial i disminucié de la fidelitat del
procés, baixa estabilitat dels complexos OXPHOS i supercomplexos, i menor OCR.
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Taula generada a partir de les dades de les referéncies (Ref.) indicades. KO: knock-out; Kl: knock-in; st: setmanes d’edat; RH: recombinacié homologa;
Ckmm: promotor creatina quinasa especific de muscul; Cre: recombinasa Cre; CreERT: recombinasa Cre amb receptor ERT induible per tamoxifé; Alb:
promotor de I'albumina; CaMKila: promotor de la proteina quinasa Il dependent de calci/calmodulina; Plp1: promotor de proteina proteolipidica 1; E8.5:
dia 8,5 post-coit; RC: cadena respiratoria; ISR: resposta integrada d’estrés; OCR: velocitat de consum d’oxigen; ROS: espécies reactives d’oxigen; ENU:
N-etil-N-nitrosurea.
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2.3.2.1. Ratolins modificats genéticament a Gfm1

Al repositori de la EMMA (arxiu europeu de ratolins mutants) es troba el ratoli
C57BL/6NTac-Gfm1imiaEUCOMMWs/\WtsiBiat. Aquest conté un al-lel knock-out (KO)
de Gfm1 (Gfm1-) dissenyat segons I'estratégia knockout-first,amb el gen LacZ inserit
com a reporter i potencial per convertir-se en knock-out condicional (llocs LoxP
flanquejant I'exo 4 de Gfm1). El genotip de 'homozigot KO de Gfm1 (Gfm17) s’ha
descrit com a letal abans del deslletament, sense concretar si la mort dels animals
te lloc en estadis embrionaris. Als ratolins heterozigots Gfm1*- tan sols s’ha reportat

l'increment dels nivells d’acids grassos lliures circulants en plasma'6.117,

Recentment, altres investigadors van generar un ratoli KO de Gfm1 especific de
limfocits T (CD4*) i induible amb tamoxifé (T-Gfm1-). Aquest model es va obtenir
aparellant el ratoli Gfm1+- de la EMMA''® amb ratolins expressant la recombinasa
Cre induible per tamoxifé de forma especifica en limfocits T (Cd4-CreERTZWT),
Exceptuant un augment modest en la proporcié de la poblacié de cél-lules T
individuals CD8* al timus, 'homeostasi del sistema immunitari no es va veure
compromesa al model T-Gfm1+. Els ratolins T-Gfm1- foren viables, i després del
tractament amb 4-hidroxitamoxifé I'expressié de COX1 va disminuir als limfocits T
CD4*. A més, la diferenciacié de limfocits Th17 es va veure afectada, detectant una
menor frequéncia de cél-lules productores de IL-17 i IFN-gamma al sistema nerviés
central, i associant-se a major protecci6 per desenvolupar encefalomielitis
autoimmunitaria experimental (EAE). Amb tot, els autors van concloure que
I'afectacié de la traduccié mitocondrial als limfocits T reduia la funcionalitat de les
cél-lules Th17, demostrant-se la importancia d’aquest procés en mecanismes
patogénics on intervenen aquestes ceél-lules i representant una potencial diana

terapéutica per bloquejar respostes aberrants dels limfocits Th'8,

Aquests dos ratolins modificats geneticament per a Gfm1 poden ser molt utils per
aprofundir en el mecanisme d’acciéo d’EFG1 de forma especifica a diferents teixits,
sent d’interés en el camp de recerca de les malalties mitocondrials, perd també en
altres malalties on la traduccié mitocondrial juga un paper fonamental. Aquest segon
model de ratoli exemplifica un grup de linies de recerca on la inhibicié de la traduccio

mitocondrial es postula com un potencial mecanisme d’actuacio per frenar processos
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malignes, com poden ser certs tipus de cancer''®. Malgrat aixo0, es tracta de dos
ratolins que fins ara no s’han utilitzat per a I'estudi de la COXPD1, mancant una
caracteritzacié enfocada a identificar trets bioquimics i/o clinics comuns als dels

pacients. Llavors, actualment no es pot dir que siguin models de la malaltia.

2.4. Terapia génica per al tractament de malalties mitocondrials

La manca de tractaments curatius efectius per a les malalties mitocondrials ha fet
que fins ara, en la majoria dels casos, les estratégies terapéutiques per a aquestes
malalties s’hagin dirigit generalment a pal-liar els simptomes dels pacients
(tractaments simptomatics). A més, com a tractaments per a malalties associades
amb alteracions de la CTE s’han proposat diverses terapies metaboliques com
I'administracio de substrats habituals del sistema OXPHOS o cofactors, I'estimulacio
de diferents tipus de piruvat deshidrogenasa, en alguns casos la terapia de
substitucié enzimatica o la prevencid de lI'excés d’espécies reactives d’oxigen
(ROS)120.121 Altres linies de recerca han anat dirigides a desenvolupar drogues per
activar la biogénesi mitocondrial i la mitofagia'?>. En els ultims anys, la terapia
basada en I'administracié de nucledsids s’ha mostrat efectiva per a la miopatia
deguda a déficit de TK2'23, estratégia que s’ha proposat com a ampliable a altres
sindromes de deplecié i delecions de TADNmt24124.125 Per (ltim, es presenten les
estratégies basades en terapia génica com a aproximacions altament prometedores
per al tractament de malalties mitocondrials'?%, la majoria de les quals es troben en
fases precliniques d’estudi’?” i en el cas de LHON (Neuropatia optica hereditaria de
Leber, causada per mutacions en gens de 'ADNmt), s’ha avangat cap als primers

assaigs clinics utilitzant vectors adenoassociats'?.

2.4.1. Introduccio a la terapia genica

La terapia génica té com a objectiu modificar o manipular I'expressié de gens
concrets, o alterar les caracteristiques bioldogiques de les ceél-lules per un Us
terapéutic. La seua aplicacio es pot basar en diverses estratégies com sén: substituir
o editar un gen existent que no funciona de forma adequada per la versié correcta,
inactivar un gen que no funciona correctament i resulta patogenic, o introduir una

nova copia funcional del gen causant de la malaltia’®?.
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Fins I'actualitat s’han iniciat més de 3.000 assaigs clinics de productes relacionats
amb terapia genica per a diferents malalties (Figura 2.10), destacant la seua aplicacio
sobre diferents tipus de cancer (68,2%) i malalties monogéniques (12,6%)'2°. Dintre
d'aquest segon grup, els assaigs clinics s'han centrat sobretot en desordres
metabolics, alteracions oculars, afectacions en la coagulaci6 de la sang,
immunodeficiéncies, malalties neuromusculars i hemoglobinopaties, seguint
administracions in vivo en la majoria dels casos. Tot i que s’ha dut a terme un nombre
major d’assaigs clinics de terapia genica per al cancer, al camp de de les malalties
monogeéniques la proporcio d'assaigs clinics en fases avancades (fases 3 i 4) és més
alta (sobre el total d’assaigs iniciats) i el nombre de productes terapéutics aprovats

és major'28.129,

Cancers 68,2% (n=2.513)

Malalties monogeniques 12,6% (n=463)
Malalties infeccioses 5,2% (n=191)
Malalties cardiovasculars 5,2% (n=190)
Malalties neuroldgiques 1,7% (n=64)
Afectacions oculars 1,5% (n=56)
Malalties inflamatories 0,4% (n=15)
Altres malalties 2,1% (n=79)

Marcatge de gens 1,4% (n=51)
Voluntaris sans 1,7% (n=63)

pooogooooo

Figura 2.10. Malalties que consten d’assaigs clinics amb productes basats en terapia
génica. Figura adaptada de 130,

2.4.1.1. Sistemes de transferéncia génica

Pel que fa als sistemes de transferéncia génica s’han desenvolupat i aplicat

aproximacions basades en virus i altres que utilitzen sistemes no virals (Figura 2.11).

Adenovirus 15,5% (n=573)
Retrovirus 14,6% (n=463)

ADN plasmidic 13,1% (n=483)
Lentivirus 9,9% (n=364)

Virus adencassociats 9,5% (n=350)
Virus vaccinia 3,8% (n=139)
Lipofeccio 3,4% (n=126)

Poxvirus 3,0% (n=110)

Virus de I'herpes simple 2,8% (n=105)
Desconegut 16,9% (n=624)

Altres vectors 7,3% (n=273)

pooooonoonna

Figura 2.11. Vectors de terapia génica utilitzats en assaigs clinics. Figura adaptada de "%,
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Els sistemes de transferéncia no virals estan basats en compostos naturals o
sintétics (vectors no virals) en els quals es conformen complexos d'ADN, proteines,
polimers o lipids, en particules que poden transferir de forma eficient la construccio
terapéutica a les cél-lules (procés anomenat transfeccid), utilitzant diferents
métodes. Dins d'aquest grup s'inclou la vacunacio per insercié de fragments d'’ADN
utilitzant métodes fisics'3".132; | de forma més efectiva s’utilitzen els métodes quimics
fent servir micel-les de surfactants cationics, nanoparticules de rodamina o
liposomes™33.134, Malgrat que els métodes no virals reuneixen avantatges com la
menor probabilitat de patogenicitat associada al tractament, baix cost i facil
produccio, de moment cap de les aproximacions disponibles s'ajusta als requisits
ideals d'un vector, i la transferéncia viral constitueix I'eina més eficient per la terapia

genica.

La terapia genica basada en vectors virals utilitza virus modificats com a sistemes
per transduir sequéncies de nucleotids especifiques, gens codificants i ARN
reguladors (com ARN interferents) a dintre de les cél-lules. Entre els vectors virals
utilitzats destaquen els basats en lentivirus (LV), adenovirus (Ad) i virus
adenoassociats (AAV, apartat 2.4.2). Cadascun d'aquests sistemes virals ofereix

unes caracteristiques que determinen el seu Us en aplicacions especifiques.

Els vectors lentivirals son retrovirus recombinants derivats del virus de la
immunodeficiéncia humana (VIH). El seu genoma consisteix en una cadena simple
d'ARN, que es retrotranscriu a ADN de doble cadena a dintre de les cél-lules
transduides i tot seguit es transporta al nucli cel-lular on s'integra en el genoma hoste.
Els LV tenen una capacitat d'empaquetament alta (8-10 kb) i transdueixen de forma
eficient cél-lules en proliferacié i post-mitdtiques. La seua capacitat integrativa fa que
s'aconsegueixi I'expressioé permanent del transgén a les cél-lules diana'®®, i al mateix
temps comporta el risc de resultar oncogénica per mutacié insercional. Els LV
s'utilitzen principalment en terapia génica ex vivo i han mostrat resultats exitosos

sobre el tractament d'immunodeficiencies's¢ i leucodistrofies'®”.

Els Ad soén virus no encapsulats d'ADN bicatenari, coneguts pel fet de causar
infeccions principalment respiratories, perd també d'altres 6rgans com el cervell i la

melsa. Els vectors basats en Ad ofereixen avantatges com l'alta eficiéncia de
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transduccio, I'ampli tropisme per a diferents teixits i la capacitat d’albergar transgens
grans (fins a 36 kb). Malgrat aixd, tendeixen a donar lloc a expressio transitoria del
transgén i s6n molt immunogeénics. Aquests aspectes limiten el seu Us per terapia
génica in vivo sobre malalties monogéniques’®, pero fan que siguin una opcié molt
utilitzada per viroterapia oncolitica™® i per al desenvolupament de noves

vacunes 40,141,

Els vectors basats en AAV (rAAV, apartat 2.4.3) han estat 'opcié més utilitzada per
dur a terme terapia génica in vivo, transduint les cél-lules diana amb una copia
funcional del gen que es troba mutat en el pacient, que no s'integra al genoma siné
que roman al nucli com a episoma. Aquests vectors s’han utilitzat per al tractament
de malalties neuromusculars, retinopaties o hemofilia’#2. Tenint en compte que prop
del 90% de les malalties mitocondrials sén malalties monogéniques recessives, es
converteixen en candidates ideals per ser abordades mitjangant aproximacions de

terapia génica amb vectors adenoassociats.

2.4.2. Virus adenoassociats (AAV)

Els AAV s'inclouen dintre de la familia Parvoviridae i van ser descoberts a la década
del 1960 com a contaminants d'una preparacié d'adenovirus'#3. Es tracta de virus
petits, sense embolcall i que consten d’'un genoma d’ADN de cadena simple lineal
amb una mida aproximada de 5 kb. Fins ara s’han aillat tretze serotips naturals
(AAV1-13) en humans i altres primats, a part d’'un ampli ventall d’AAV identificats en
altres espécies de vertebrats. Els AAV salvatges, que es classifiquen com a
dependoparvovirus, requereixen la co-infeccié per part d’'un virus helper (adenovirus,
virus de I'herpes simple, vaccinia virus o virus del papil-loma huma) que conté els
gens essencials per la replicacio i expressié del seu material genétic. Malgrat que
una gran part de la poblacié humana presenta anticossos contra diferents serotips

d’AAV, no s'han associat a cap malaltia en humans o animals 35144,

Entre els avantatges que han fet que s'aposti pels AAV com a vectors per terapia
génica destaquen: (1) el fet que no s'hagin associat a malalties en humans o animals;

(2) la seua capacitat per romandre principalment en estat episomal a les cél-lules
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transduides, i (3) la possibilitat de transduir diferents tipus cel-lulars. A més, ofereixen

una immunogenicitat baixa’#® i expressio genica prolongada en el temps 6.

2.4.2.1. Caracteristiques moleculars dels AAV

El viri6 dels AAV consta d’'una petita capsida icosaédrica d’'uns 28 nm de diametre,
que determina el tropisme del virus. A dintre d’aquesta es localitza el genoma viral

d'ADN de simple cadena (ssADN), lineal i amb una mida d’unes 4,7 kb.

La capsida virica esta conformada per unes 60 unitats estructurals, cadascuna de
les quals presenta regions variables exposades a la superficie del virid6 que
determinen el seu tropisme viral. La modificacié d’aquestes estructures pot variar
tant l'eficiencia de transduccié de I'AAV, com la capacitat d'unid6 d’anticossos

neutralitzants (NAbs) a la capsida virica®’.

El primer genoma identificat i caracteritzat va ser el de 'AAV2 que té 4.769 pb.
Aquest pot ser de cadena d’ADN positiva (codificant) o negativa (complementaria) i
inclou quatre pautes obertes de lectura (ORFs) que contenen els gens rep i cap
implicats en la replicacié de I'ADN i formacié de la capsida, respectivament’+é. El
genoma dels AAV esta delimitat als extrems 5’ i 3’ per sequiéncies ITR (repeticions
terminals invertides) de 145 nucleoétids, practicament idéntiques. Les ITR tenen una
sequencia palindromica que es plega sobre ella mateixa i fa que funcionin com auto-
encebadors a la replicacié, inclouen [l'origen de replicacié i el senyal

d’empaquetament, i participen al procés d’integracié del genoma viral'4°,

La sequéncia rep codifica 4 proteines importants durant el cicle viral: Rep78, Rep68,
Rep52 i Rep40'4°. La regio codificant cap codifica les proteines de la capsida viral
VP1, VP2 i VP3. El gen aap, situat en un marc de lectura diferent dins de la regio
codificant de cap, codifica la proteina AAP que intervé en el procés d’acoblament del

virig90.151 (Figura 2.12).
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Figura 2.12. Esquema del genoma dels AAV. El genoma dels AAV conté quatre pautes obertes
de lectura (ORF) conegudes: (1) rep (verd) codifica les quatre proteines de replicacié (Rep78,
Rep68, Rep52 i Rep40), (2) cap (taronja) codifica tres proteines de la capsida (VP1, VP2 i VP3), (3)
la proteina activadora de I'acoblament AAP (groc) i (4) la proteina accessoria associada a
membrana MAAP (blau) sense funcié coneguda. La transcripcié s’inicia amb els promotors virals
P5, P19 i P40 (fletxes). El genoma esta delimitat per repeticions terminals invertides (ITR, gris).
Figura adaptada de 148,

2.4.2.2. Cicle viric dels AAV

Els AAV salvatges tenen capacitat per infectar cel-lules tant en quiescéncia com en
divisio, i la seua capacitat infectiva in vivo depén de la co-infeccié d’un virus helper;
sense la qual queden en estat de laténcia'>?. El cicle viric consta de diverses etapes
descrites més avall i representades a la Figura 2.13, on es distingeix algun aspecte
dels AAV recombinants (rAAV) (apartat 2.4.3).

1. Unié de I’AAV al receptor. Les particules virals uneixen a receptors glicoproteics
de superficie i receptors secundaris (ex. AAVR) de les cél-lules diana. Cada serotip
viral presenta un tropisme cel-lular diferent en funcié de I'afinitat d’'unid de les

proteines de la capsida a aquests receptors’.

2. Internalitzacié i transport al nucli. Un cop I'’AAV interacciona amb el seu receptor
de superficie, s’activa la seua endocitosi de forma rapida i eficient'>*. Seguidament,
el transport intracel-lular de 'AAV té lloc de forma lenta i poc eficient. Els virions es
transporten en vesicules endosomals pel citosol per accié de microtibuls fins

laparell de Golgi. En aquest punt, la capsida viral experimenta canvis
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conformacionals, escapa de I'endosoma i seguint senyals de localitzacié nuclear es
transporta a linterior del nucli cel-lular'4. Els virions poden ser ubiquitinats i
degradats al proteosoma o patir un desacoblament de la capsida i continuar el seu

cicle infectiu54.155,

3. Conversié del genoma a ADN de doble cadena (dsADN). Per tal de poder
transcriure el seu genoma, aquest ha de convertir-se a dsADN mitjangant I'accié de
I’ADN polimerasa de la cél-lula hoste o bé I'aparellament d’'una cadena positiva i una
de negativa de diferents virions que hagin co-infectat la mateixa cél-lula’®s. La
primera opcio s’inicia a la ITR 3’ on 'ADN polimerasa utilitza el grup hidroxil 3’ per
comengar la replicacio, servint la mateixa molécula d’ADN com a encebador i com a
motlle. Un cop s’ha obtingut 'ADN bicatenari amb una ITR a un extrem, 'ARN
polimerasa |l pot iniciar la transcripcio i obtencié dels ARNm virals'#’. Tot seguit el
duplex ITR es plega i genera un nou extrem 3’ que 'ADN polimerasa pot utilitzar per

reiniciar la replicacio.

Per sintetitzar nous genomes virals, Rep78/68 talla la cadena original al
comengament de la ITR 3’. A partir d’'aqui es completa la copia de la cadena i

s’empagqueta la cadena desplagada’®S.

4. Transcripcio i expressié de les proteines virals. Amb la preséncia del virus
helper s’inicia I'expressié del genoma viral. El virus helper, de forma general,
incrementa I'expressio de les proteines de I'AAV, i altera 'ambient cel-lular per

promoure la replicacié i alliberacié al medi de 'AAV 56,

Quan no existeix virus helper, el genoma de 'AAV queda en estat latent durant
periodes de temps prolongats. Davant d’aquesta situacié el genoma viral es pot
circularitzar per recombinacié homologa formant mondmers, dimers o concatémers
circulars per interaccions intra- i intermoleculars, o integrar-se al genoma cel-lular
(procés en que intervé la proteina Rep) en la regié q13.4 (AAVS1) del cromosoma
19157_
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Figura 2.13. Transduccio i cicle viral dels AAV. Els virions s’uneixen a receptors i coreceptors
de superficie de les cél-lules diana (pas 1) i via endocitosis entren en elles (pas 2). Els endosomes
que contenen virions son transportats pel citoplasma gracies al citoesquelet (pas 3). Un cop els
virions son alliberats dels endosomes (pas 4), poden ser ubiquitinats i marcats per a ser degradats
a través del proteosoma (pas 5b) o dirigits al nucli (pas 5a). A l'interior del nucli, els virions perden
la capsida i el genoma dels AAV és alliberat (pas 6). El genoma en forma d'ADN de simple cadena
(ssADN) es transforma a ADN de doble cadena (dsADN) (pas 7). El genoma dels AAV salvatges i
rAAV es sol mantenir en estat episomal (pas 8b), o de forma puntual pot integrar-se al cromosoma
19 (pas 8a). En aquest punt ja es pot iniciar la transcripcié (pas 9) i 'ARNm resultant s'exporta per
tal de traduir-se i expressar les proteines virals als AAV salvatges (pas 70a), o la proteina
terapeutica en el cas dels rAAV (pas 10b). Als AAV salvatges, les proteines i genomes virals
s’acoblen finalment per formar nous virions (pas 70a) que s’alliberen al medi extracel-lular lisant la
cél-lula hoste. RE: reticle endoplasmatic; Ub: ubiquitina. Figura adaptada de '47.
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2.4.2.3. Serotips i tropisme dels AAV

Fins ara s’han aillat més d’un centenar de serotips o variants d’AAV que infecten
diferents espécies animals'58 i entre tots ells n’hi ha un subgrup que inclou 13 serotips
naturals d’AAV identificats en humans i altres primats no humans (AAV1-13)159,
L’estudi d’aquests serotips sobre diferents organismes ha donat a conéixer els seus
tropismes cel-lulars i tissulars'°, convertint-se en un factor important a considerar a
I'hora de desenvolupar estratégies de terapia génica basades en AAV. Les proteines
de la capsida son les responsables del tropisme tissular'®' i la seua adhesio a la
superficie cel-lular te lloc de forma especifica per interaccié amb receptors primaris i
co-receptors (Taula 2.3). Tanmateix, la modificacié de la seqiiéncia peptidica de la
capsida virica no sols defineix la unié al receptor, sin6 que també determina el
mecanisme de trafic intracel-lular del virus, la capacitat per escapar de la via

endosomal, el desacoblament de la capsida i translocacio al nucli de la cél-lula hoste.

Taula 2.3. Receptors, coreceptors i tropisme dels serotips naturals d’AAV159.162

Serotip Receptor Co-receptor Tropisme
AAV1 Acid sialic AAVR Muscul esquelétic, CNS, retina, cor, pulmé
i pancrees
AAV2 HSPG AAVR, FGFR, HGFR, Muscul llis, muscul esquelétic, fetge, CNS i
Integrina, LamR ronyo
AAV3 HSPG AAVR, FGFR, HGFR, Muscul esquelétic, medul-la ossia i fetge
LamR
AAV4 Acid sialic Desconegut CNSiretina
AAV5 Acid sialic AAVR, PDGFR Muscul esqueletic, CNS, retina, pulmo i
fetge
AAV6 HSPG AAVR, EGFR Muscul esquelétic, CNS, cor, pulmé i
medul-la ossia
AAV7 Desconegut Desconegut Muscul esquelétic, CNS i retina
AAVS Desconegut AAVR, LamR Fetge, muscul, cor, pancrees, CNS i retina
AAV9 Galactosa AAVR, LamR Fetge, cor, cervell, muscul esquelétic,
pulmd, pancrees i ronyo
AAV10  Desconegut Desconegut Muscul esquelétic i fetge
AAV11  Desconegut Desconegut Desconegut
AAV12  Desconegut Desconegut Desconegut
AAV13 HSPG Desconegut Desconegut

Elaborada a partir de dades de 159162 HSPG: hepara sulfat; AAVR: receptor dels AAV; FGFR:
receptor del factor de creixement de fibroblasts; HGFR: receptor del factor de creixement dels
hepatocits; LamR: receptor de la laminina; CNS: Sistema nervios central.
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2.4.3. Vectors AAV recombinants (rAAV)

Actualment els virus adenoassociats recombinants (rAAV) sén els vectors més
utilitzats en l'aplicacié in vivo d’estratégies de terapia génica. Aquests es generen
substituint les ORFs virals per un casset d’expressio (que conté, entre altres
elements, la seqiiéncia que es vol transduir), delimitat per les ITR, que sén
necessaries per guiar la replicacioé del genoma i 'empaquetament durant la produccié
dels virions. Durant el procés de producié dels rAAV, els gens responsables de la
replicacio viral i 'acoblament de la capsida (rep i cap) es subministren en frans en
plasmidis independents cotransfectats en els cultius cel-lulars productors'® (Figura
2.14). Com que el genoma dels rAAV manca del gen rep, no sol integrar-se al
genoma cel-lular i es manté majoritariament en estat episomal al nucli de les cél-lules

transduides57.164,

AAV Salvatge

rep cap
ex. AAV2
TR TR v (p-ex )

Casset d’expressio

AAV Recombinant
Promotor )( Gen terapeutic ) ( PoliA + rep cap (p.ex. rAAV2)

ITR
IR 4.7 kb | o

( AAV Recombinant
+__( rep ) [cap(AAV9)) pseudo-typed

\ ] |\ J{ (pex raAV2/9)

Plasmidi amb el Plasmidi amb els
casset d’expressio gens cap i rep
Casset d’ expressm&/v V\/ Capsida

(diferent expressi6 cel-lular) Vector rAAV (diferent tropisme tissular)

Figura 2.14. Biologia dels vectors adenoassociats. Els AAV salvatges contenen els gens cap
(capsida) i rep (replicacio) delimitats per dues sequéncies ITR. Als AAV recombinants (rAAV), el
genoma viral es substitueix per un casset d’expressié que consta d’'un promotor, el gen terapeutic
d’interés i una seqiéncia de terminacié com la senyal de poliadenilacioé (PoliA), flanquejat per les
ITR de I'AAV salvatge. Els gens cap i rep es subministren com a plasmidi en trans i donaran lloc a
la capsida viral on s’empaquetara el casset d’expressié. Per modificar el tropisme d’un vector poden
utilitzar-se els gens cap d’un serotip (p.ex. AAV9) per empaquetar el genoma recombinant d’un altre
serotip (p.ex. AAV2). Als rAAV poden personalitzar-se tant la capsida (en funcié del teixit diana al
qual es vulgui dirigir '’AAV) com el promotor (per aconseguir una expressio del gen terapeutic ubiqua

o especifica de teixit). Figura adaptada de 165,
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El genoma dels rAAV te una capacitat de 4,7 kb per a la incorporacié del casset
d’expressio, el qual consta generalment de 3 elements principals: un promotor
(constitutiu o especific d’'un o diversos teixits), la sequéencia codificant del gen

terapeutic (transgén) i un senyal de poliadenilacio 152 (Figura 2.14).

2.4.3.1. Opcions de millora i avantatges dels rAAV

La mida del casset d’expressié condiciona el disseny del rAAV. Com a alternativa
per expressar transgens grans s’han generat vectors duals fent servir sistemes de
splicing entre ITR recombinants de vectors amb genomes complementaris'%6. A més
a meés, com que la conversio del genoma viral a dsADN requereix un temps que és
limitant en [I'expressi6 del gen terapéutic, s’han desenvolupat AAV
autocomplementaris (scAAV) per optimitzar aquest aspecte. El genoma dels scAAV
es plega sobre si mateix passant a dsADN després de transduir les cél-lules i es
transcriu directament. Llavors s’ofereix una expressié més rapida del gen terapéutic,

a canvi de deixar disponible una capacitat d’'empaquetament inferior a les 2,5 kb,

La capsida viral del rAAV s’elegeix en funcié del teixit diana on es vulgui dirigir la
terapia, atenent al tropisme natural dels AAV (Taula 2.3). Amb I'objectiu de millorar
I'eficiencia de transduccid i alterar el tropisme, les caracteristiques especifiques dels
diferents serotips d’AAV es poden combinar a través d’'un procés de pseudotipatge
on les ITR d'un serotip (generalment de 'AAV2) junt amb el casset d’expressio
s’empaqueten a dintre de la capsida d’un serotip diferent'8.1%° (Figura 2.14). D’altra
banda, per tal d’'augmentar la taxa de transduccio i el transport intracel-lular dels
rAAV, s’estan desenvolupant serotips recombinants nous mitjangant la modificacio
de residus aminoacidics de la capsida viral per técniques de disseny racional o
evoluci6 dirigida'’°. Altres factors que poden influir en la transduccié dels rAAV soén
la via d’administracio, la dosi, I'espécie animal hoste, el sexe, la preséncia de NAbs

i fins i tot el métode de produccio del vector!”1-173,

Els rAAV reuneixen diversos avantatges de cara a I'aplicacié clinica de la terapia
génica. D’'una banda, tenen capacitat per transduir cél-lules en divisié i en
quiescéncia, i existeixen nombrosos serotips amb un ampli ventall de tropismes

cel-lulars. El manteniment dels rAAV en estat episomal a les cél-lules hoste durant
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llargs periodes de temps (almenys 10 anys), redueix el risc de mutagénesi per
insercié al genoma hoste. Malgrat que s’han descrit casos puntuals de genotoxicitat
associada a rAAV sota condicions concretes en models de ratoli'’#'75, fins ara no
s’han trobat evidéncies d’alteracions patogéniques en estudis a llarg termini sobre
altres models animals com gossos'’® o primats no humans'””. Tanmateix, multitud
d’assaigs clinics sobre pacients tampoc han detectat fins ara casos de genotoxicitat
a llarg termini'#7178  tot i que la possible integraccié del genoma viral és un punt
d’'important consideracié i diversos estudis s’han centrat a identificar factors que

puguin afavorir aquest fenomen'7°,

2.4.3.2. Assajos clinics i productes terapéutics basats en rAAV

Des de la utilitzacio al 1984 del primer rAAV per introduir gens exdgens a ceél-lules
de mamifers'® aquests vectors no han deixat d’aplicar-se en recerca biomédica fins
arribar a la clinica. Aixi doncs, el 1996 es va iniciar el primer assaig clinic de terapia
génica utilitzant un vector adenoassociat, tractant-se d’'un rAAV2 amb el gen CFTR
dirigit al tractament de la fibrosi quistica’®!. S’ha anat progressant en el coneixement
de la seua virologia, produccid, eficacia i translacio’>® i al llarg dels anys els rAAV
s’han dirigit al tractament de malalties amb afectacié de fetge, cervell, muscul, cor,
ulls, i altres teixits'”2. Actualment, els rAAV s’han utilitzat com a vectors de
transferéncia génica en un 9,5% (350 de 3685) d’assajos clinics basats en
estratégies de terapia génica, sent el quart vector viral més utilitzat per darrere
d’adenovirus (15,5%), retrovirus (14,6%) i lentivirus (9,9%)'° (Figura 2.11). D’entre
els serotips utilitzats, al capdavant es situa 'AAV2, probablement pel fet de ser el
més caracteritzat, aplicant-se majoritariament al tractament de malalties amb
afectacio ocular i del CNS. L’AAV8 s’ha utilitzat sobretot en desordres hematologics,
'AAV9 en leucodistrofies i els AAV1 i AAV9 en malalties neuromusculars i amb
afectacio de teixits diversos'6®. L’estrategia terapeutica per la que més s’aposta és
la substitucié génica, seguida de I'addicié d’'un gen, el silenciament génic i I'edicié

génica'®,

Els assajos clinics utilitzant rAAV s’estan dirigint a diverses malalties, entre les quals
hi ha malalties musculars (distrofia muscular de Duchenne, la miopatia miotubular

ligada al cromosoma X), hemofilia, alteracions metaboliques hereditaries
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(deficiencia de la ornitina transcarbamilasa, acidémia metilmalonica), desordres
neurologics (Parkinson, malaltia de Batten), i afectacions oculars (retinitis

pigmentosa, coroideremia, degeneracié macular associada a I'edat) 53172182,

En referéncia a I'aprovacié i aplicacié a la practica clinica de productes basats en
rAAV, l'any 2013 I'Agencia Europea del Medicament (EMA) va aprovar Glybera
(uniQure), un rAAV1 per al tractament de la deficiencia familiar de lipoproteina lipasa,
convertint-se en el primer rAAV comercial per terapia génica’®. Malauradament,
Glybera es va retirar del mercat I'any 2017 pel seu elevat cost. Precisament aquell
mateix any, Luxturna (Spark Therapeutics), un producte basat en 'AAV2, fou aprovat
per la EMA i la FDA (Food and Drug Administration) per al tractament de 'amaurosi
congénita de Leber de tipus 2, malaltia amb degeneracié retinal causada per
mutacions al gen RPE65'®. L’any 2019 la FDA va aprovar Zolgensma (AveXis), un
rAAV9 dirigit a tractar I'atrofia espinal muscular de tipus 1 (malaltia neuromuscular
causada per mutacions al gen SMN17)'"". Més recentment, entre el 2022 i aquest
mateix any, 'EMA ha aprovat Roctavian (valoctocogene roxaparvovec)'s® i
Hemgenix (etranacogene dezaparvovec, també autoritzat per la FDA)'86, dos rAAV5

per al tractament respectivament de 'hemofilia A i 'hemofilia B.

2.4.3.3. El fetge com a diana per a la terapia genica amb rAAV

El fetge és un organ vital que juga un paper important en el metabolisme i altres
funcions fisioldgiques clau. El tipus cel-lular més abundant en el fetge sén els
hepatocits, que sintetitzen i metabolitzen gran quantitat de proteines intracel-lulars i
secretades amb funcions com I'Us i emmagatzematge d'hidrats de carboni o el
metabolisme lipidic. A més, el fetge esta implicat en la detoxificacié de metabdlits

com I'amoni i la bilirubina.

Hi ha centenars de malalties monogéniques metabodliques d’origen hepatic, on el
transplantament de fetge constitueix I'inica cura. Com a alternativa, la terapia génica
€s menys invasiva que el transplantament i no requereix d’'un donant. A més a més,
el fetge reuneix un seguit de caracteristiques que el converteixen en un teixit diana
atractiu per a la terapia genica amb rAAV'®. D’una banda, gracies a la irrigacio

sanguinia dual d’aquest organ, un fetge huma adult filtra aproximadament el 10-15%
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del volum total sanguini per minut; facilitant 'acumulacié sistematica de nivells alts
de particules virals al fetge. Tanmateix, I'endoteli fenestrat dels sinusoids hepatics
permet el pas de les particules virals des de la sang als hepatocits de forma directa,
augmentant I'eficiéncia de transduccio respecte dels drgans amb endoteli continu.
Aquests trets anatdmics ajuden a explicar que el fetge sigui I'érgan on s'ha detectat
el nombre de copies de genomes de rAAV (genomes de vector, gv) més elevat

excloent els organs immunitaris primaris 88189,

Com que els rAAV no solen ser integratius, un factor rellevant per la terapia és la
longevitat dels hepatocits transduits. En condicions normals, un fetge desenvolupat
presenta menys del 1-2% dels hepatodcits reciclant-se, mentre que la resta romanen
en estat de quiescéncia'®. A més, el reemplagament dels hepatocits madurs és
relativament lent (200-300 dies)'®", fent que la terapia sobre aquestes cél-lules sigui
menys susceptible als efectes de dilucié per la divisio cel-lular. A més a més, tots els
serotips naturals d’AAV humans presenten cert tropisme hepatic, a excepcié de
FAAV412) i I'expressid del gen terapéutic en hepatocits indueix una tolerancia

especifica per mitja de cél-lules T reguladores’.

Per ultim, les malalties monogéniques d’origen hepatic solen presentar associats
marcadors bioquimics ben descrits i validats clinicament (ALT i AST entre d’altres).
De cara a I'aplicacié de terapia génica, aquest fet afavoreix la seleccié de la dosi,
avaluacioé de l'eficacia de la terapia i deteccié rapida de la possible reversié del

fenotip clinic.

2.4.3.4. Terapia génica sobre malalties mitocondrials causades per mutacions
a 'ADNn

Els tractaments farmacologics o nutricionals aplicats sobre molts dels pacients amb
malalties mitocondrials causades per mutacions en gens nuclears, poden arribar a
pal-liar alguns dels simptomes, revertir manifestacions cliniques i millorar la qualitat
de vida. Malgrat aix0, aquestes aproximacions no corregeixen la causa principal del
problema. Tenint en compte que la majoria d’aquestes malalties sén monogéniques
recessives, la terapia génica representa una estratégia precisa i atractiva per curar

els defectes mitocondrials 27194,
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Actualment la terapia génica basada en rAAV s’ha testat en aproximacions

precliniques sobre models de ratoli de malalties mitocondrials (Taula 2.4).

Taula 2.4. Estudis preclinics de terapia génica amb rAAV sobre models de ratoli de

malalties mitocondrials degudes a mutacions a ’ADNn'%”

Malaltia rAAV Resultat Ref.
AAV9-desmin-hTAZ  Millora de la simptomatologia. 195
Sindrome de ~ AAV9.CAG-hTAZ L’administracié neonatal evita la mort primerenca i 196
Barth el fenotip cardiac. L’administracié en adults prevé
o reverteix I'afectacio cardiaca.
AAVrh10-CAG- El tractament pre-simptomptomatic evita el fenotip 197
Ataxia de hFXN i post-simptomatic reverteix el fenotip.
Friedreich AAV9-CAG-hFXN L’administracié i.v. millora parcialment els 198
simptomes; i.v. + i.c.v. millora els simptomes.
AAV9-CB-hFXN Allarga la supervivéncia i redueix els simptomes. 199
AAV9- CMV- La combinacié i.v. + i.c.v. millora la supervivéncia i 200
hNDUFS4 redueix els simptomes. Per separat no es detecta
Sindrome efecte.
Leigh AAV-PHP.B-CAG- Increment de la supervivéncia i endarreriment de 201,202
(autosomic hNDUFS4 la progressio dels simptomes.
recessiu) AAV9-CMV-Ndufs3 El tractament de recent nascuts prevé la malaltia, i 203
en adults la corregeix.
scAAV9-CB- Increment de I'activitat del CIV en cervell, muscul i 204
hSURF1 fetge. Reduccié del lactat en plasma després
d’exercici intens.
Encefalopatia AAV8-TBG-hETHE1 Increment de la supervivéncia i millora de la funcio 205
etilmalonica motora.
AAV8-TBG-hTYMP Reduccio prolongada dels nivells de dThd i dUrd 206
en plasma i teixits.
AAV8-AAT-hTYMP Reduccié prolongada dels nivells de dThd en 207
MNGIE AAV8-TBG-hTYMP plasma i teixits. Els promotors, especifics de fetge,
AAV8-HLP-hTYMP mantenen reduits els nivells de dThd durant més
temps.
AAV8-AAT-hTYMP Reduccié prolongada dels nivells de dThd i dUrd 208
AAV8-TBG-hTYMP en plasma en animals alimentats amb
AAV8-HLP-hTYMP sobrecarrrega de nucleosids. Millora de la
coordinacié neuromotora, i reduccioé del volum
ventricular cerebral.
Defectes en AAV8-TBG-hMPV17  El tractament després de la dieta cetonica millora 209
MPV17 el fenotip hepatic, i si s’efectua abans de
comengar la dieta prevé el dany hepatic.
Defectes en AAV9- CB-hTK2 Millora de la supervivéncia i la funcié motora. 210
TK2 AAV2- CB-hTK2
Defectes en AAV-PHP.eB-CMV- Millora de la supervivéncia i la severitat del fenotip 211
SLC25a46 SIc25a46

Taula elaborada a partir de les dades de 27. Desmin: promotor desmina; CB: promotor beta-actina
de pollastre; CMV: promotor del citomegalovirus; CAG: constructe enhancer del CMV fusionat amb
el promotor CB; TBG: promotor de la globulina d’unié a tiroxina ; AAT: promotor de lalfa-1-
antitripsina; HLP: promotor hibrid especific de fetge; h: huma; rh: rhesus; AAV-PHP.B i AAV-
PHP.eB: serotips recombinants AAV2/9 amb una capsida modificada de 'AAV9 que ofereix una
millora del tropisme cap al sistema nervidés central; i.v.: administracié intravenosa; i.c.v.:
administracio intracerebral; dThd i dUrd: nucleosids timidina i desoxiuridina.

86



Introduccid |

D’entre les malalties causades per mutacions a 'ADNn s’han publicat estudis per: la
sindrome de Barth, I'ataxia de Friedreich, la sindrome de Leigh causada per defectes
en NDUFS4, NDUFS3 i SURF1, l'encefalomiopatia etilmaldnica, la neuropatia
causada per defectes en SLC25A46 i tres sindromes de deplecié i delecions de
I'ADNmt (lI'encefalomiopatia neurogastrointestinal mitocondrial, MNGIE, mutacions
en MPV17ien TK2).

La majoria de malalties mitocondrials sén d’afectacié multisistemica, per tant en
molts dels casos podria requerir-se una expressio génica disseminada o ubiqua del
gen terapéutic del rAAV. No obstant aixd, s’ha demostrat que es pot millorar el fenotip
clinic seguint estratégies dirigides a un unic organ diana, com és el cas de MNGIE,
on la funcio detoxificadora del producte del gen terapéutic fa que no sigui necessaria

la seua expressioé ubiqua.

Pel que fa als serotips utilitzats, 'AAV9 és la primera opci6 als estudis on la terapia
es dirigeix a cervell i a altres teixits com cor, muscul o fetge (sindromes de
Barth95.19, | eigh203.204 j deficit de TK22'0). També s’ha vist que els serotips
recombinants AAV-PHP.B201202 i AAV-PHP.Eb2'" transdueixen millor cervell.

Finalment, quan el teixit diana és el fetge s'utilitza principalment ' AAV8206-209,

En la majoria dels estudis s’utilitzen promotors constitutius (CMV200.203 CAG"96-
198,201,202 j (CB199204210) " mentre que els vectors dirigits a [I'encefalopatia
etilmalonica??®, MNGIE?2%%-208 i mutacions en MPV172% fan Us de promotors hepatics
(TBG, AAT i HLP).

Els rAAV s’administren en la majoria dels casos per via intravenosa, tot i que també
s’opta per altres vies (subcutania, retrorbital, intracerebral, intracerebral ventricular i
intratecal)'?’ i s'utilitzen dosis que oscil-len entre 6-10° gv/kg'®® i 2-10"* gv/kg?'"'. Per
ultim, I'edat a la qual els ratolins son tractats varia des del moment del naixement
fins les 12 setmanes d’edat, en funcié del fenotip de cada model animal i I'objectiu

de I'estudi sobre cada malaltia.
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3.1. Hipotesis

L’estudi de la COXPD1 s’ha sostingut fins ara principalment sobre models in vitro
(fibroblasts o bidpsies de pacients) i no existeix cap model muri apropiat per dur a
terme estudis preclinics. Aix0 dificulta entendre bé les conseqiiéncies bioquimiques,
moleculars i fisioldgiques de les alteracions genétiques en GFM1. A més, limita les
possibilitats de testar aproximacions terapeutiques, que sén urgents ja que la majoria
dels pacients moren de forma prematura sense l'opcié de rebre cap tractament

curatiu.

En aquesta tesi es plantegen dues hipotesis relacionades, a partir de les quals

neixen dos blocs d’objectius.

En primer lloc, la proteina EFG1 manté una alta homologia a les espécies humana i
murina, conservant-se 'aminoacid R671 que frequientment es presenta mutat als
pacients. Llavors, |a hipotesi 1 postula que la generacio dels al-lels de Gfm1 knock-
in causant del canvi p.R671C (KI, Gim1R671C) i knock-out (KO, Gfm1-), permetran
obtenir un model de ratoli modificat genéticament que presenti alterada I'estabilitat

i/o funcié d’EFG1, donant lloc a un fenotip similar al que manifesten els pacients.

En segon lloc, la naturalesa de la malaltia (monogénica, autosdmica, recessiva i ultra
rara) situa la terapia génica basada en AAV com a candidata per tractar la COXPD1,
i la disponibilitat d’'un model de ratoli permetra avaluar el potencial d’aquesta
estratégia. D’aqui deriva la hipotesi 2 segons la qual proposem que I'administracié
sistémica d’un rAAV dirigit a fetge possibilitara introduir una copia funcional de GFM1
(forma humana) als hepatocits del model muri, revertint el perfii COXPD que

presumiblement tindra un dels teixits diana principals.

La confirmacié de la primera hipotesi permetria a la comunitat cientifica disposar d’'un
model de ratoli per avangar en la recerca relacionada amb la COXPD1, aixi com
d’altres malalties on la traduccié mitocondrial jugui un paper clau. L’éxit de la segona
hipotesi suposaria un pas important en la recerca translacional de la terapia génica
per tractar la COXPD1 i ens acostaria a un tractament efectiu per a la malaltia, la

qual cosa al seu torn demostraria el potencial del model de ratoli generat.
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3.2. Objectius

Els objectius formulats per tal de testar les hipotesis plantejades son:

Objectiu general

Avancar en la recerca translacional de I'hepatoencefalopatia deguda a mutacions en
GFM1 mitjancant la generaci6 i caracteritzacié d’'un model de ratoli de la malaltia i

linici d’'una estrateégia preclinica de terapia génica basada en AAV.

Objectius per verificar la hipotesi 1

1. Generar els al'lels mutants Gfm1R677C (KI) i Gfm1- (KO), i utilitzar-los per tal
d’obtenir ratolins modificats genéticament que constitueixin models animals per
ala COXPD1.

2. Caracteritzar el fenotip dels models de ratoli a diferents teixits i edats:
e Analitzar I'efecte dels al-lels Kl i KO sobre I'expressié i estabilitat I’ EFG1.
o Testar I'eficiéncia de traduccié mitocondrial, afectacié de la CTE i 'OXPHOS.
e Avaluar possibles alteracions neuromusculars i hepatiques.

e Cercar mecanismes moleculars de resposta que es puguin desencadenar.

Objectius per verificar la hipotesi 2

3. Dissenyar i produir un rAAV que contingui una copia funcional del gen GFM1

huma, d’expressio hepatica i tropisme ampli.

4. Testar el potencial de la terapia génica amb el rAAV generat, administrant-lo per
via intravenosa al model de ratoli de la COXPD1 escollit:
e Analitzar el grau de transduccid als teixits diana principals.
e Avaluar I'expressié del gen terapeutic, la funcionalitat de la proteina EFG1

humana i I'efecte sobre el fenotip hepatic.
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4.1. Disseny experimental

La tesi s’organitza en tres blocs principals (Figura 4.1) que es van seguir de forma
seqliencial: la generacié i caracteritzacié del model Gfm1R671C/R671C (gpartat 4.1.1), la
generacio i caracteritzacié del model Gfm1R671C- (apartat 4.1.2) i la implementacio
d’'una estratégia de terapia génica amb rAAV per a la COXPD1 (apartat 4.1.3).

I. Generacio i caracteritzacio del model Gfm1R671C/R671C
* Analisi del fenotip molecular

Perfil COXPD1

- Expressi6 Gfm1 (Bst: fg, ce, co, ry; 50st: fg). <
- Traduccié mt (Bst: fg, ce, co, ry; 50st: fg). + Avaluacié de la condicio
- Estat subunitats CIV i complexos OXPHOS (6sti 50st: fg).  fisica i fenotip hepatic

- Activitats enzimatiques CTE (6st: fg, ce, co, m; 50st: fg).

- Seguiment pes i activitat

Mecanismes resposta ALT en plasma (fins 50st).
- Copies ADNmt i quantificaci6 ARNmt (6st: fg, ce). - Proves esforg (4st i 30st).
- Interaccié d’EFG1 amb el mitoribosoma (6st: fg). - Histologia fetge (6st i 50st).
- Nivells d’'EFTu, EFTs i EFG2 (6st: fg, ce; 50st: fg).

p.R671
Il. Generacié i caracteritzacié del model Gfm1R671¢- e
* Analisi del fenotip molecular
Perfil COXPD1
- Nivells ARNm Gfm1 (8st: fg i ce) + Avaluacié de la condicié
i EFG1 (8st: fg, ce, co; 30st: fg, ce). fisica, fenotip
- Traduccié mt (8st i 30st: fg, ce) i pulse-chase (8st: fg). neuromuscular i hepatic

- Estat subunitats Cl i CIV, i complexos OXPHOS
(8st i 30st: fg, ce).
- Activitats enzimatiques CTE (8st: fg, ce, co; 30st: fg, ce).

- Seguiment pes i marcadors
bioquimics en plasma (fins 35st).
- Proves esforg (7st) i test

Mecanismes resposta rotarod (25st).
- Copies ADNmt i quantificaci6 ARNmt (8st: fg, ce). - Histologia fetge (8st i 30st).
- Nivells EFTu i EFTs (8st: fg i ce) i MRPs (8st i 30st: fg, ce).
— " I
lll. Terapia génica amb rAAV per a la COXPD1 ) \

* Generacio del vector ssAAV9-hAAT-GFM1
» Estudi preclinic sobre el model Gfm1R671C/-

Estratégia seguida Analisi del fenotip molecular (10st) -

- Injeccid i.v. de ratolins de 6st a una - Avaluacié del grau de transduccié:

dosi de 5-10"2 gv/kg. quantificaci6 d’ARNm GFM1 (fg, ce).

- Seguiment de pes durant 4st, sacrifici a - Eficacia de la terapia: expressié d’'EFG1,
les 10st i preservacio dels teixits. subunitats Cl i CIV i complexos OXPHOS,

activitats enzimatiques de Cli CIV (fg).

Figura 4.1. Disseny experimental. Es representa de forma esquematica el disseny experimental
de la tesi que es divideix en tres blocs: la generacio i caracteritzacié del model Gfm1R671C/R671C |g
generacio i caracteritzacio del model Gfm1R677~ j |a implementacid d’una estratégia de terapia
génica amb rAAV per a la COXPD1. Dintre de cada bloc s’organitzen els experiments duts a terme
en cada cas, especificant les edats dels ratolins i teixits analitzats. On st: setmanes d’edat; fg: fetge;
ce: cervell; co: cor; ry: ronyd; m: muscul esquelétic; mt: mitocondrial; i.v.: intravenosa; gv (genomes
de vector AAV).
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4.1.1. Generacio i caracteritzacié del model Gfm1Ré71c/Ré71C

Després de generar el ratoli homozigot knock-in per a Gfm1 (apartat 4.2) es va dur
a terme la seua caracteritzacidé, comparant-se cadascun dels parametres analitzats
amb els dels ratolins Gfm1**j Gfm1R671¢/* j incloent-se animals dels dos sexes dintre
de cada grup d’estudi. Es va seguir la linia temporal esquematitzada a la Figura 4.2

i detallada més avall:

Edat (st) 0 34 6 30 50 100

— : s —l
v ; v v v N
Proves ||Perfil COXPD1||Histologia|[ Proves Perfil Histologia
l d’esforg I i mecanismes fetge I[d'esforg] [COXPD1 ][ fetge ]
resposta
e S J

L______Seguimentdepesiactvitat ALT en plasmaé__ ___ ___ __ |

Estudi de supervivéncia

Figura 4.2. Linia temporal de la caracteritzacié del model Gfm1R671C/R671C_| ’gix horitzontal
indica I'edat en setmanes (st) dels ratolins, els quadres senyalitzen els aspectes analitzats a cada
edat, i les linies blaves discontinues representen seguiments duts a terme durant periodes de temps
prolongats.
I. Analisi del fenotip molecular
L.I. Sobre ratolins de 6 setmanes d’edat:
e Estudi del perfil COXPD1:
- Determinacié de I'expressié de Gfm1 a nivell dARNm (apartat 4.11.3.1) i de
proteina sobre extractes mitocondrials (en fetge, cervell, cor i ronyd), i
homogenats de fetge i muscul esquelétic (gastrocnemi) (apartat 4.6).
- Analisi de la traduccié mitocondrial (fetge, cervell, cor i ronyd) (apartat 4.9).
- Quantificacié de subunitats del CIV (en fetge i cervell) (apartat 4.6) i dels
complexos OXPHOS acoblats en mitocondris (en fetge) (apartat 4.7).
- Analisi de les activitats enzimatiques dels complexos de la CTE (en fetge,
cervell, cor i muscul esquelétic) (apartat 4.12.1).
e Cerca de mecanismes resposta:
- Analisi del niumero de copies d’ADNmt (apartat 4.10.1) i quantificaci6 d’ARN
mitocondrials (en fetge i cervell) (apartat 4.11.3.2).
- Determinacio dels nivells ’EFG2, EFTu i EFTs mitocondrials (en fetge, cervell,

cor i rony0) (apartat 4.6).
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- Estudi del perfil de co-migracié d’EFG1 amb el mitoribosoma i quantificacié de
I'expressiéo de MRPS9 i MRPL13 (en fetge) (apartat 4.8).
LIl. Sobre ratolins de 50 setmanes d’edat:
e Estudi del perfil COXPD1:
- Quantificacio d’EFG1 (en mitocondris i homogenats de fetge) i subunitats de
CIV (en mitocondris de fetge) (apartat 4.6).
- Analisi dels complexos OXPHOS en mitocondris (en fetge) (apartat 4.7).
- Determinacié de les activitats enzimatiques dels complexos de CTE (en fetge)
(apartat 4.12.1).
Il. Avaluacio de la condicié fisica i fenotip hepatic:
- Seguiment de pes i de I'activitat ALT fins les 50 setmanes d’edat (apartat 4.12.2.1).
- Avaluacio de I'exercici fisic a les 4 i 30 setmanes d’edat (apartat 4.3.3).

- Analisi histologica de fetge a les 8 i 50 setmanes d’edat (HE) (apartat 4.13).

4.1.2. Generacio i caracteritzacié del model Gfm1Rré71¢/-

El segon bloc experimental de la tesi contempla la generacié de model de ratoli
heterozigot compost Gim1R677C" (apartat 4.2). La seua caracteritzacio es va centrar
en I'exploracié6 molecular de fetge i cervell com a teixits diana de la malaltia,
comparant cadascun dels parametres amb els dels ratolins Gfm1+* i Gfm1R671C/R671C
i tenint en compte animals dels dos sexes. Es va seguir la linia temporal

esquematitzada a la Figura 4.3 i detallada més avall:

20 25 30 35 80
——— —
""""" H ¥
Perfil COXPD1 Perfil Histologia
i mecanismes M[ COXPD1 J[ fetge ]
resosta
__________________ b Y

L _____ Seguimen t_df Ee_s_i marcadorsenplasma_ _ _ _ __ _______ |

Estudi de supervivéncia

Figura 4.3. Linia temporal de la caracteritzacié del model Gfm1R671C- | ’eix horitzontal indica
I'edat en setmanes (st) dels ratolins, els quadres senyalitzen els aspectes analitzats a cada edat, i
les linies blaves discontinues representen seguiments duts a terme durant periodes de temps
prolongats. Les fletxes blaves i gotes vermelles indiquen exactament a quina edat es van controlar
pes i marcadors bioquimics en plasma respectivament.
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I. Analisi del fenotip molecular:
L.I. Sobre ratolins de 8 setmanes d’edat:
e Estudi del perfil COXPD1
- Quantificacié de I'expressi6 d’ARNm de Gfm1 (apartat 4.11.3.1) i estudi de
I’ARNm provinent de I'al-lel Gfm1-(en fetge i cervell) (apartat 4.11.4).
- Determinacié dels nivells d’EFG1 en mitocondris (fetge i cervell) i homogenats
de cor (apartat 4.6).
- Analisi de la traduccié mitocondrial (fetge i cervell) i experiments pulse-chase
(fetge) (apartat 4.9).
- Quantificacio de subunitats del Cli CIV (apartat 4.6) i dels complexos OXPHOS
acoblats (en mitocondris de fetge i cervell) (apartat 4.7).
- Determinaci6 de les activitats enzimatiques dels complexos de CTE (en fetge,
cervell i cor) (apartat 4.12.1).
e Cerca de mecanismes resposta
- Analisi del ndmero de copies d’ADNmt (apartat 4.10.1) i nivells d’ARN
mitocondrials (en fetge i cervell) (apartat 4.11.3.2).
- Quantificacio I’EFTu i EFTs en mitocondris de fetge i cervell (apartat 4.6).
- Analisi dels nivells de MRPs (MRPS9, MRPS35 i MRPL13) (apartat 4.6).
LIl. Sobre ratolins de 30 setmanes d’edat:
e Estudi del perfil COXPD1
- Quantificaciéo d’EFG1 en mitocondris (fetge i cervell) (apartat 4.6).
- Analisi de la traduccié mitocondrial (fetge i cervell) (apartat 4.9).
- Quantificacio de subunitats del Cli CIV (apartat 4.6) i dels complexos OXPHOS
acoblats (en mitocondris de fetge i cervell) (apartat 4.7).
- Determinaci6 de les activitats enzimatiques dels complexos de CTE (en fetge,
cervell) (apartat 4.12.1).
Il. Avaluacio del fenotip clinic:
- Seguiment de pes (a 1, 8, 20 i 35 setmanes d’edat).
- Analisi de marcadors bioquimics en plasma: ALT, AST i TGs (8, 20 i 35 setmanes
d’edat), lactat (8 i 20 setmanes d’edat) i amoni (8 setmanes d’edat) (apartat 4.12.2).
- Avaluacio de I'exercici fisic a les 7 setmanes d’edat i test rotarod a les 25 setmanes
d’edat (apartat 4.3.3).
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- Analisi histoquimica de fetge a les 8 setmanes d’edat (HE i PAS); i a les 30
setmanes d’edat (HE i Masson) (apartat 4.13).

- Immunohistoquimica Ki-67 en fetge a les 4 i 30 setmanes d’edat (apartat 4.13.2).

4.1.3. Terapia génica amb rAAV per a la COXPD1

Un cop dissenyat i produit el vector ssAAV9-hAAT-GFM1 (apartat 4.14) aquest es
va administrar per via intravenosa (apartat 4.3.4) en ratolins Gfm1R671C/ de 6
setmanes d’edat (KI/KO AAV) a una dosi de 5-10'2 gv/kg (genomes de vector/kg).
Com a grups control es van incloure animals Gfm1R677C- tractats amb la solucié
vehicle (KI/KO V)i Gfm1** (WT) sense tractar. L’estudi es va dur a terme en paral-lel

i de forma independent sobre ratolins dels dos sexes (Taula 4.1).

Taula 4.1. Grups d’animals per I'estudi de terapia génica

Sexe Grup Genotip Tractament
Femelles WT Gfm1** -
EQ KI/KO V Gfm1R671C/- Vehicle
KI/KO AAV Gfm1R671C ssAAV9-hAAT-GFM1
Mascles WT Gfm1** -
3 KI/KO V Gfm1R671C/- Vehicle

KI/KO AAV Gfm1Re671C~ ssAAVI-hAAT-GFM1

Tal i com s’esquematitza a la Figura 4.4, durant les 4 setmanes entre I'administracio
del rAAV i sacrifici es va controlar el pes corporal i benestar dels ratolins. A les 10
setmanes d’edat es van sacrificar els animals. Tot seguit es preservaren els teixits
(fetge i cervell) a -80°C (apartat 4.3.5), i un Idbul gran de fetge es va utilitzar per

I'obtencié d’extractes mitocondrials (apartat 4.5).

Edat (st) 0 @X\? 6 10
b= |
i v - Avaluaci6 de la transduccié (fg, ce):
[Injeccié intravenosa] Obtencio dels] - Analisi dels nivells mitocondrials
rAAV / vehicle teixits d’EFGH1, subunitats Cli CIV i
L e __ | complexos OXPHOS i activitats Cl i

Seguiment del pes i benestar animal CIV (fg).

Figura 4.4. Linia temporal de I'estratégia de terapia génica amb ssAAV9-hAAT-GFM1
sobre el model Gfm1R671¢~ | ’eix horitzontal indica I'edat en setmanes (st) a les quals es van
injectar els rAAV i obtenir els teixits (fg: fetge; ce: cervell) per analitzar la transduccio i eficacia de
I'aproximacio terapéutica.
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El grau de transduccié dels rAAV es va analitzar tant en fetge com en cervell
determinant el niumero de copies de vector. Seguidament es va avaluar I'eficacia de
'aproximacio terapéutica en fetge quantificant els nivells ’EFG1 i subunitats dels
complexos Cl i CIV en extractes mitocondrials (apartat 4.6), els complexos OXPHOS
acoblats en mitocondris (apartat 4.7) i les activitats enzimatiques de Cl i CIV (apartat
4.12.1).

4.2. Generacio dels models de ratoli

Es van generar dos models de ratoli modificats genéticament per a Gfm1. En primer
lloc un ratoli homozigot knock-in constitutiu per a la mutaci6 p.R671C (KI,
Gfm1R671C/R671C) | més tard, un al-lel knock-out constitutiu que va permetre obtenir el

model heterozigot compost knock-in/knock-out per a Gfm1 (KI/KO, Gfm1R671¢),

La mutacié p.R671C, a part de ser la que la que s’havia trobat en major freqiiéncia
en pacients amb COXPD1, estava present en molts dels pacients amb major
esperanga de vida. Tenint en compte aquest aspecte, vam apostar per generar
ratolins amb aquesta mutacié pensant principalment en evitar la letalitat dels animals

durant 'etapa embrionaria.

Els ratolins fundadors heterozigots per als al-lels knock-in (Gfm1R671¢”*) i knock-out
(Gfm1*-) es van obtenir mitjangant edicié genica per CRISPR/Cas9 duta a terme per

part de la companyia Taconic Bioscience.

L’al-lel knock-in (KI, Gfm1R671C) es va generar introduint la mutacié antisentit
c.2011_2013delinsTGC a Gfm1, causant del canvi d’aminoacid p.R671C a la
seqléncia de la proteina EFG1 (Figura 5.1B).

L’al-lel knock-out (KO, Gfm1-) es va obtenir mitjangant la deleci6 dels exons 2i 3 del
gen (Figura 5.15A). Aquesta estratégia provoca una alteracio de la pauta de lectura
entre els exons 1 i 4 que comporta I'aparicié d’'un codd stop prematur a I'exé 4,

eliminant el domini d’'unié a GTP i donant lloc a una forma aberrant de la proteina.

En tots dos casos l'estratégia d’edicié génica va prendre com a sequiéncia de

referéncia la variant ’ARNm NM_138591 del NCBI, corresponent a la seqléncia
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ENSMUST00000077271.8 de 'Ensembl?'2. Per a cada cas, es va fer una rastreig
dels potencials ARNg (ARN guies), i per a cada posicié es van seleccionar aquells
que tenien el nombre de punts de tall inespecifics (off-targets) més baix. Aquesta

analisi es va dur a terme basant-se en GRCm38/mm10 (2011)2'3.

Els ARNg, ARNcr (ARN de crispr), ARNtracr (ARN trans-activador de CRISPR) i
ARNm Cas9 es van microinjectar en zigots de ratolins C57BL/6NTac, obtenint la
generacio FO d’animals candidats amb les mutacions desitjades. Les cries nascudes

van ser incloses en les analisis de preseleccié que van consistir en:

PCR especifica de la regié d’'interés efectuada sobre ADN genomic.
Clonatge dels productes de PCR amb una mida correcta.

Genotipatge per determinar la modificaciéo en Gfm1 (apartat 4.2.2).

o bd

Sequienciacié per confirmar la preséncia dels al-lels mutants (almenys 4 clons

per animal fundador).

Un cop seleccionats els animals fundadors (FO), aquests es van aparellar amb
ratolins amb el fons genétic C57BL/6NTac per tal d’obtenir la generacié F1 de ratolins

heterozigots per a cadascun dels al-lels mutants.

El ratoli Gfim1R671C/R671C mantingut sota el fons genétic C57BL/6NTac es va obtenir
aparellant els ratolins heterozigots Gfm1R677¢/+ (F1) entre ells. Un cop finalitzada la
caracteritzacioé d’aquest model es va haver d’efectuar un aparellament excepcional
a la colonia Gfm1 knock-in amb ratolins C57BL/6J per tal de superar problemes de
reproduccio. El ratoli Gfm1*- mantingut sota el fons genétic C57BL/6NTac es va
obtenir aparellant ratolins Gfm1*- entre ells. Aquests aparellaments van permetre

testar la letalitat del genotip Gfm71+.

Per ultim es van fer servir aparellaments entre ratolins Gim1R671¢*i Gfm1*” per tal de
generar el model de ratoli Gfm1R677C~ Els animals resultants d’aquest ultim
aparellament van resultar tenir un fons genétic mixt entre C57BL/6NTac i C57BL/6J,
indicat com a C57BL/6 (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Aparellaments i fons genétic dels models Gfm1R671C/R671C | Gfm1R671C/ E|g
colors taronja i blau representen el fons genetics C57BL/6Ntac i C57BL/6J respectivament. Aquells
ratolins de dos colors tenen fons genétic mixt i s’indica el percentatge tedric de cada fons genétic?'4.
(A) Aparellaments per la generacié del model Gfm1R671C/R671C (tilitzat en la caracteritzacié (B)
Aparellaments per generar model Gfm1R67%" caracteritzat posteriorment.

Un cop realitzada la caracteritzacio del model Gfm1R677C~ es van efectuar 6
aparellaments consecutius amb ratolins C57BL/6J amb I'objectiu d’homogeneitzar el
fons genétic cap a aquesta linia consanguinia, almenys en un 95%2'4. Aquest procés
es va dur en paral-lel per als al-lels Kl i KO de Gfm1 i finalment es va obtenir de nou
el model Gfm1R671C mitjancant aparellaments Gfm1R671C/+ x Gfm17+ (Figura 4.6).
Aquests ratolins son els que es van fer servir per testar I'estratégia de terapia genica

amb rAAV dirigida a fetge.
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Figura 4.6. Canvi de fons genétic del model GFm1R671C* ytilitzat a la terapia génica. Els
colors taronja i blau representen el fons genétics C57BL/6Ntac i C57BL/6J respectivament. Aquells
ratolins de dos colors tenen fons genétic mixt i s’indica el percentatge teoric de cada fons genétic?'4.
Es van dur a terme aparellaments en paral-lel de ratolins portadors dels al-lels Gfm1R677¢ | Gfm1-
amb animals Gfm1** C57BL6J. Es va homogeneitzar aixi el fons genétic dels animals Gfm1R677¢+
abans d'utilitzar-los per testar I'estrategia de terapia genica.

4.3. Procediments d’experimentacié animal

4.3.1. Condicions d’estabulacio

Els animals es van mantenir i aparellar a I'estabulari CELLEX de I'Institut de Recerca
Vall d’Hebron amb condicions d’humitat i temperatura controlades (20-22°C), cicles
de llum-foscor de 12 hores i disposicié del menjar i beguda ad libitum (amb la dieta
Teklad Global 18% Protein Rodent Diet 2018, Harlan).
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Les practiques animals dutes a terme van ser aprovades per el Comité Etic
d’Experimentacio Animal (CEEA) del Institut de Recerca Vall d’'Hebron (nimero de
procediments: 44/17 i 53/18) i autoritzades per part del Departament de Territori i

Sostenibilitat de la Generalitat de Catalunya (projecte nimero 11258).

4.3.2. Genotipatge

L’ADN total obtingut a partir de mostres d’orella de ratoli seguint el métode fenol-
cloroform simplificat (apartat 4.4.1.2) va ser l'utilitzat per dur a terme el genotipatge
dels animals. El gen Gfm1 (NC_000069.7; Gene ID: 28030) de ratoli es localitza al
cromosoma 3, conté 18 exons i TARNm resultant presenta un mida de 4.078 pb
(ENSMUST00000077271.8). A continuacid s’explica com es va dur a terme la

deteccid dels al-lels knock-in i knock-out de Gfm1.

4.3.2.1. Deteccio de lal-lel knock-in Gfm1Ré71¢

Aquest al-lel conté la mutacié antisentit ¢.2011_2013delinsTGC, localitzada a I'ex6
16 del gen i que dona lloc al canvi d’aminoacid p.R671C a la sequéncia de la
proteina. Per tal de d’identificar-lo, s’amplifica per PCR un fragment d’ADN que conté
la posicié ¢.2011_2013 i tot seguit es du a terme una digestié enzimatica especifica
per identificar I'al-lel mutat (c.2011_2013delinsTGC):

¢ Amplificaci6 per detectar I’al-lel Gfm1R671¢

D’aquesta PCR s’espera obtenir un fragment de 613 pb, independentment de si

I'al-lel conté o no la mutacio. Els encebadors utilitzats son els seglients:

- Encebador directe PCR K/ Fw: 5 CTG TCT CAT GTA GAG CTG GAG AG 3
(situat a I'intr6 15).
- Encebador revers PCR Kl Rv: 5 AGA TAA GAC AGG TAC AGATCA GGG ¥

(situat a I'intro 16).

L’amplificacié per PCR es fa utilitzant el kit TaKaRa Tag™ HS PCR Kit, UNG Plus
(RO13A, TaKaRa) (Taula 4.2 i Taula 4.3). Aquest kit inclou desoxiuridina trifosfat
(dUTP) en compte de timidina trifosfat (dTTP) com a substrat de la polimerasa.

D’altra banda, es fa servir I'enzim uracil-ADN glicosilasa (UNG), que durant el primer
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pas de la PCR (10 minuts a 20°C) elimina totes aquelles molécules d’ADN que
continguin uracil, evitant aixi possibles contaminacions amb productes de PCR

anteriors.

Taula 4.2. Composicié de la reaccié de PCR per detectar I’al-lel Gfm1R671C

Reactiu Volum (uL) Concentraci6 final
TaKaRa Taq HS (5 U/uL) 0,1 0,025 U/uL
UNG (2 U/pL) 0,2 0,02 U/uL
10X PCR Buffer (Mg?*)' 2 1X
Mescla de dNTPs (2,5 mM cadascun)? 1,6 0,2 mM
Encebador directe PCR KI Fw (2 uM) 5 0,5 uM
Encebador revers PCR Kl Rv (2 uM) 5 0,5 uM
Aigua 5.1 -
ADN 1 100-200 ng

"Tris-HCI 100 mM, KCI 500 mM, MgCl, 15 mM
2Conté dATP, dCTP, dGTP i dUTP

Taula 4.3. Condicions d’amplificacié de la PCR per al genotipatge

Temperatura  Temps Cicles

25°C 10 minuts 1
95°C 2 minuts

95°C 30 segons 30
60°C 30 segons

72°C 1 minut

72°C 10 minuts 1

El resultat de la PCR es visualitza mitjancant separacié per electroforesi en un gel
d’agarosa al 0,5% (apartat 4.4.5). Tot seguit el producte d’amplificacié es congela a

-20°C fins sotmetre’l al pas de digestié amb enzims de restriccio.

o Digestié enzimatica per detectar I'al-lel GFm1R671¢

S'utilitza I'enzim de restriccié Ncol-HF® (NEB #R3193) que reconeix el canvi de
nucleotids de I'al-lel Gfim1R677C_ La reaccio te lloc durant tota la nit (O/N) a 37°C (Taula
4.4) i a continuacio es congela a -20°C. El producte de la digestiéo es separa per
electroforesi en gel d’agarosa al 0,5% (apartat 4.4.5) donant lloc a una banda de 613
pb (al'lel Gfm1*) o dues bandes de 432 i 181 pb (al-lel Gfm1R671C), Cal tenir en

compte que l'al"lel knock-out Gfm1-també dona lloc a la banda de 613 pb (la regio

105



| Material i métodes

amplificada no esta alterada en aquest al-lel), per tant, en aquells ratolins on sigui
possible la presencia de I'al-lel knock-out el genotipatge inclou una altra PCR (apartat
4.3.2.2).

Taula 4.4. Composicié de la digestié amb Ncol per detectar I'al-lel Gfm1R671C

Reactiu Volum (uL) Concentraci6 final
Ncol (20.000 U/mL) (NEB #R3193) 0,5 2.000 U/mL
10X CutSmart Buffer 1 1X
Aigua 3,5 =
ADN producte de PCR 5 -

4.3.2.2. Deteccio de lal-lel knock-out Gfm1-

Tenint en compte que I'al-lel Gfm7- manca dels exons 2 i 3 del gen, la seua detecci6
s’efectua mitjangant una amplificacié per PCR que utilitza un encebador directe comu

i dos encebadors reversos (un per la deteccio de cada al-lel del gen).

- Encebador directe PCR KO Fw: 5 TGACCTTTCCAGCACCAGG 3’ (situat a
l'intro 1, just abans de I'ex6 2).

- Encebador revers PCR KO RvWT: 5 CACCCGACCAGTTTTCATCC 3’ (situat a
l'intré 2, entre els exons 2i 3).

- Encebador revers PCR KO RvKO: 5 CCTGACAGACACATCTGCAGAC 3

(situat a I'intrd 3, entre els exons 3 i 4).

S'utilitza el kit TaKaRa Tag™ HS PCR Kit, UNG Plus per fer 'amplificacid. La
composicié per a la mescla de reacci6 es detalla a la Taula 4.5 i les condicions de la

reaccio a la Taula 4.3.

Després de separar el producte de PCR per electroforesi en gel d’agarosa al 0,5%
(apartat 4.4.5), el revelat permet confirmar o no la preséncia d’'una banda de 318 pb
(al-lel Gfm1-)i una banda de 548 pb (al-lel Gfim1* o Gfm1R671C),
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Taula 4.5. Composicié de la reaccié de PCR per detectar I’al-lel Gfm1-

Reactiu Volum (uL) Concentracio final
TaKaRa Taq HS (5 U/uL) 0,1 0,025 U/uL
UNG (2 U/uL) 0,2 0,02 U/pL
10x PCR Buffer (Mg?*)' 2 1X
Mescla de dNTPs (2,5 mM cadascun)? 1,6 0,2 mM
Encebador directe PCR KO Fw (2 uM) 4 0,4 uM
Encebador revers PCR KO RVWT (2 uM) 2 0,2 uyM
Encebador revers PCR KO RvKO (2 pM) 2 0,2 uM
Aigua 71 -
ADN 1 100-200 ng

Tris-HCI 100mM, KCI 500 mM, MgCl, 15 mM; 2Conté dATP, dCTP, dGTP i dUTP.

4.3.3. Avaluacié de la condicio fisica i el fenotip neuromuscular

Ratolins Gfm1**, Gfm1R671C/* | Gfm1R671C/R671C de 4 | 30 setmanes d’edat i ratolins
Gfm1R671C/ de 7 setmanes d’edat es van sotmetre a les proves fisiques weightlift
test, hanging wire test i treadmill test per avaluar la resisténcia fisica i forca muscular.
A més, sobre ratolins Gfm1R677¢~ de 25 setmanes d’edat es va efectuar el test
rotarod. Els tests, detallats als seglients subapartats, es van dur a terme sense
conéixer el genotip de cada ratoli; sabent unicament la identificacié de cada animal

s’evitava influir sobre els resultats finals de cada prova.

4.3.3.1. Test weight-lift

En aquesta prova adaptada?', el ratoli s’agafa de la part mitja de la cua i se li ajuda
a que subjecti amb les extremitats anteriors un filferro unit a unes anelles de ferro.
La prova consta d'un maxim de 6 nivells, en cadascun de les quals es va
incrementant el pes de les anelles (13,2 g; 19,7 g; 25,9 g; 32,1 g; 38,1g; 44,6 g). El
criteri seguit per superar cada nivell és que I'animal mantingui subjecte el pes suspés
en l'aire durant 5 segons, tenint un maxim de 3 oportunitats. La puntuacio final és la
suma de segons que I'animal manté el pes en intents correctes (p. ex., si un animal

supera 3 nivells i al quart manté el pes durant 3 segons obté una puntuacié de 18).
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4.3.3.2. Test hanging wire

Seguint el protocol adaptat?'é, 'animal es col-loca en una perxa de metall situada 30
cm per sobre d’una superficie encoixinada. Es cronometra el temps que I'animal és
capag¢ de mantenir-se subjecte de la perxa amb les extremitats anteriors, fins un
maxim de 180 segons. Es permeten 3 intents i es compta aquell en qué s’hagi

aconseguit una millor marca.

4.3.3.3. Treadmill running

Aquest protocol d’exercici en cinta de correr adaptat?'” utilitza un treadmill tancat
(Harvard Aparatus, Panlab) amb una reixeta electrificada darrere de la cinta que
proporciona descarregues eléctriques de 0,2 mA (1 Hz, 200 ms) cada cop que

I'animal té contacte.

El dia abans de la prova es du a terme un entrenament que consisteix a fer correr
'animal a 5 cm/s durant 5 minuts sense estimuls eléctrics i 5 minuts amb el voltatge

engegat. Els passos de la prova son:

5 minuts a 5 cm/s, sense voltatge.
2 minuts a 5 cm/s, amb voltatge (0,2 mA).

Cada 2 minuts s’'incrementa la velocitat 5 cm/s (mantenint el voltatge aplicat).

A

Punt final: 5 segons seguits en contacte amb la reixeta electrificada, o quan esta
el 50% del temps entrant i sortint de la zona de corrent i es considera que no pot

continuar corrent a la velocitat assolida.

Finalment, s’anota el temps total superat i la velocitat maxima assolida. A partir
d’aquestes dades es calcula el treball (W) (J) i la poténcia (P) (mW) de cada ratoli

aplicant les férmules:
W=m-g-d; P=W/t)-1000
On m és la massa de I'animal (kg); g és 'acceleracioé d’un cos sotmés a una forga

gravitatoria (9,81 m/s?); d és la distancia recorreguda (m) i t és el temps superat

(s)-
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4.3.3.4. Test rotarod

En ratolins Gfim1R671C- de 25 setmanes d’edat s’avalua I'equilibri i coordinacié motora

amb el test rotarod?°é.

El ratoli es situa horitzontalment a sobre d’un cilindre rotatori de I'aparell de rotarod
(Ugo Basile Mouse Rota-Rod, Cat No. 47600). El protocol inclou 3 sessions
d’entrenament de 2 minuts a una velocitat constant de 4 rpm. A continuacié es fa el
test que consisteix en 15 segons a 4 rpm i es segueix amb una acceleracié constant
de 1 rpm/s durant 45 segons. El temps maxim del test sén 60 segons. Es duen a
terme 3 sessions del test per ratoli, es determinen els temps de laténcia i es fa la

mitjana.

4.3.4. Injeccio intravenosa dels rAAV

El tractament amb el vector ssAAV9-hAAT-GFM1 es va dur a terme sobre ratolins
Gfm1R671¢/ de 6 setmanes d’edat mitjangant una injeccié intravenosa a una de les

venes laterals de la cua (apartat 4.1.3).

Les preparacions dels rAAV es van diluir en la solucié vehicle (sacarosa 5% (p/v) en
PBS + acid pluronic F68 (concentracio final 0,001%)) a una concentracié de 7-10"
gv/mL (genomes de vector/mL). Es va administrar una dosi de 5-10'? gv/kg, de forma
que en funcié del pes del ratoli es calculava el volum a injectar (sense superar en
cap cas els 150 yL). Per a les injeccions intravenoses, efectuades a la meitat distal
de la cua, es van utilitzar una agulles de 27 G’ (0,4 x 40 mm) acoblades a xeringues
d’1 mL218,

4.3.5. Sacrifici i obtencio de mostres

De forma rutinaria, es van controlar els animals per detectar possibles signes de
dolor o patiment, i aixi garantir el seu benestar. En cas de detectar alteracions de
comportament, condicié corporal, aparenca fisica o pes, el personal veterinari va
valorar si convenia iniciar un tractament determinat o aplicar el criteri de punt i final i
procedir a I'eutanasia. Quan els animals no presentaven cap anomalia i s’incloien en

un estudi, les mostres de sang i teixits es van obtenir tal i com s’indica a continuacio.
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Les extraccions de sang es van dur a terme amb 'animal conscient, mentre que els

teixits es van obtenir després de sacrificar-lo per dislocacioé cervical.

4.3.5.1. Sang

Al model Gfm1R671C/R671C |es mostres de sang dirigides a monitoritzar periodicament
I'activitat alanina aminotransferasa (ALT) (apartat 4.12.2.1) es van extreure a través
de la vena safena utilitzant una agulla de 25 G’ (0,5 x 16 mm) i depositant-les en un
tub amb capil-lar que conté EDTA-K com a anticoagulant (Microvette® 100/200 K3E,
Sarsted).

Per a la caracteritzacié del model Gfm1R677C~ es van determinar diferents parametres
bioquimics en plasma (apartat 4.12.2.2) a part de I'ALT. En aquest cas I'extracci6 de
sang es va practicar a través de la vena submandibular per evitar alterar els nivells
d’alguns parametres bioquimics per possibles danys musculars. Es va utilitzar una
agulla de 25 G’ (0,5 x 16 mm) per efectuar la puncid i recollir la sang en tubs amb
capil-lar amb EDTA-K, o en tubs amb capil-lar amb fluorur (inhibidor de la glicolisi) i
heparina (anticoagulant) (Microvette® 200 Fluoruro/heparina, Sarsted). La sang

d’aquests segons tubs es va destinar a determinacions de lactat.

En acabar les extraccions de sang, es pressionava rapidament amb una gasa estéril

la zona de puncié parant 'hemorragia i es depositava la mostra en gel.

En tots dos casos, la sang obtinguda es va centrifugar durant 5 minuts a 3.500 x g i
4°C, conservant el plasma en un tub nou. A les determinacions de marcadors
bioquimics per a la caracteritzacié del model Gfm1R671C*g| plasma es va diluir 1:3 en
PBS (adquirint un major volum que facilitava les determinacions). Finalment, es van

guardar les mostres de plasma a -80°C fins al seu us.

4.3.5.2. Teixits

Els seglents teixits es van aillar, depositar en tubs d’1,5 mL i congelar en N2 liquid
a linstant: cor, pulmd, fetge, melsa, ronyd, muscul esquelétic (soli i gastrocnemi) i

cervell. Després es guardaven a -80°C fins polvoritzar-los amb I'ajuda d’'un morter de
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ceramica, Nzliquid i neu carbonica. Els teixits polvoritzats es guardaven a -80°C fins

utilitzar-los en futurs analisis.

Quan la intencié era aillar mitocondris, es guardava un tros de teixit abans de
congelar en tampoé Tl (Sacarosa 0,25 M, TES 5 mM (acid 2-[(2-Hidroxi-1,1-
bis(hidroximetil)etil)amino]etanosulfonic) [pH 7,2 ajustat amb KOH]) fred per
continuar amb el seu processament (apartat 4.5). D’altra banda, un Iobul de fetge es

destinava a fer analisis histoquimiques (apartat 4.13).

4.4. Metodologia general

4.4.1. Extraccio d’ADN
4.4.1.1. Extraccio d’ADN total pel metode de fenol-cloroform

L’ADN total extret mitjangant aquest metode es va utilitzar per determinar nimero de
copies de vector adenoassociat (apartat 4.10.2) al fetge i cervell dels ratolins

Gfm1R671C  tractats. El protocol adaptat?’® és el segiient:

1. Es digereixen aproximadament 20 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.3.5.2) amb
I'addicié de 200 pL de tampé de lisi (Tris-HCI 10 mM, [pH 7,8]; EDTA 5 mM; SDS
0,5% (p/v)) i 50 uL de proteinasa K (concentracié inicial 20 mg/ml) i s’incuba 2
hores a 50°C o O/N a 37°C en un bany.

S’afegeixen 25 uL de NaCl 5 M i es mescla per inversio.
S’addiciona 1 volum (275 pL) de fenol equilibrat amb Tris-HCI 10 mM i s’agita
per inversié enérgicament.

4. Es centrifuga a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C. Es recupera el sobrenedant
aquos i es transfereix a un tub nou.

5. S’afegeixen 250 pL de fenol i 250 pyL d’una solucié d’alcohol isoamilic amb
cloroform (1:24) (SEVAG) i es barreja per inversio.

6. Es centrifuga a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C, es recupera el sobrenedant
aquos i es deposita en un tub nou.

S’afegeixen 500 yL de SEVAG i es barreja per inversio.
Es centrifuga a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C, es recupera el sobrenedant

aquos i es transfereix a un tub nou.
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10.
11.

12.
13.

14.

15.

Es precipita 'TADN amb I'addicié de 1 mL d’isopropanol fred (-20°C). Es mescla
per inversio i incuba en gel durant 10 minuts.

Es centrifuga a 20.000 x g durant 20 minuts a 4°C.

S’elimina el sobrenedant i es renta el precipitat ADN amb 1 mL d’etanol 70%
(v/v).

Es centrifuga a 20.000 x g durant 20 minuts a 4°C.

S’elimina completament el sobrenedant i es deixa assecar amb el tub obert a
temperatura ambient (T/A), assegurant-se de que s’evapora tot I'etanol.
Finalment, s’afegeixen 50 yL de Tris 10 mM [pH 8] a ’'ADN i s’incuba a T/A fins
que es dissolgui.

Es quantifica la concentracié d’ADN obtingut (apartat 4.4.3) i es guarda a -20°C

fins a la seua utilitzacio.

4.4.1.2. Extraccio d’ADN total pel metode de fenol-cloroform simplificat

Aquest protocol es va seguir per tal d’extreure 'ADN gendmic a partir de petites

mostres d’'orella o cua de ratoli i procedir al seu genotipatge (apartat 4.3.2). Els

passos a seguir son els seglents:

Sobre les mostres guardades en tubs d’1,5 mL, s’afegeixen 400 uL de tampé de
lisi de teixit (NaCl 100 mM, EDTA 2,5 mM, SDS 0,5% (p/v), Tris-HCI 50 mM [pH
8]) i 8 L de proteinasa K a 20 mg/mL. Tot seguit es fa vortex.

Per assegurar la digestio del teixit, les mostres s’incuben O/N en un bany a 55°C.
Les mostres s’agiten amb vortex, s’afegeixen 75 yL de KAcO 8M i es fa de nou
vortex.

S’afegeixen 500 yL de cloroform i es barreja.

Es centrifuga durant 5 minuts a 13.000 x g a T/A. Es traspassen al voltant 450
WL de la fase aquosa superior (on n’hi ha els acids nucleics) a un nou tub.
S’afegeixen 900 pL d’etanol 100% i es barreja. Tot seguit, es centrifuga durant
20 minuts a 13.000 x g i T/A per tal de precipitar ’ADN.

S’elimina el sobrenedant per decantacio i el precipitat es renta amb 1 mL d’etanol
75%. De nou, es centrifuga durant 10 minuts a 13.000 x g a T/A.

S’elimina el sobrenedant i es deixa assecar el precipitat incubant els tubs oberts

a 55°C uns 10 minuts.
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9. El precipitat es dissol en 50 uL de Tris-HCI 10 mM [pH 8] i s’incuba durant 10
minuts a 55°C. S’agita amb vortex i es quantifica la concentracié d’ADN (apartat
4.4.3).

4.4.1.3. Extraccio d’ADN total mitjangant un kit comercial

Es va utilitzar el kit comercial QIAmp® DNA Mini Kit (561306, QIAGEN) amb I'objectiu
d’extreure ADN total de fetge i cervell sobre el qual determinar el nimero de copies
d’ADN mitocondrial (ADNmt) (apartat 4.10.1). Aquest kit permet l'extraccié de
fragments d’ADN nuclear (ADNn), ADNmt i ADN viral (ADNv) de fins 50 kb, fent servir
un sistema de membranes de silice per la seua purificacio. Com a material de partida
s’utilitzen al voltant de 20 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.3.5.2) i es segueixen els
passos descrits al protocol del propi kit per 'obtencié de 'ADN. Per tltim es quantifica

la concentracié d’ADN (apartat 4.4.3) i es guarda a -20°C fins a la seua utilitzacio.

4.4.1.4. Extraccio d’ADN plasmidic per Miniprep

Aquest métode es va seguir per obtenir ADN plasmidic d’un cultiu bacteria a petita
escala i de forma rapida. El kit comercial utilitzat és el lllustra™ PlasmidPrep Mini
Spin Kit (28-9042-69, GE Healthcare).

Com a material de partida s’utilitza un pellet d’'un cultiu de 5 mL d’E. coli que contingui
el plasmidi desitjat, crescut tal i com s’indica a I'apartat 4.14.5. Per obtenir TADN
plasmidic es segueix el protocol descrit al kit comercial aplicant els passos
especificats per plasmidis de baix nimero de copies. Un cop obtingut 'ADN es
quantifica la concentracié d’ADN obtingut (apartat 4.4.3) i es guarda a -20°C fins a la

seua utilitzacio.

4.4.1.5. Extraccio d’ADN plasmidic per Maxiprep

Per tal d’obtenir ADN plasmidic a gran escala a partir d’'un cultiu bacteria es va
utilitzar el kit comercial E.Z.N.A.® Endo-Free Plasmid Maxi Kit (D6926-03, Omega
Bio-tek®).

El pellet bacteria de partida s’obté a partir d’un cultiu de 200 mL d’E. coli que conté

el plasmidi desitjat (apartat 4.14.5). L’obtencié de 'ADN plasmidic es du a terme
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seguint els passos indicats al manual del kit comercial per I'obtencié de plasmidis de
baix numero de copies. Un cop obtingut 'ADN es quantifica la seua concentracio

(apartat 4.4.3) i es guarda a -20°C fins a la seua utilitzacio.

4.4.2. Extraccio ARN mitjancant el reactiu TRIzol

L’extraccié d’ARN a partir de mostres de teixit congelat i polvoritzat (apartat 4.3.5.2)
es va efectuar amb el TR/zol™ Reagent (Invitrogen, Thermo Scientific) com es

detalla a continuacio:

1. S’afegeix 1 mL de reactiu TRIzol (solucié monofasica de fenol i isotiocianat de
guanidina) a 50 mg de teixit congelat i polvoritzat i s’homogeneitza durant 10
segons amb l'aparell pellet pestles cordless motor (Sigma-Aldrich) i puntes de
plastic acoblades. Posteriorment, s’incuba 5 minuts a T/A per facilitar la
dissociacié completa dels complexos de nucleoproteines.

S’afegeixen 200 uL de cloroform i s'incuba 2 minuts a T/A.

w

Es centrifuga a 12.000 x g durant 15 minuts a 4°C i es transfereix la fase aquosa
superior a un tub nou.

S’afegeixen 500 L d’isopropanol i s'incuba 10 minuts en gel.

Es centrifuga a 12.000 x g durant 10 minuts a 4°C i es descarta el sobrenedant.

El precipitat es renta amb 1 mL d’etanol 75%.

N o g &

Es centrifuga a 7.500 x g durant 5 minuts a 4°C, s’elimina el sobrenedant i es
deixa assecar 'ARN durant 5-10 minuts.
L’ARN es dissol amb 30-50 pL d’aigua lliure de RNases.

®

9. Es quantifica la concentracié d’ARN obtingut (apartat 4.4.3), s’avalua la seua

qualitat (apartat 4.4.4) i es guarda a -80°C fins el seu Us.

4.4.3. Quantificacio de la concentracid d’acids nucleics

La concentracié d’acids nucleics, tant ADN com ARN, es va determinar
espectrofotométricament amb el NanoDrop® ND-2000 (NanoDrop Technologies).
S'utilitzen 2 pL de mostra, es llegeix I'absorbancia a 260 nm i es calcula la

concentracio a partir de la llei de Lambert-Beer:

c=A/(b-¢)
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On la ¢ és la concentracié d’acid nucleic en ng/uL; A és l'absorbancia a 260 nm; €
és el coeficient d’extincié molar en pl-ng-':cm' (en el cas de 'ADN en doble cadena
50 pl-ng'-cm' i en el cas de 'ARN 40 pl-ng'-cm™); i b és la longitud de la trajectoria

de la llum a través de la mostra en cm.

4.4.4. Analisi de qualitat de 'ARN

Com que la integritat de 'ARN sovint es pot veure afectada, tant la seua concentracio
com la qualitat es van analitzar de forma més exacta mitjangant RNA 6000 nanochips
(Agilent), processant les dades amb el Bioanalyzer Automated Analysis System.
Breument, 'ARN es separa per electroforesi capil-lar, s’identifiquen les molécules
d’ARNr de 18S i 28S i es dona un index d’integritat de la mostra en funcié del ratio

d’aquestes dues espécies d’ARNr.

4.4.5. Electroforesi en gels d’agarosa

L’electroforesi en gels d’agarosa permet separar fragments d’ADN o ARN segons la
seua mida, facilitant a més el seu aillament tallant la zona d’interés (apartat 4.14.2).
La tinci6 dels acids nucleics separats al gel amb bromur d’etidi els fa visibles

mitjancant I'exposicié a llum ultraviolada i permet avaluar la seua mobilitat.

Per tal de preparar el gel, es pesa la quantitat d’agarosa pertinent (segons el %
d’agarosa del gel) i es dissol amb el tampd TBE (Tris-borat 90 mM, EDTA 2 mM, [pH
8]), escalfant la solucié al microones sense arribar a l'ebullicié. Posteriorment,
s’afegeix bromur d’etidi a una concentracié final de 0,6 pg/ml, s’aboca al suport del

gel, se li col-loquen les pintes i es deixa solidificar.

Les mostres es carreguen amb una dilucié 1:10 en el tamp6 de carrega 10X (Tris-
HCI 50 mM [pH 8], EDTA 20 mM, Glicerol 50% (v/v), Orange G 0,3% (p/v) (08756
Sigma Aldrich)). L’electroforesi es realitza en tampé TBE aplicant un voltatge
constant des de 100 V durant el temps necessari per a la separacio de les bandes.
En aplicar el corrent eléctric, les molécules d’ADN carregades negativament
migraran cap al pol positiu. Finalment, es visualitzen les bandes sota una font de llum

ultraviolada mitjangant el Molecular Imager® Gel Doc™ XR System (Bio-Rad) i
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s’interpola la mida de les bandes amb les del marcador de pes molecular GeneRuler
1kb Plus DNA Ladder (ThemoFisher Scientific).

4.4.6. Quantificacio de la concentracio6 proteica

Les determinacions de les concentracions proteiques, tant dhomogenats de teixit
com d’extractes mitocondrials, es van dur a terme seguint un protocol adaptat del

meétode classic de Bradford?2°,

D’una banda, es prepara una recta patrdé a partir d’'una solucio inicial d’albumina
bovina (Albumin Standard, Themo Scientific) de concentracié 2 mg/mL. Les dilucions
de qué consta la recta patr6 s’efectuen en la mateixa solucié tampé en que estan

dissoltes les mostres.

Cadascuna de les mostres, els punts de la recta patrd i el blanc de reaccié (solucié
tamp6 de les mostres) es mesuren per triplicat en una placa de 96 pous. Es barregen
8 UL de cada mostra amb 200 pL de Coomassie Protein Assay Reagent (23200,
ThermoFisher), s’incuba la barreja 5 minuts a T/A i a les fosques, i es determina
'absorbancia a 594 nm amb l'equip BioTek ELX800 Absorbance microplate Reader
(Thermo Scientific). Per calcular la concentracid, s’interpolen els valors

d’absorbancia obtinguts per cada mostra amb els valors de la recta patré.

4.5. Obtencio d’extractes mitocondrials de teixits

L’aillament de mitocondris a partir dels diferents teixits es va basar en un procés de

centrifugacio diferencial®?':

Tots els passos detallats a continuacié es duen a terme a 4°C. Fins al punt 7 es fa
servir la Centrifuga Sorvall™ RC 6 Plus (Thermo Scientific) amb el rotor d’angle fix
Fiberlite F21-8x50y (Thermo Scientific) préviament refredat; i a partir d’aquest punt

es fa Us d’'una microcentrifuga normal.

1. Immediatament després de la disseccioé del ratoli, els teixits es submergeixen en

tampo Tl fred.
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Les mostres s’Thomogeneitzen amb 8 mL de tampd Tl + BSA (albumina de serum
bovi, fatty acid free) 0,1% (p/v) amb un homogeneitzador de vidre. En el cas del
fetge, s’esmicola préviament amb tisores i es renta amb tamp6 Tl per descartar
restes de sang.
Els homogenats es filtren a través d’una gasa de cotd i es centrifuguen 10 minuts
a 8.500 x ga4°C.
La capa de greix que queda a la part superior es treu amb I'ajuda d’'una gasa i
unes pinces i es descarta el sobrenedant.
Els precipitats es resuspenen amb 1 mL de tampd Tl + BSA 0,1% (p/v), es
transfereixen a tubs nous i es dilueixen de nou amb 3 mL addicionals de tampd.
Es centrifuguen els homogenats durant 10 minuts a 700 x g a 4°C, es traspassen
els sobrenedants a tubs nous i es descarten els precipitats.
Es du a terme una nova centrifugacié de 10 minuts a 8.500 x g a 4°C.
Els sobrenedants son descartats, els extractes mitocondrials es renten amb 8
mL de tampo Tl + BSA 0,1% (p/v) i es reparteixen en 8 tubs de 1 mL.
Les mostres es centrifuguen 2 minuts a 13.000 x g a 4°C fent servir una
microcentrifuga i es descarten els sobrenedants per aspiracio.
En cada cicle de rentat, la meitat dels extractes mitocondrials es resuspenen
amb 1 mL de tampod Tl + BSA 0,1% (p/v) i s’agrupen amb I’'altra meitat.
Els punts 9i 10 es repeteixen fins que el precipitat mitocondrial queda en un nic
tub.
S’efectua un ultim rentat amb 1 mL de tampd Tl sense BSA, es centrifuga a
13.000 x g a 4°C i es resuspen el precipitat amb 1 mL de tampé TI.
A continuacié es quantifica la concentracié proteica (apartat 4.4.6). Es preparen
diferents dilucions dels extractes mitocondrials en funcié del teixit de que
provenen per tal de procedir a la mesura. Es fa Us de tampo Tl (sense BSA) diluit
1:10 per a tal finalitat.

a. Mitocondris de fetge: dilucié 1:20.

b. Mitocondris de cervell: dilucié 1:10.
Per ultim, es preparen aliquotes dels extractes mitocondrials amb diferent
quantitat de proteina mitocondrial, en funcié de per a quin Us es destinen. Es du

a terme una centrifugacié de 2 minuts a 13.000 x g a 4°C i es conserven els
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mitocondris a -80°C, excepte en el cas de la traduccié mitocondrial in organello

(apartat 4.9) on els extractes mitocondrials es fan servir en fresc.

4.6. Western blot SDS-PAGE

4.6.1. Solubilitzacio de proteines

Com a material de partida per es van utilitzar extractes mitocondrials o polvoritzats

de teixit total, sobre els quals es van solubilitzar les proteines.

4.6.1.1. Solubilitzacié de proteines mitocondrials

Els extractes de proteina mitocondrial (apartat 4.5) van permetre determinar de
forma més precisa els nivells de proteines de localitzacié mitocondrial, que poden
estar codificades a ’TADNn o TADNmt.

Es descongelen els extractes mitocondrials (precipitats d’entre 100-200 ug de
proteina) i es dissolen amb el volum necessari de tamp6 de carrega 2X (Tris-HCI 100
mM [pH 6,8], SDS 4% (p/v), glicerol 20% (v/v), DTT 200 mM, blau de bromofenol
0,1% (p/v)) per que quedin a una concentracio proteica de 3 pg/uL. S’incuben les
mostres durant 5 minuts a 96°C i s’agita intensament amb vortex de forma que

s’acaben eliminant les estructures secundaria i terciaria de les proteines.

4.6.1.2. Solubilitzacio de proteines totals de teixit

Els homogenats de proteina total d’un teixit determinat es van utilitzar per quantificar

els nivells de proteines localitzades tant dins com fora dels mitocondris.

En un tub d'1,5 mL es depositen 20-50 mg de teixit polvoritzat (apartat 4.3.5.2) i
s’afegeixen 150 yL de tampd RIPA (Tris-HCI 50 mM [pH 7,4], NaCl 150 mM, EDTA
1 mM, SDS 0,1% (p/v), desoxicolat de sodi 0,5% (p/v), IGEPAL® CA-630 (Sigma) 1%
(v/v), coctel inhibidor de proteases 1X (cOmplete™, EDTA-free Protease Inhibitor
Cocktail, Sigma Aldrich, 11873580001). La homogeneitzacié s’efectua durant 10
segons amb puntes de plastic acoblades a I'aparell pellet pestles cordless motor

(Sigma-Aldrich). Seguidament es deixen els tubs en un agitador rotatori durant 15
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minuts a 4°C. Es centrifuguen les mostres a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C i es

recuperen els sobrenedants que es passen a uns tubs nous.

A continuaci6 es determina la concentracié de proteina (apartat 4.4.6) i s’ajusta a 6
Mg/uL. En aquest cas la matriu utilitzada per preparar la recta patro i les dilucions de
les mostres consisteix en una dilucié 1:10 de tampd RIPA. Es dilueixen a la meitat
les mostres (3 pg/pL) amb tampd de carrega 2X, s’incuben 5 minuts a 96°C, es fa

vortex i queden llestes per ser utilitzades.

4.6.2. Electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS

El dodecil sulfat sddic (SDS), present al tamp6 de carrega i als gels d’electroforesi,
és un detergent anidnic que contribueix a la desnaturalitzacié de les proteines i a
més els confereix una relacié carrega/massa constant, permetent separar les

proteines d’una mostra segons el seu pes molecular.

Depenent del nombre de mostres que es desitgen analitzar en un mateix experiment

es disposa de dos jocs diferents de gels, cubetes d’electroforesi i transferéncia.

a. Per carregar fins un maxim de 15 mostres es preparen gels de poliacrilamida-
SDS d’1,5 mm de gruix i es fan servir el sistema Mini-PROTEAN 3 Cell (Bio-Rad)
per dur a terme l'electroforesi i el sistema de transferéncia Mini Trans-Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad). Cada gel consta de dues parts, un gel

separador al 12% de poliacrilamida i un gel concentrador al 5% (Taula 4.6).

Taula 4.6. Composicio del gel d’electroforesi per western blot SDS-PAGE

Reactiu Gel separador (12%) Gel concentrador (5%)
Aigua 4,3 mL 2,225 mL
Acrilamida/bisacrilamida 40% 3mL 375 uL
(p/V) - Mix 37,5:1 (BioRad)
Tris-HCI 1,5 M [pH 8,8] 2,5mL -
Tris-HCI 1,5 M [pH 6,8] - 380 uL
SDS 10% (p/v) 100 pL 30 L
APS 10% (v/v) 100 pL 30uL
TEMED 4L 3L

(SDS: dodecilsulfat sodic; APS: persulfat d’amoni; TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina)
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b. Per poder analitzar més mostres al mateix temps s'utilitzen gels 4-15%
Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein Gel (Bio-Rad), on es poden carregar fins
a 26 mostres, una cubeta d’electroforesi Criterion™ Vertical Electrophoresis Cell

(Bio-Rad) i la cubeta de transferencia Criterion™ Blotter (Bio-Rad).

Es col-loquen els gels a les respectives cubetes d’electroforesi, que s’emplenen amb
tamp6 d’electroforesi (Glicina 192 mM, SDS 0,1% (p/v) i Tris-HCI 25 mM [pH 8,3]).
A continuacié, es carreguen 30 ug de proteina per mostra al gel, i als carrils de cada
extrem es carreguen 7 pL del marcador de pes molecular Precision Plus ProteinTM
Standards Dual Color (Bio-Rad).

Una vegada carregat el gel, acaba d’emplenar-se la cubeta amb el tampod
d’electroforesi, es connecta la font d’electroforesi i s’aplica un voltatge constant de
80 V durant els primers 30 minuts o fins que el front d’electroforesi hagi sobrepassat
el gel concentrador. Després s’incrementa el voltatge a 120 V fins que desapareix el

front de banda d’electroforesi.

4.6.3. Transferencia

Es retalla la membrana de polifluorur de vinilidé (PVDF) Immun-Blot PVDF
Membrane (Bio-Rad) d’'una mida una mica més gran que la del gel d’electroforesi,
s’activa submergint-la en metanol durant 5 segons i després d’aclarir-la amb aigua
destil-lada s’'incuba amb el tampé de transferéncia (Tris-HCI 48 mM, glicina 39 mM,
SDS 0,04% (p/v) i metanol 20% (v/v)) durant almenys 30 minuts a 4°C. D’altra banda,
es tallen 8 filtres de paper Whatman per cada gel que es vulgui transferir (amb una
mida més gran que la de la membrana) i es banyen amb tampé de transferéncia. Un
cop ha acabat I'electroforesi, es treu el gel, s’elimina la part de gel concentrador i

s’equilibra durant 15 minuts amb tampé de transferencia a 4°C.

A continuaci6 es procedeix al muntatge del sistema sandvitx per fer una transferéncia
humida. Sobre el pol negatiu del casset es depositen per ordre: una esponja, 4
papers Whatman, el gel d’electroforesi, la membrana de PVDF, 4 papers Whatman i
la segona esponja que queda en contacte amb el pol negatiu. Aquest ordre permet
que les proteines amb la carrega negativa conferida per el SDS es transfereixin del

gel a la membrana. Es important mantenir humits tots els elements i eliminar totes
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les bombolles que puguin quedar entre les diferents capes. Després es col-loca el
casset a la cubeta de transferéncia, es cobreix amb el tampé de transferéncia fred i

s’aplica un corrent eléctric d’intensitat constant de 400 mA durant 1 hora a 4°C.

4.6.4. Immunodeteccio i revelat

Es recupera la membrana i es comprova que la transferéncia ha funcionat
correctament detectant que s’hagi transferit el marcador de pes molecular. Es
procedeix al bloqueig de la membrana incubant-la en una safata amb soluci6é de
bloqueig (llet en pols descremada al 5% (p/v) en TTBS (NaCl 150 mM, Tween-20
0,1% (v/v), Tris-HCI 20 mM [pH 7.6])) durant 1 hora a temperatura ambient i en
agitacio horitzontal. Aquest pas permet que les proteines (sobretot caseina) de la llet
uneixin als llocs que quedin lliures a la membrana (no ocupats per proteines de les
mostres) incrementant la especificitat en la unié dels anticossos primaris i/o

secundaris als respectius antigens i reduint el soroll de fons en el revelat.

Tot seguit s’incuba la membrana amb I'anticds primari especific contra la proteina
que es vol detectar. Per a tal fi, I'anticds primari (Taula 4.7) es dilueix en 10 mL de
solucié de bloqueig i s’exposa a la membrana a dintre d’'un tub de 50 mL a 4°C, en

agitacio en un rodador horitzontal, O/N.

Posteriorment, es recull la membrana, es deposita en una cubeta i es du a terme una
sequéncia de quatre rentats (dos de 10 minuts i dos de 5 minuts) amb TTBS, en

agitacio horitzontal i T/A.

Després, s’'incuba la membrana amb un anticos secundari que va dirigit a les 1gGs
de l'espécie en que s’ha generat I'anticos primari. Es fa servir Rabbit Anti-Mouse
P0260 (Agilent) o Goat Anti-Rabbit P0448 (Agilent) per reconéixer anticossos
generats en ratoli o conill respectivament. Els anticossos secundaris estan conjugats
a l'enzim peroxidasa que permetra posteriorment la detecci6 per
quimioluminescencia. Es fa una dilucié 1:5000 de I'anticos secundari elegit en 10 mL
de solucié de bloqueig i s’incuba la membrana a dintre d’'un tub de 50 ml en agitacié

en un rodador horitzontal, durant 1 hora a T/A. A continuacié es fa una seqiiéncia de
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rentats idéntica a I'anterior, pero substituint a I'Gltim rentat de 5 minuts el TTBS per

TBS (sense Tween-20 per evitar que interfereixi en el revelat).

Taula 4.7. Anticossos primaris per immunodeteccié per western blot

Proteina Referéncia Clonalitat Dilucié
ATP5A1 43-9800, Thermo Fisher Scientific Monoclonal 1:1000
a-tubulina GT114, GeneTex Monoclonal 1:5000
B-actina ab8227, Abcam Policlonal 1:5000
Clll Core2 A-11143, Invitrogen - Molecular Probes Monoclonal 1:1000
CoxXi 459600, Invitrogen Monoclonal 1:1000
[e0) (]| GTX33329, GeneTex Policlonal 1:1000
COXIV ab16056, Abcam Policlonal 1:1000
CS #14309, Cell Signaling Monoclonal 1:1000
EFG1 ab173529, Abcam Monoclonal 1:1000
EFTs ab173528, Abcam Monoclonal 1:1000
EFTu ab173300, Abcam Monoclonal 1:1000
GAPDH TA802519, OriGene Monoclonal 1:5000
MRPL13 A13508-1, Boster Bio Policlonal 1:1000
MRPS9 A14072-1, Boster Bio Policlonal 1:1000
MRPS35 16457-1-AP, Proteintech Policlonal 1:1000
NDUFA9 20C11B11B11, Thermo Fisher Scientific Monoclonal 1:1000
NDUFA10 GTX114572, GeneTex Policlonal 1:1000
SDHA ab14715, Abcam Monoclonal 1:1000
VDAC1 ab15895, Abcam Policlonal 1:1000

Per ultim, es du a terme el revelat de la membrana cobrint-la amb el volum necessari
d'una barreja 1:1 recent preparada dels reactius ImmobilonTM Western
(WBKLS0500, Millipore). Les imatges es capten amb el detector de
quimioluminescéncia ODYSSEY Fc (Li-COR) amb una exposici6 minima de 2
minuts. La quantificacio de les bandes te lloc mitjancant una analisi densitomeétrica

que es du a terme amb el propi software del aparell (Image Studio Lite v5.2).

Quan es vol detectar una nova proteina a la membrana, es repeteixen els rentats
amb TTBS just després del revelat i es repeteix el protocol des de la incubacié de
I'anticos primari d’interés. En cas de voler preservar la membrana durant un temps,

aquesta es col-loca en una cubeta tancada amb TBS (sense Tween-20) a 4°C.
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4.7. Western blot BN-PAGE

Per tal de quantificar els complexos del sistema OXPHOS es va fer servir
I'electroforesi en gel de poliacrilamida de tipus Blue Native (BN-PAGE). Aquesta
aproximacié manté unes condicions no desnaturalitzants que permeten separar els
complexos OXPHOS acoblats (amb les subunitats unides o acoblades entre si), i

visualitzar-los posteriorment per immunodeteccié per western.

4.7.1. Solubilitzacio d’extractes mitocondrials

S'’utilitzen aliquotes d’extractes mitocondrials (de 100-200 pg de proteina) que
s’obtenen tal i com es descriu préeviament (apartat 4.5) i es conserven -80°C fins al
seu Us. Una vegada descongelats els mitocondris, es mantenen en fred i es dissolen
amb tampo6 MB2 (acid aminocaproic 1,76 M, Bis-Tris 75 mM, EDTA 3,4 uM) a una
concentracié de 3 pg/ul. Després s’afegeix lauril maltosid 10% (v/v) per a que quedi
a una concentraci6 final de 1% (v/v), es barreja i es s’'incuben les mostres en gel

durant 15 minuts.

A continuaci6 es centrifuguen les mostres a 20.000 x g durant 20 minuts a 4°C. Es
descarten els precipitats i es guarden els sobrenedants en tubs nous. S’afegeix
tampo de carrega SGB 5% (acid aminocaproic 750 mM, Brilliant Blue G 5% (p/v)) per
a que quedi a una concentracié de 0,25% (v/v) i es mantenen en fred les mostres

fins I'electroforesi.

4.7.2. Electroforesi BN-PAGE

La separacio dels complexos OXPHOS es du a terme en la cubeta Mini Gel Tank
(Invitrogen) utilitzant els gels Native PAGE 4-16% BisTris gel 1mm x 10 well

(Invitrogen). En aquest cas, son necessaris els seglients tampons d’electroforesi:

- Tampé anode: 50 mL 20X NativePAGE™ Running Buffer (Invitrogen) + 950 mL
d’aigua.

- Tampé catode Dark blue: 50 mL 20X NativePAGE™ Running Buffer (Invitrogen) +
50 mL 20X NativePAGE™ Cathode Additive Buffer (Invitrogen) + 900 mL d’aigua.
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- Tampo6 catode Light blue: 50 mL 20X NativePAGE™ Running Buffer (Invitrogen) +
5 mL 20X NativePAGE™ Cathode Additive Buffer (Invitrogen) + 945 mL d’aigua.

Es col-loca el gel a un dels tancs de la cubeta i es renten els pous amb el tampé
catode Dark blue. De cada mostra es carreguen al voltant de 30 ug de proteina (10
WL d’extracte solubilitzat) i s’emplena la cambra davantera amb 200 mL de tampé

catode Dark blue i la cambra posterior amb 550 mL de tampd anode.

L’electroforesi es du a terme a 4°C i s’inicia aplicant un voltatge constant de 80 V fins
que el front d’electroforesi supera la part del gel concentrador. Després es puja el
voltatge a 120 V i es manté fins que el front d’electroforesi ha avangat dos tercos del
gel. En aquest punt es substitueix el tampd catode Dark blue per el tampd catode
Light blue i es continua I'electroforesi a 150 V fins que el front arriba al final del gel.
Pel fet d'utilitzar un gel en gradient, en cas de no incrementar-se el voltatge es va
reduint 'amperatge conforme les mostres avancen fins que es produeix una parada

de l'electroforesi.

4.7.3. Transferéncia i immunodeteccio

Els passos a seguir en la transferéncia, incloent I'activacioé de la membrana de PVDF,
muntatge del sandvitx i el tampd6 de transferéncia emprat son els mateixos que els
descrits a 'apartat 4.6.3. La transferéncia humida es fa a una intensitat constant de
80 mA, O/N a 4°C utilitzant el Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell (Bio-Rad).
Quan es treu el gel de la cubeta d’electroforesi s'incuba 30 minuts en tampd de
transferéncia amb agitacié suau, ajudant a que es destenyeixi lleugerament al temps
que s’equilibra. En aquest punt al gel ja es poden observar bandes corresponents
als complexos proteics.

El bloqueig de la membrana, rentats, incubacions dels anticossos primaris i
secundaris i revelat s’efectuen seguint I'apartat 4.6.4. En aquest cas, la deteccid dels
complexos OXPHOS es du a terme a través de la immunodeteccié de proteines
concretes que formen part de cadascun d’ells (Taula 4.8). Els anticossos primaris

utilitzats i les dilucions respectives s’especifiquen a la Taula 4.7.
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Taula 4.8. Subunitats diana per a la deteccié dels complexos OXPHOS

Complex Subunitat detectada
Cl NDUFA9
(of]| SDHA
Clll Core2 subunit ClII
Clv COXIV
cv ATP5A1

Al laboratori no es disposa d’'un marcador de pes molecular per western BN-PAGE
ni d’un coctel d’anticossos primaris que permetin detectar simultaniament els tots els

complexos, per tant es procedeix a la immunodeteccio de la segient forma:

1. Esrevela el Clll (500 kDa) i després es talla la membrana a aquesta algada. La
incubacio de I'anticds primari en aquest cas es fa durant 3 hores a T/A.
Es fa la immunodeteccié en paral-lel de Cl (1.000 kDa) i CIV (200 kDa).
Es detecten CII (130 kDa) i CV (750 kDa).

Per ultim, esmentar que la quantificacié per densitometria dels complexos ClI, ClIl,
CIV i CV es va corregir en aquest cas per els nivells de Cll de cada mostra, tenint en
compte que totes les proteines que conformen aquest complex estan codificades a
I’ADN nuclear i que no vam observar diferencies en la quantitat de CIlI als extractes

mitocondrials de fetge i cervell dels diferents grups estudiats.

4.8. Estudis de co-migracio en gradients de sacarosa

Aquest experiment es va dur a terme per tal d’estudiar la interaccié de la forma
mutada d’'EFG1 (EFG1R671C) amb el mitoribosoma acoblat (55S) i amb les subunitats
ribosdomiques petita (28S) i gran (39S) lliures. El protocol detallat a continuacio es va
adaptar a partir d’altres descrits préviament''4222, Per avaluar si la mutacié p.R671C
alterava el patr6 d’interaccié d’EFG1 amb el ribosoma mitocondrial es van analitzar

extractes mitocondrials de fetge de ratolins Gfm1** i Gfm1R671C/R671C en paral-lel.

4.8.1. Obtencio dels extractes ribosomics

1. Els extractes mitocondrials de fetge s’obtenen per centrifugacié diferencial

(apartat 4.5). En aquest cas es fa Us de tampd A sense EDTA (Sacarosa 320
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mM, Tris-HCI 10 mM [pH 7,4]) suplementat amb “Complete EDTA-Free Protease
Inhibitor Cocktail” (Roche), en compte de tampo Tl + BSA 0,1% (p/v).

Es determina la concentracio proteica (apartat 4.4.6) i s’ajusten les mostres a 2
mg/mL en tampd A.

Els precipitats mitocondrials es generen per centrifugacio a 9.300 x g durant 10
minuts a 4°C. Tot seguit es resuspenen a la concentracié de 10 mg/mL en 200
pL de tampd de lisi (sacarosa 260 mM, KCI 100 mM, MgCl2 20 mM, Tris-HCI 10
mM [pH 7,4], B-mercaptoetanol 5 mM, Trité X-100 1% (v/v) i Complete EDTA-
Free Protease Inhibitor Cocktail (Roche)).

S’incuben els lisats mitocondrials durant 20 minuts en gel i es centrifuguen durant
45 minuts a 9.300 x g i 4°C. Els sobrenedants, que contenen les particules
subribosdmiques, es transfereixen a tubs nous i es barregen amb 750 uL

addicionals de tampé de lisi.

4.8.2. Preparacio dels gradients de sacarosa

1.

Es preparen solucions de sacarosa al 30% (p/v), 23,3% (p/v), 16,7% (p/v) i 10%
(p/v) en tampd de lisi sense Tritd X-100. Aquestes conformaran les 4 fases del
gradient.

El gradient de sacarosa es disposa dintre de Ultra-Clear tubes 13,2 mL, 14x89
mm (Beranek Laborgerate). Les fases del gradient es congelen de forma
sequencial perimmersio del tub en una mescla d’etanol 70% amb neu carbonica.
Es disposen progressivament 2,85 mL de cadascuna de les 4 fases al tub, de
major a menor concentracié de sacarosa, quedant la fase menys concentrada a
la superficie. L’ultima fase pot acabar de solidificar-se a -20°C al congelador.
Un dia abans de fer servir el gradient es deixa a 4°C per descongelar-lo
lentament. Aixi es permet que s’acabi de conformar el gradient de sacarosa en

difondre les fases conforme es van descongelant.

4.8.3. Subfraccionament en gradient de sacarosa

Es guarda una aliquota de 65 pL del sobrenedant que conté les particules

subribosomiques, (control de carrega) i la resta, aproximadament 850 uL, es

carreguen suaument a sobre del gradient de sacarosa descongelat. Es centrifuguen
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les mostres a 71.000 x g durant 24 hores a 4°C, sense forgar acceleracio ni frenada.

S'utilitza la centrifuga Ultra-Clear™ ultracentrifuge (Beckman Coulter) amb el rotor
Sorvall TH-641.

4.8.4. Recol-leccid de les fraccions i precipitacio proteica

1.

Es recuperen fraccions de 750 uL des de la part superior del tub (15-16
fraccions). Cal anar amb compte i es recomana utilitzar un peu que subjecti el
tub del gradient i puntes de 1 mL tallades (per reduir la tensié superficial).

A cada fraccié se li afegeix 7,5 pL de desoxicolat de sodi 2% (p/v), s’agiten amb
vortex rapidament i s'incuben durant 30 minuts en gel.

S’afegeixen 112,5 yL d’acid tricloroacetic 6,1 M a cada mostra, es fa vortex i
s’incuben a 4°C, O/N.

Es centrifuga 30 minuts a 20.000 x g i 4°C.

Els sobrenedants es descarten i els precipitats es renten amb 1 mL d’acetona
freda (-20°C). Es centrifuga a 20.000 x g durant 10 minuts a 4°C.

Es descarten els sobrenedants i es deixen assecar els precipitats a T/A durant
10 minuts.

Es resuspenen els precipitats amb 40 pL de tamp6 de carrega 2X d’electroforesi
SDS-PAGE, quedant a una concentracidé proteica aproximada de 2,6 pg/uL.
S’ajusta el pH de les mostres afegint 0,5 pL de Tris-HCI 1,5 M [pH 8,8] i es
guarden a -80°C.

Dels 65 yL de control de carrega que no s’havien passat pel gradient de
sacarosa, 15 uL es barregen amb el mateix volum de tampd de carrega 2X
(quedant a una concentraci6é proteica de 1 pg/ pL). Els 50 pL restants es
barregen amb sacarosa 20% (p/v) i es sotmeten a la precipitacié proteica en

paral-lel amb la resta de fraccions.

4.8.5. Analisi de les fraccions del gradient per western blot SDS-PAGE

Per poder avaluar el patré de co-migracié d’EFG1 amb el mitoribosoma acoblat (55S)

i les seues subunitats (28S i 39S), les fraccions i els controls de carrega de cada

mostra es sotmeten a una electroforesi SDS-PAGE i posterior immunodeteccié per

western blot (apartat 4.6).
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En aquest cas s'utilitzen gels 4-15% Criterion™ TGX™ Precast Midi Protein Gel
(Bio-Rad) amb els sistemes d’electroforesi i transferencia indicats. A part ’EFG1, es
detecten les proteines MRPS9 i MRPS35 que formen part de la subunitat ribosdmica
28S, i MRPL13 que pertany a la subunitat gran (39S). Els anticossos primaris i

secundaris utilitzats s’'indiquen a la Taula 4.7.

4.9. Traduccio mitocondrial in organello

L’assaig per testar la traduccié mitocondrial es va adaptar a partir de protocols
préviament descrits?2® basats en sintesi de novo de proteines marcades amb 3%S. La
majoria de vegades es van dur a terme experiments Pulse (marcatge radioactiu de
les noves proteines mitocondrials sintetitzades) per testar la taxa de traduccié
mitocondrial (o sintesi de novo dels polipeptids) en mitocondris de diferents teixits
dels models de ratoli (apartat 4.9.1). A més, en la caracteritzacio del model de ratoli
KI/KO, es va testar I'estabilitat de les proteines mitocondrials sintetitzades de novo

mitjangant experiments Pulse-Chase (apartat 4.9.2).

4.9.1. Experiments pulse

1. Es parteix d’extractes mitocondrials frescs de 500 ug de proteina per mostra
(apartat 4.5). Aquests es resuspenen amb 250 uL de la barreja de traduccié que
consta de tampd6 de traduccié (sacarosa 25 mM, sorbitol 75 mM, KCI 100 mM,
MgClz 1 mM, K2HPO4 10 mM, Tris-HCI 10 mM [pH 7,4]), L-glutamat 10 mM, malat
2,5 mM, ADP 1 mM, BSA 1 mg/mL, emetina 100 ug/mL (inhibidor de la traduccio
citosolica), L-cisteina a 60 pg/mL, L-tirosina a 60 ug/mL i els 20 L-aminoacids
canonics restants a 60 pg/mL (Ala, Arg, Asp, Asn, Glu, GIn, Gly, His, lle, Leu,
Lys, Met, Phe, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp i Val).

S’incuben les mostres en un forn a 37°C durant 5 minuts amb rotacié suau.

S’afegeix el volum corresponent de barreja de [3°S]-metionina i [35S]-cisteina
(Easy Tag™EXPRESS35S Protein labeling mix 1175 Ci/mmol, 11 mCi/mL,
PerkinElmer) per tal de que quedi amb una marca radioactiva de 0,17 mCi/mg
de proteina mitocondrial. Es important calcular la caiguda de la radioactivitat en
el temps, tenint en compte que la vida mitjana del S és de 87,2 dies. S’incuben

les mostres a 37°C durant 20 minuts amb rotacié suau. Aquest pas, conegut com
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a fase pulse, és on s’incorporen els aminoacids amb la marca radioactiva a les
proteines mitocondrials que es tradueixin.

4. Es centrifuga cada mostra durant 1 minut a 13.000 x g i 4°C. Es descarta el
sobrenedant i renta I'extracte mitocondrial amb tampé A (EDTA 1 mM [pH 8],
sacarosa 320 mM i Tris-HCI 10 mM [pH 7,4]). Aquest pas es repeteix dues
vegades, per tal d’eliminar per complet la barreja de traduccio i els aminoacids
radioactius que no s’hagin incorporat a les noves proteines traduides.

5. Es centrifuga durant 1 minuta 13.000 x g i 4°C. Es descarten els sobrenedants i
les mostres es resuspenen en 50 uL de tampd de carrega 2X SDS-PAGE
(quedant a una concentracio proteica de 10 pg/uL).

6. Tot seguit les mostres poden congelar-se a -20°C durant un maxim de dues

setmanes o es pot continuar amb I'electroforesi SDS-PAGE.

4.9.2. Experiments pulse-chase

Es duen a terme experiments de tipus pulse-chase amb I'objectiu d’estudiar la vida
mitjana de les proteines sintetitzades durant I'assaig de traduccié mitocondrial in
organello. Aquesta aproximacio incorpora petites modificacions sobre la fase pulse i
passos addicionals sobre el protocol de traduccié mitocondrial per tal d’efectuar les

fases chase:

1. Es parteix d’extractes frescs de 2 mg de proteina mitocondrial per cada mostra i
es sotmeten als passos 1, 2i 3 de 'apartat 4.9.1. Es resuspenen a 2 mg/mL amb
la barreja de traduccid, s’'incuben durant 5 minuts a 37°C i es du a terme la fase
pulse afegint la quantitat necessaria de [3®S]-metionina i [3*S]-cisteina per que
quedi amb una marca radioactiva de 0,17 mCi/mg proteina mitocondrial, i
incubant 20 minuts a 37°C.

2. Tot seguit, es centrifuga a 13.000 x g i 4°C i es fa un rentat dels mitocondris amb
1 mL de tampd A. A continuacio, es divideix cada mostra en cinc aliquotes de
200 pL, es centrifuguen a 13.000 x g i 4°C i s’elimina el sobrenedant, de manera
que s’obtenen cinc precipitats de 400 ug de proteina mitocondrial cadascun.

3. Una d’aquestes aliquotes (aliquota pulse) es resuspen amb el tampo de carrega
SDS-PAGE a 10 pg/uL i es deixa a temperatura ambient almenys 30 minuts

abans de congelar-la a -20°C.
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Les quatre aliquotes restants de cada mostra es sotmeten a la fase chase. Cada
extracte mitocondrial es resuspén en 200 pL de tampo de traduccio (sense [35S]-
metionina i [3°S]-cisteina) i s'incuba a 37°C amb rotacié suau durant 1, 3, 5 0 20
hores (fases chase).

Cada aliquota referent a les fases chase es centrifuga a 13.000 x g i 4°C, es
renta amb tampd A i després de ser resuspesa amb tampé de carrega SDS-

PAGE a 10 ug/uL i deixar-se temperar es guarda a -20°C.

4.9.3. SDS-PAGE, tincio del gel, exposicio i revelat dels films

1.

Els extractes proteics de les traduccions mitocondrials es separen per SDS-
PAGE mitjangant el sistema PROTEAN® Il xi cell (Bio-Rad), utilitzant un gel amb
la composicié detallada a la Taula 4.9. De cada mostra es carreguen 100 ug de
proteina mitocondrial i en I'tltim carril lliure es carreguen 15 pL del marcador de
pes molecular Precision Plus ProteinTM Standards Dual Color (Bio-Rad). La
separacio de les proteines te lloc en tampé d’electroforesi (Glicina 192 mM, SDS
0,1% (p/v) i Tris 25 mM) amb voltatge constant de 100 V durant 16 hores o fins
que el front de banda arriba al final del gel.

S’incuba el gel durant 15 minuts amb solucié de fixacié (metanol 45% (v/v), acid
acetic 10% (v/v)).

Es tenyeix durant 45 minuts amb soluci6 Comassie (metanol 45% (v/v), acid
acétic 10% (v/v) i 0,1% Comassie (p/v)).

Es destenyeix amb soluci6 de fixacié durant 30 minuts.

S’incuba amb solucié amplificadora NAMP100 (GE Healthcare) durant 30
minuts.

Es munta el gel sobre un paper Whatman, es recobreix amb plastic film i s’asseca
durant 4 hores amb el Gel Dryer Model 583 (Bio-Rad) amb el buit activat.

El gel assecat s’exposa durant 5-7 dies a un film d’autoradiografia LucentBlue X-
ray film (Advansta) a dintre d’'un casset a -80°C.

Finalment, es du a terme el revelat del flm amb la processadora automatica
Curix60 (Agfa-Gevaert) que Uutilitza les solucions de revelat, fixacié i aigua

pertinents.
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Taula 4.9. Composicio del gel d’electroforesi per la traduccié mitocondrial

Reactiu Gel separador (17%) Gel concentrador (5%)
Aigua 10,6 mL 7,2 mL
Acrilamida 40% (p/v) — Mix 11,2 mL 1,3 mL
29:1 (PanReac AppliChem)
Tris-HCI 1,5 M [pH 8,8] 7,5 mL -
Tris-HCI 1,5 M [pH 6,8] - 1,25 mL
SDS 10% (p/v) 300 pL 100 pL
APS 10% (v/v) 300 pL 100 pL
TEMED 12 L 10 uL

4.9.4. Quantificaci6 del marcatge radioactiu i analisi

Es digitalitzen tant el film revelat com el gel tenyit i assecat. A continuacié es du a
terme la quantificacié per densitometria de les bandes resultants a 'autoradiografia
de cada mostra. Sobre el gel tenyit, es quantifica per densitometria els nivells de
proteina total carregada al gel i aquest valor s’utilitza per corregir el senyal radioactiu
de cada mostra. Les densitometries tant dels films com del gel es fan amb el
programa ImagedJ (National institutes of Health). A les fases pulse, el senyal del
conjunt de les bandes permet valorar la taxa de traduccié mitocondrial (indicada
també com a traduccié de novo) i, comparant diferents extractes mitocondrials,

detectar els casos en qué aquesta es presenta reduida.

La vida mitjana de cada polipéptid codificat a TADNmt es calcula com a In(2) /K

utilitzant 'analisi de regressié no lineal de decaiment d’'una fase amb la férmula:
Y=Y, e Kt

On Y és la quantitat residual d’'una proteina a un temps t determinat (fase chase)
expressada com el percentatge d’aquesta banda a temps zero, Y és la quantitat de

proteina inicial (igual a 100%, a la fase pulse) i K és una constant que determina la

velocitat de decaiment del polipéptid.
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4.10. Analisi de numero de copies d’ADN per qPCR

L’analisi del nimero de copies d’ADNmt i la quantificacié del grau de transduccié
dels rAAV es va dur a terme per PCR a temps real (QPCR) utilitzant plaques de 384
pous i 'aparell LightCycler® 480 System (Roche Diagnostics).

4.10.1. Namero de copies ’ADNmt

Per analitzar si els teixits presenten deplecié o augment de molécules de genoma
mitocondrial es quantifica el numero de copies d’ADNmt sobre I'extracte d’ADN total.
L’ADN total de partida s’obté mitjangant un kit comercial (apartat 4.4.1.3).
Concretament, es determina el numero de copies del gen mitocondrial mt-Rnr2 (16S
rRNA) utilitzant la sonda Tagman™ MGB (Applied Biosystems) dissenyada per
encarrec i el joc d’encebadors especificats a la Taula 4.10"%4,

Taula 4.10. Sonda TagMan MGB i encebadors per al gen mitocondrial 76S

Gen Descripcio Seqiiéncia (5’ - 3’)
Sonda MGB 16S (FAM) AAG TCC TAC GTG ATC TGA GGT

16S Encebador directe 16S AAT GGT TCG TTT GTT CAACGATT
Encebador revers 16S AGA AAC CGA CCT GGATTG CTC

Com a referéncia es determina el numero de copies d’Ang7 (angiogenina 1), gen
nuclear de copia Unica, utilitzant la sonda predissenyada MmO00833184 s1
(Tagman™ MGB, Applied Biosystems) amb el fluorofor FAM. Les dues sondes
presenten el mateix fluordfor, per tant les reaccions es fan per separat en paral-lel

(singleplex).

Es prepara una corba estandard a partir de dues solucions amb nimero de copies
conegut de plasmidis que tenen clonades les regions dels gens 16S o Ang1. Els
punts estandards de la recta es realitzen mitjancant dilucions seriades amb Tris-HCI
10mM [pH 8]. Els rangs de les rectes sén 45.555-3.690.000 copies/pL en el cas del
16S i 250-108.000 copies/pyL per a Ang1.

Les mescles de reaccidé per a les sondes 16S i Ang71 es detallen a la Taula 4.11 i

Taula 4.12 respectivament.
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Taula 4.11. Composicié de la reaccié d’amplificacié per qPCR del 16S

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
2X TagMan Universal PCR Master Mix with UNG' 5 1X
Sonda Tagman 16S (5 uM) 0,3 150 nM
Encebador directe 16S (10 uM) 0,3 300 nM
Encebador revers 16S (10 pM) 0,3 300 nM
Aigua 1,6 -
Mostra d’ADN (50 ng/uL o 12,5 ng/uL segons 2,5 12,5 -2,5 ng/uL

dilucio)
'Referéncia: 4440045, ThermoFisher

Taula 4.12. Composicio de la reaccié d’amplificacié per qPCR de I’Ang1

Reactiu Volum (ul)  Concentracié final
2X TagManR Universal PCR Master Mix with UNG' 5 1X
Sonda Tagman 20X 0,5 1X
Aigua 1,5 -
Mostra d’ADN (100 ng/uL o 20 ng/puL segons 2,5 25 -5 ng/pl

dilucid)
'Referéncia: 4440045, ThermoFisher

Cada punt de la recta estandard es quantifica per triplicat, i de cada mostra es fan
dues dilucions diferents (100 ng/uL i 20 ng/pL; dilucions en Tris-HCI 10 mM [pH 8])
que es quantifiquen per duplicat. L’amplificacio te lloc amb les condicions de la Taula
4.13.

Taula 4.13. Condicions de I'amplificacié per qPCR

Temperatura  Temps Cicles

50°C 2 minuts 1
95°C 10 segons

95°C 15segons 40
60°C 1 minut

El LightCycler 480® Software 1.5.1.62 (Roche Diagnostics) utilitzat per I'analisi
permet determinar el nUmero de copies interpolant a la recta estandard el valor de
Ct (punt on la fluorescéncia supera el llindar) obtingut per a cada mostra. Quan es

vol expressar el numero de copies d’ADNmt per cel-lula s’aplica el seglient calcul:

Copies gen d'interés

Copies gen de referéncia
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El gen de referéncia (Ang1) és diploide i de copia Unica, és per aixd que el resultat

de la divisio (quantitat d’ ADNmt per quantitat d’ADNn) es multiplica per 2.

4.10.2. Nimero de copies de vector adenoassociat

Per a testar el grau de transduccié de ssAAV9-hAAT-GFM1 en fetge i cervell dels
ratolins KI/KO AAV, s’utilitza com a material de partida 'ADN total d’aquests teixits
extret pel metode fenol-cloroform (apartat 4.4.1.1). Per detectar el nUmero de copies
del rAAV s'utilitza la seqiiéncia humana de GFM171 com a diana de la sonda
predissenyada Hs00227997 _m1 (Tagman™ MGB-FAM, Applied Biosystems), i com
a gen nuclear de referéncia el gen muri Ang1 que es detecta utilitzant la sonda

descrita préviament (apartat 4.10.1).

Com que totes dues sondes tenen el mateix fluorofor (FAM), la quantificacio es
realitza en singleplex. Igual que a 'apartat anterior, es prepara per a cada reaccié
una recta patré6 amb numero de copies conegudes de plasmidis que contenen les
sequéncies GFM1 i Ang1 clonades. Les dilucions seriades es realitzen amb Tris-HCI
10mM [pH 8]. La composicié de la mescla de reaccié per a les dues sondes és la
detallada a la Taula 4.12.

Les dilucions i répliques de les rectes estandards i mostres, el programa
d’'amplificacié (Taula 4.13) i 'analisi aplicada per quantificar el nimero de copies de
ssAAV-hAAT-GFM1 coincideixen amb el que s’ha descrit a I'apartat 4.10.1.

4.11. Estudis d’expressio genica

L’expressio génica a nivell dARN es va determinar mitjangcant RT-gPCR utilitzant
I'ARN total extret a partir de teixits de ratoli (apartat 4.4.2). Breument, es quantifica
la concentracio total d’ARN (apartat 4.4.3) de cada mostra, s’ajusta a una
concentracié de 200 ng/uL utilitzant aigua lliure de RNases i es continua amb el

tractament amb DNAsa i transcripcio reversa previs a la RT-gPCR.
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4.11.1. Tractament amb DNasa

Amb l'objectiu d’eliminar contaminacions amb fragments d’ADN, que podrien
competir amb les molécules d’ARN donant lloc a resultats erronis, es du a terme un
tractament de les mostres amb DNasa I. S'utilitza el kit comercial DNA-free™ Kit
Procedure (Invitrogen, Thermo Scientific) per preparar la mescla de reaccié (Taula
4.14).

Taula 4.14. Composicié de la mescla de reaccio per al tractament amb DNasa

Reactiu Volum (ul) Concentracio final
DNase I buffer 10X" 5 1X
rDNase I (2 U/uL) 1 0,04 U/uL
Mostra d’ARN Fins a 10 ug d’ARN -
Aigua lliure d’ARNases Fins a 50 pL -

100 mM Tris-HCI [pH 7,5]; 25 mM MgCl,; 5 mM CaCl,

Un cop feta la barreja es segueixen els segiients passos:

1. S’incuba la mescla 30 minuts a 37°C.

2. S’afegeixen 5 UL de DNase Inactivation Reagent, es barreja i s'incuba la mescla
2 minuts a TA.

3. Es centrifuga a 10.000 x g durant 1,5 minuts, es recupera el sobrenedant (que

conté 'ARN) i es transfereix a un tub nou.

4.11.2. Transcripcio inversa

L’ARN tractat amb DNAsa | es sotmet a una transcripcio inversa o retrotranscripcio
per tal d’'obtenir TADNc (ADN complementari). S'utilitza el kit comercial High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) per preparar la

mescla de reaccio (Taula 4.15).

La reacci6 té lloc incubant les mostres en un termociclador 10 minuts a 25°C, 2 hores
a 37°C i finalment 5 minuts a 85°C. En aquest punt 'ADNc obtingut es pot guardar a
-20°C fins al seu us a la RT-gPCR.
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Taula 4.15. Composicié de la mescla de reaccié per a la transcripcio inversa

Reactiu Volum (uL) Concentracio final
RT Buffer 10X 2 1X
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (2U/uL) 1 0,2 U/uL
Mix de dNTPs (100 mM) 0,8 8 mM
RT Random Primers 2
ARN tractat amb DNasa 10 Fins a 2 ug d’ARN
Aigua lliure d’ARNases 4,2 -

4.11.3. RT-qPCR per lanalisi dels nivells ’ARN de gens diana

4.11.3.1. Gens codificats a TADNn

La RT-gPCR es du a terme amb l'aparell ABI PRISM 7900HT Fast Real-time PCR
System (Applied Biosystems). L’ADNc obtingut s’utilitza per determinar la quantitat
relativa de la transcripcié de gens d’interés respecte la transcripcié d’'un gen que
serveix com a control endogen. Aquest control és el gen de ratoli Ppia, que codifica

la ciclofilina A.

Per testar I'expressié de gens codificats a ’ADNn es fan servir sondes Tagman™
MGB (Applied Biosystems) predissenyades que s’especifiquen a la Taula 4.16. La
mescla de reacci6 (Taula 4.12) i condicions de reacci6 (Taula 4.13) coincideixen amb

les detallades a I'apartat 4.10.1.

Taula 4.16. Sondes TagMan utilitzades en estudis d’expressio génica

Gen Referéncia sonda Fluorofor
Gfm1 Mm00506856_m1 FAM
Gfm2 MmO00623824_m1 FAM
Tufm MmO03012892_ g1 FAM
Tsfm MmO00508436_m1 FAM
Ppia MmO02342430_g1 FAM

On Ppia és el gen utilitzat com a control endogen.

S’analitzen per triplicat dues dilucions de cada mostra per cadascuna de les sondes.
A més s’inclouen dos controls negatius: (a) un control del tractament amb DNasa,
que consisteix en una mostra no retrotrascrita i (b) un control per detectar
contaminacions que sols conté l'aigua lliure de RNases amb qué s’han fet les

dilucions.
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Els resultats s’analitzen amb el programa RQ Manager 3.4. i els resultats es
quantifiquen de forma relativa a una mostra calibradora mitjangant la férmula:
RQ — Z—AACt
Tenint en compte que:
AACt = ACt mostra — ACt calibrador

ACt = Ct gen d'interés — Ct gen control endogen

4.11.3.2. Gens codificats a TADNmt

Per la quantificacié i analisi dels nivells ARN de gens mitocondrials es fan servir
encebadors i sondes TagMan™ MGB dissenyades per encarrec que permeten la
deteccio de 'ARNr de mt-Rnr2 (16S rRNA) i TARNm de mt-Nd4 (ND4) (Taula 4.17).

Taula 4.17. Sondes TagMan MGB i encebadors per als gens mitocondrials 716S i ND4
Gen Descripcio Seqiiéncia (5’ - 3’)
Sonda MGB 16S (FAM) AAG TCC TAC GTG ATC TGA GGT
16S Encebador directe 16S AAT GGTTCG TTT GTT CAACGATT
Encebador revers 16S AGA AAC CGA CCT GGATTG CTC
Sonda MGB ND4 (FAM) CCGACATCATTACCGGGTTTTCCTCTTG
ND4 Encebador directe ND4 TGC ATC AAT CAT AAT CCA AAC TCC ATG A
Encebador revers ND4 GGC AGA ATA GGA GTG ATG ATG TGA

L’ARNm del gen Ppia (sonda Mm02342430_g1) s’utilitza com a control endogen per
normalitzar els valors d’expressié obtinguts per a cada gen. La mescla de reacci6 és
la detallada a la Taula 4.11, mentre que I'aparell utilitzat i 'analisi de I'expressio

relativa son els mateixos que els descrits anteriorment (apartat 4.11.3.1).

4.11.4. Analisi de TARNm Gfm1 knock-out amb gels d’agarosa

La deleci6 dels exons 2-3 a l'al-lel Gfm1- dona lloc a un codé de parada prematur i
fa que el seu transcrit sigui susceptible de degradacié per Nonsense-mediated
mRNA Decay (NMD). Per comprovar la preséncia de TARNm Gfm1- i distingir-lo de
les variants Gfm1* i Gfm1R671C es van realitzar 3 PCRs convencionals (Taula 4.18 i
Figura 4.7) dutes a terme sobre ADNc de fetge i cervell de ratolins Gfm71+* i

Gfm 1R671Cr-
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B PCRWT &
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Figura 4.7. PCRs per analitzar ’TARNm de l’al-lel Gfm1-en fetge i cervell. Esquema de
I’ADNCc dels tres al-lels Gfm1 (WT, Kl i KO), indicant el nimero d’exons, la mutacié p.R671C en
GIfm1R671C i els exons eliminats en Gfm1-. Les fletxes en vermell representen la localitzacio dels
encebadors directe i revers per a les PCRs dirigides a detectar TARNm Gfm1- i distingir-lo de les
altres variants (PCR WT, PCR WT/KO i PCR KO), la PCR per quantificar el percentatge de transcrit
Gfm1-(PCRKIl) i la PCR quantitativa a temps real (RT-qgPCR).

e PCR WT: L’encebador directe es situa a I'exd 3 i el revers a I'ex6 6. Permet
detectar TADNc Gfm1* i Gfm1R671C (473 pb), perod no distingir entre ells.

e PCRKO: L’encebador directe es situa a la unio entre els exons 1i4, i 'encebador
revers es situa a I'exd 6. Permet amplificar TADNc Gfm1- (370 pb).

e PCR WT/KO: L’encebador directe es situa a I'exé 1 i 'encebador revers uneix a
I'ex6 4. Permet amplificar i distingir per mida '’ADNc Gfm1- (249 pb) del Gfm1* i
Gfm1R671C (535 pb).

Taula 4.18. Encebadors per analitzar ’ARNm provinent de I’al-lel Gfm1-
PCR Descripcié Segqiiéncia (5’ — 3’)
WT Encebador directe GTT GGC GCT GTC ATG GAT TC
Encebador revers AAT CCA GCC GGAATC TCG TC
KO Encebador directe CAG GGG AAG CAG GCC AC
Encebador revers AAT CCA GCC GGAATC TCG TC
WT/KO Encebador directe CTG AGC ACA ACC GAT CAC CT
Encebador revers ACT GTC ATG GTC TGG CAC TG
Kl Encebador directe AGC TTT CTG GGC TACGGT TT
Encebador revers GTG TGC CCA GAATCC TAC CTC

Per determinar els percentatges d’ARNm Gfm1R671Cj Gfm1- a les mostres d’ADNc de
fetge i cervell de ratolins Gfm1R677C* es va dur a terme una darrera PCR (PCR KI/KO,
Taula 4.18). Aquesta amplifica 'ex6 16 de Gfm1 situant 'encebador directe a I'ex6
15 i el revers a I'exd 18 (Figura 4.4). El producte de PCR es digereix amb I'enzim

Ncol (apartat 4.3.2.1), es corre en un gel d’electroforesi i s’identifiquen dues bandes
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corresponents a 'ADNc Gfm1R677C (215 pb i 621 pb) i una banda de 'ADNc Gfm1-
(837 pb). Les bandes resultants es densitometren amb I'’lmage Studio Lite i aquesta
quantificacié es corregeix pel tamany dels fragments (pb). Es comparen les
quantificacions de les espécies knock-out (836 pb) i knock-in (621 pb) de Gfm1.

4.12. Determinacions bioquimiques

4.12.1. Activitats enzimatiques dels complexos de la CTE

Per tal d’avaluar I'afectacié de la cadena respiratoria mitocondrial es van analitzar
les activitats enzimatiques dels complexos |, II, lll, i IV de la CTE i la resultant la de
la combinacié dels complexos Il+1ll. A més, també es va quantificar I'activitat citrat

sintasa, enzim del cicle de Krebs, com a marcador de massa mitocondrial.

Aquestes activitats es van determinar per espectrofotometria UV-visible basant-se
en els métodes préviament descrits?24225, mitjangant I'espectrofotdmetre UV-2401PC
UV-VIS (Shimadzu).

4.12.1.1. Preparacio d’homogenats proteics en tamp6 mannitol

Les mostres utilitzades consisteixen en homogenats de teixit total en tampd mannitol
(mannitol 225 mM, sacarosa 75 mM, Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, [pH 7,2]).
Breument, s’afegeixen 200 pL de tampd mannitol temperat a 4°C sobre 20-50 mg de
teixit préviament polvoritzat en nitrogen liquid i aliquotat en tubs de 1,5 mL.
S’homogeneitza durant 10 segons ajudant-se de l'aparell pellet pestles cordless
motor (Sigma-Aldrich) i es centrifuga durant 20 minuts a 650 x g a 4°C. Es transfereix
el sobrenedant en un nou tub, es determina la concentracié proteica (apartat 4.4.6),
s’ajusta a una concentracié de 2 mg/mL amb tampd mannitol, es fan aliquotes i es

preserven a -80°C fins al seu Us.
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4.12.1.2. Determinacio de les activitats enzimatiques

Les activitats enzimatiques es determinen per espectrofotometria tal i com es detalla

a continuacio:

Complex | (Cl) o NADH deshidrogenasa. El Cl transfereix electrons del NADH a la
ubiquinona (coenzim Qo) i la seua activitat es determina monitoritzant la disminucio
de l'absorbancia del NADH a 340 nm. En aquest cas es substitueix la ubiquinona
(molt hidrofobica) per decilubiquinona (DB) (més hidrofilica). Per dur a terme la
reaccio, 20 yL d’homogenat de teixit a 0,67 mg/mL de concentracié proteica es
barregen amb 945 pL de la solucié de reaccié (DB 108 uM, fosfat potassic 54 mM
[pH 7.5], BSA a 4,05 mg/mL) i 5 yL d’etanol:DMSO (1:1) i s’incuba a 37°C durant 5
minuts. El blanc de reaccié es du a terme paral-lelament fent servir les mateixes
condicions perd afegint 5 pL de rotenona 2,5 mM (inhibidor del Cl) en compte
d’etanol:DMSO. D’aquesta forma es determina I'oxidacio inespecifica del NADH, per
restar-la posteriorment. La reaccid s’inicia amb I'adicié de 50 yL de NADH 2 mM a
37°C, durant 3 minuts la DB es redueix a decilubiquinol (DBHz) i es monitoritza
'oxidacié del NADH a 340 nm.

Complex Il (Cll) o succinat deshidrogenasa. El Cll transfereix electrons del
succinat a la ubiquinona. A la reaccio in vitro s’utilitza DB per substituir la ubiquinona
i el 2,6-diclorofenoclindofenol (DCPIP) per monitoritzar la transferéncia d’electrons. El
succinat transfereix electrons a través del Cll a la DB, formant-se DBH, i aquest els
transfereix al DCPIP oxidat. Addicionalment, s’afegeix KCN per inhibir el CIV, frenar
la transferéncia d’electrons i evitar que el DCPIP reduit torni a oxidar-se. La reduccio
del DCPIP es detecta com una disminucié de I'absorbancia a 600 nm i permet
quantificar I'activitat del Cll. A la practica, 20 yL d’homogenat proteic a 0,67 mg/mL
es barregen en 976 L de la solucié de reaccio (DCPIP 51 mM, fosfat potassic 25,61
mM [pH 7,5], KCN 1,025 mM, succinat 20,49 mM, BSA a 2,049 mg/mL) i s'incuben
a 37°C durant 5 minuts. L’absorbancia es registra a 600 nm abans de l'inici de la
reaccio, per tal d’extreure la reduccid inespecifica del DCPIP. La reaccié s’inicia
addicionant 4 yL de DB (25 mM) i la reducci6 del DCPIP es monitoritza durant 3

minuts a 37°C.
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Complex Il (Clll) o coenzim Q/citocrom c-reductasa. El Clll transfereix els
electrons del DBH: al citocrom ¢ a la CTE. Per coneixer I'activitat del ClII, la reduccio
del citocrom c es determina in vitro mesurant I'increment d’absorbancia a 550 nm.
S'utilitza azida soddica (NaAz) per inhibir el CIV i evitar el pas d’electrons entre el
citocrom c i 'O2. 880 pL de la solucié de reacci6 (fosfat potassic 64,1 mM [pH 7,8],
EDTA 1,282 mM, NaAz 3,85 mM, DBH: 384 uM, citocrom ¢ 0,5 mM, Tween 0,051%
(v/v)) s’'incuben a 37°C amb 4 yL d’etanol 95%. La reaccio s'inicia afegint 120 pL
d’homogenat proteic (0,33 mg/mL) i es monitoritza a 550 nm durant 3 minuts 37°C.
Per restar I'activitat inespecifica a la total, s’efectua la mateixa reaccié pero afegint 4
pL d’antimicina 20 mM (inhibidor del Clll) en lloc d’etanol 95%.

Complex lI+lll. L'activitat combinada dels complexos Il i lll transfereix els electrons
del succinat al citocrom c. Aquesta activitat es determina seguint I'increment de
I'absorbancia del citocrom c reduit a 500 nm. L’oxidacié del citocrom c és inhibida
pel KCN. Es barregen 20 yL d’homogenat proteic (0,67 mg/mL) amb 880 pL de
solucié de reacci6 (fosfat potassic 22,73 mM [pH 7,5], BSA 2,27 mg/mL, succinat
22,73 mM, KCN 1,14 mM). En paral-lel es prepara una reaccio en qué no s’afegeix
homogenat proteic (tan sols tampd mannitol), per tal de quantificar el pendent
residual generat pels reactius i restar-lo al de la reacci6. S’incuben a 37°C durant 5
minuts i s’inicia la reaccié afegint 100 pyL de citocrom ¢ 1 mM. La reduccié del

citocrom ¢ es monitoritza a 550 nm durant 3 minuts 37°C.

Complex IV (CIV) o citocrom c oxidasa. El CIV transfereix electrons del citocrom ¢
reduit a I'O2. Mesurant la disminucié de I'absorbancia a 500 nm es monitoritza
I'oxidacio del citocrom c reduit i determina I'activitat del CIV. Es prepara la solucié de
reaccio (fosfat potassic 50 mM [pH 7,5], citocrom c reduit 100 uM). La reducci6 (al
90-95%) del citocrom c (Sigma C-7752; Fw 12384) te lloc de forma manual per
titulacio (afegint ditionit sodic) respecte d’'una solucié 100% oxidada amb ferricianur
potassic. 980 yL de la solucié de reaccié s’incuben a 37°C durant 5 minuts. La
reaccié s’activa afegint 20 uyL d’homogenat proteic (0,67 mg/mL) i I'oxidacié del

citocrom ¢ es monitoritza a 550 nm durant 3 minuts.
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Citrat sintasa (CS). Es tracta d’'un enzim del cicle de Krebs que catalitza la formacio
de citrat i coenzim A (CoA-SH) a partir d’'oxalacetat (OAA) i acetil-CoA. Aquesta
activitat s’utilitza com a marcador de la massa mitocondrial i permet corregir i
normalitzar 'activitat absoluta dels complexos de la cadena respiratoria. Per a cada
mostra, 20 yL d’homogenat proteic (0,67 mg/mL) es barregen amb 930 pL de la
solucié de reaccié (DTNB (acid 5,5'dithio-bis-(2-nitrobenzoic)) 100 yM, Tris-HCI 100
mM [pH 8,1], Acetil CoA 300 pM, Tritd X-100 0,1% (p/v)) i s'incuben a 37°C durant 5
minuts. Es registra 'absorbancia a 412 nm durant els 4 minuts previs a l'inici de la
reaccio, per tal d’extreure aquesta activitat a I'activitat total. S’afegeixen 50 uL d’OAA
(10 mM) per iniciar la reacci6 i es monitoritza la reduccié del DTNB a acid 2-nitro-5-
benzoic (TNB) durant 4 minuts a 412 nm i 37°C.

4.12.1.3. Calcul de les activitats enzimatiques especifiques

Per tal de calcular cadascuna de les activitats enzimatiques, s’aplica la seglent
férmula prenent les absorbancies de cada reacci6 tal i com s’han detallat préviament:

nmols

Activitat ( ) = AAbs especifica (min™?1) -

min * mg prot

volum reaccié (uL) - 103

e(mM~1-cm=1) -l cubeta(cm) - [proteina] (%) - volum mostra (uL)
On AAbs especifica = AAbs total — AAbs inespecifica i &€ fa referéncia als

coeficients d’extincié molar segients:

- Activitat Cl: eyypy = 6.2mM™1 - cm™?

- Activitat Cll: epcpp = 19.2 mM™1 - cm™?

- Activitat CIII, ClI+IIli CIV : egyc = 185 mM~1 - cm ™
- Activitat CS: epryp = 13.6 mM~1 - cm™?

D’altra banda, el volum reacci6é sempre és de 1000 uL, volum mostra és de 20
ML per a totes les reaccions excepte per al Clll que és de 120 pL, Il cubeta fa
referéncia a la longitud de la cubeta (igual a 1 cm per a totes les reaccions) i

[proteinal] és la concentracio proteica dels homogenats.
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4.12.2. Determinacié de marcadors bioquimics en plasma

Les mostres de plasma obtingudes (apartat 4.3.5.1) es van destinar a I'analisi dels

marcadors bioquimics detallats als seglents subapartats.

4.12.2.1. Activitat alanina aminotransferasa

L’enzim ALT es troba principalment en cél-lules hepatiques, ajudant a metabolitzar
proteines per generar energia, de forma que un increment dels seus nivells en
plasma pot ser indicatiu de lesié hepatica per citdlisi. L’activitat d’aquest enzim es va
monitoritzar en la caracteritzacié del model de ratoli Gfm1R671C/R671C gegons el
meétode descrit a continuacid que es basa en les reaccions il-lustrades a la Figura
4.8. Es determina el consum de NADH per la disminucié de I'absorbancia a 340nm
(Aabs NADH) amb I'espectrofotometre UV-2401PC UV-VIS (Shimadzu).

. ALT X
L-alanina + a-cetoglutarat —__ Piruvat + L-glutamat

LDH
Piruvat + NADH + H* —_* Lactat+ NAD*+H,0

Figura 4.8. Reaccions enzimatiques per la determinacié de P'activitat ALT. Segons
I'estequiometria de la reaccio, la LDH converteix cada mol de piruvat en lactat, consumint un mol
de NADH. Com que la LDH s’hi addiciona en excés a la reaccid, el consum de NADH esta limitat
per la quantitat de piruvat, que és generat per I'’ALT partint de L-alanina i a-cetoglutarat. ALT: alanina
aminotransferasa; LDH: lactat deshidrogenasa.

En primer lloc es prepara la mescla de reaccié (Taula 4.19). Posteriorment, es
realitza un blanc de reacci6 on es quantifica el consum inespecific de NADH. Per fer

aixo, s'afegeixen 50 L de plasma de ratoli a 720 yL de la mescla de reaccié.

Taula 4.19. Composicié de la mescla de reaccié per la determinacioé de I’activitat ALT

Reactiu Volum (uL) Concentracio final
L-alanina (0,4 M) 80 44,4 mM
NADH (2 mM) 80 0,22 mM
Tris-HCI 1M [pH 7,5] 80 0,1M
LDH 11,6 U/pL diluida 1:10 en Tris-HCI 1M 3 4,8 U/mL
[pPH 7,5]
Aigua 477
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S’incuba la mescla de la reaccié6 durant 10 minuts a 37°C i es monitoritza
'absorbancia a 340 nm durant 10 minuts a 37°C. La reaccio s'inicia afegint 80 uL de
a-cetoglutarat, després es barreja per inversio i es llegeix de nou I'absorbancia a 340
nm durant 10 minuts a 37°C. Finalment, es calcula I'activitat ALT, expressada en
pmols de substrat transformat per minut, per litre de mostra (umols-min-'-L-'; UI/L) a

partir dels pendents de les rectes obtingudes, fent servir la llei de Lambert-Beer:

uI
Activitat ALT (T) = (A4-V;1000)/(eyapy - 1+ V)

On A equival a la diferéncia dels pendents de les rectes obtingudes en funcié del
temps (AAbs/min), Vsfa referéncia al volum final de la reaccidé (mL), €yapu €S €l
coeficient d’extincié molar del NADH (6,2 mM~1 - cm™1); 1 és la longitud de la cubeta

(cm) i V es correspon al el volum de mostra (mL).

4.12.2.2. Altres marcadors bioquimics

En la caracteritzacié del model Gfm1R671C~ els marcadors bioquimics en plasma es
van analitzar amb la col-laboracié del servei de bioquimica als Laboratoris Clinics
Vall d’Hebron utilitzant l'aparell AU5800 Series Clinical Chemistry Analyzers
(Beckman Coulter). A part de l'activitat ALT, es van determinar l'activitat AST
(aspartat aminotransferasa), i les concentracions de triglicérids (TGs), lactat
(CsHeO3), amoni (NH4*) i fosfatasa alcalina. Per fer aixo, el plasma fresc extret es va

diluir 3 vegades en PBS i es va congelar a -80°C fins la seua analisi.

4.13. Analisi histoquimica de fetge

Per tal d’avaluar possibles alteracions morfoldgiques i/o bioquimiques al fetge dels
models de ratoli generats es va dur a terme una avaluacié histoquimica. Per fer aixo,
un Iobul de cada fetge es va fixar en formalina 10% (p/v) durant 12-24h a 4°C. Al
Servei d’Anatomia Patologica Vall d’Hebron, s’efectuava la inclusié de les mostres
de fetge en blocs de parafina per tallar lamines de 4 pym i muntar-les sobre
portaobjectes. Tot seguit, les mostres es van sotmetre als processos de
desparafinitzacié i rehidratacid previs a les tincions histoquimiques. Concretament,
al propi servei es van realitzar de forma automatitzada les tincions hematoxilina-

eosina (HE) i d’acid periodic de Schiff (PAS), a més de la immunohistoquimica de
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I'antigen Ki-67 (apartat 4.13.2). Al laboratori es va dur a terme la tinci6 tricromatica
de Masson (apartat 4.13.1).

L’escanejat d’alta resolucié de les lamines amb I'escaner Pannoramic 250 Flash Il
(3DHISTECH) va permetre visualitzar i analitzar els resultats amb el programa

associat CaseViewer 2.4.

4.13.1. Tincid tricromatica de Masson

Aquesta técnica permet tenyir de color blau les fibres de col-lagen tipus 1,
diferenciant-les al mateix temps del nucli cel-lular i citoplasma. Aixd ajuda a
determinar si en aquest cas el fetge dels ratolins presenta un cert grau de fibrosi. El

protocol que es va seguir és el seglent:

1. Es desparafinen els talls fent 2 rentats de 10 minuts en xile, 2 rentats de 10
minuts en etanol 100%, 2 rentats de 10 minuts en etanol 90%, 2 rentats de 5
minuts en etanol 70% i 2 rentats de 5 minuts en aigua.

2. Es fixen les mostres amb solucié de Bouin, 1 minut al microones a 480 W i 15
minuts a temperatura ambient.

3. Esrenten les lamines durant 1 minut amb aigua corrent i s’aclareixen amb aigua
desionitzada.

4. Els nuclis es tenyeixen amb hematoxilina de Weigert (recent preparada) durant
5 minuts.

5. Les lamines es renten amb aigua calenta corrent durant 10 minuts i s’aclareixen
amb aigua desionitzada.

6. Es du a terme la tincié dels citoplasmes amb la solucié Bierbich Scarlet — Acid
fuchsin durant 5 minuts i es segueix amb 3 rentats d’1 minut amb aigua
desionitzada.

7. Es tenyeix el col-lagen incubant amb acid fosfotlunstic/fosfomolibdic durant 3
minuts 4 vegades, i sense assecar les lamines s’incuben amb una solucié de
blau d’anilina durant 10 minuts.

Es fan 3 rentats de 1 minut amb aigua desionitzada.
La diferenciacié es fa incubant en una solucié d’acid acétic glacial 1% (v/v) durant

1 minut.
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10. Es renten les lamines 2 cops amb aigua desionitzada.

11. Es deshidraten les mostres incubant-les amb etanol 90% durant 1 minut, etanol
absolut 1 minut i finalment, en xilé 1 minut.

12. Les lamines es munten amb medi de muntatge DPX (base tolué) afegint una

gota i col-locant el cobreobjectes al damunt.

Finalment, sobre els talls de fetge tenyits amb el per Masson i HE es va valorar de
forma semiquantitativa el grau i tipus d’esteatosi hepatica no alcohdlica (micro- o
macro vesicular), aixi com la preséncia de ballooning hepatocelular, inflamacié i

fibrosi?26,

4.13.2. Immunohistoquimica Ki-67

L’'antigen Ki-67 es detecta per immunohistoquimica i serveix de marcador de
proliferacio cel-lular. Es fa servir el modul de tincié Benchmark Ultra, utilitzant el kit
UltraView Universal DAB 760-500 (Ventana Medical Systems). Es fa us de I'anticos
primari anti-Ki-67 (30-9) monoclonal de conill (5278384001, Ventana Medical) i del
kit de deteccio Universal HRP Multimer (Ventana Medical Systems) que conté un

coctel d’anticossos secundaris.

Es du a terme el recompte de nuclis positius (tenyits de marrd) i nuclis totals,
calculant aixi el percentatge de nuclis en fase de divisi6. Per a cada mostra es prenen
3 seccions de 1 mm? capturades amb I'objectiu 10X i el comptatge s’efectua amb el

programa ImagedJ (National institutes of Health).
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4.14. Construccio del vector ssAAV9-hAAT-GFM1

Per tal d’obtenir la construccio del vector ssAAV9-hAAT-GFM1 (Figura 4.9) es va
partir dels seguients plasmidis (Figura 4.10):

e pMK-RQ-GFM1-Insert (Thermofisher) (4.607 pb) que conté la sequéncia
codificant del gen GFM1 huma (ADNc GFM1, NCBI NM_024996.5).

e pSMD2-hAAT-UGT1A1 (7.703 pb) proporcionat per el Dr. Federico Mingozzi
(Genethon, Franga). Aquest plasmidi conté un casset d’expressié hepatica
conformat per I'enhancer del gen ApoE (apolipoproteina E) i el promotor de la
hAAT (a-1-antitrispsina humana), una regi6 intronica del gen HBB2 (subunitat
beta-2 de 'hemoglobina) i la senyal de poliadenilacié d’aquest gen. Aquestes
sequeéncies estan delimitades per les ITR de 'AAV2.

' ssAAV9-hAAT-GFM1 A

ApoE |[ hAAT | intr6 HBB2 || ADNc GFM1 |/ HBB2 4,7 kb

ITR Flop ITR Flip

Figura 4.9. Esquema del vector ssAAV9-hAAT-GFM1. Genoma viral conformat per el casset
d’expressio hepatica ApoE-hAAT (enhancer de I'ApoE i promotor de I'alfa-1-antitrispsina humana),
una regio intronica i senyal de poliadenilacié de HBB2 (subunitat beta-2 de 'hemoglobina), '’ADN
codificant del gen GFM1 huma, iles ITR de 'AAV2. La capsida elegida és la del serotip de I' AAV9.

Els estocs dels plasmidis de partida es van expandir un cop arribats al laboratori,
transformant cél-lules quimiocompetents E. coli XL10 Gold (apartat 4.14.4). Els clons
transformats es van seleccionar utilitzant la resisténcia a kanamicina (pMK-RQ-

GFM1-Insert) o ampicil-lina (pSMD2-hAAT-UGT1A1) (apartat 4.14.5). Els clons

seleccionats es van créixer i per obtenir els plasmidis per Maxiprep (apartat 4.4.1.5).
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4.14.1. Digestio dels plasmidis amb enzims de restriccio

A continuacid, es van digerir els plasmidis per obtenir els fragments d’interés que
després de lligar-se van donar lloc al plasmidi necessari per produir el vector

terapéutic (Figura 4.10).

yviR flop
v
06‘0:" .
X
% A\
pSMD2-hAAT-UGT1A1 Sall pMK-RQ-GFM1-Insert ‘-n‘l
7703 pb 4607 pb 2
Apall
-
Ay Nhel Xbal -
1 |
Digestié Sall + Nhel Digestié Sall + Xbal + ApalLl
Desfosforilacio del fragment Purificacio de l'insert
iR flop -
o
1,
N\
& |
pSMD2-hAAT + GFM1-Insert "n"
6089 pb 2295 pb |9
\ / &
Lligacio
O dels fragments
Myn T

pd
pSMD2-hAAT-GFM1 8
8384 pb )
’ &

~

Figura 4.10. Obtenci6 del plasmidi pSMD2-hAAT-GFM1.
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4.14.1.1. Digestio de pMK-RQ-GFM1-Insert

Aquest plasmidi es va sotmetre a una triple digestié amb els enzims de restriccié
Sall, Xbal i ApaLl O/N a 37°C (Taula 4.20) de la segient forma:

Les dianes de restriccié de Sall i Xbal delimiten la seqiiencia codificant de GFM1 i
com que el producte d’aquesta doble digestié donaria lloc a dos fragments amb
longituds similars (2.312 pb i 2.295 pb), el fragment més gran no interessava i es va
tallar amb I'enzim ApalLl. El resultat de la digesti6 (3 fragments de 2.295 pb, 1.811
pb i 501 pb) es va separar per electroforesi en un gel d’agarosa al 0,8% (p/v), per tal
de seleccionar l'insert amb GFM1 (2.295 pb) i purificar-lo (apartat 4.14.2).

Taula 4.20. Composicio de la reaccié de digestié de pMK-RQ-GFM1-Insert amb Sall,

Xbal i ApalLl
Reactiu Volum Concentracio final
Tampé CutSmart® 10X 5uL 1X

Sall-HF (20 U/pL)? 2L 0,8 U/uL

Xbal (100 U/uL)? 2 uL 4 U/uL
Apall (50 U/pL)? 1pL 1 U/uL

ADN plasmidic 10 ug 0,2 pg/uL

Aigua Fins a 50 pL

'Concentracié 1X: Acetat de potassi 50 mM; Acetat de magnesi 10 mM; 100 pug/ml BSA; Tris-
Acetat 20 mM [pH 7,9]; 2New England Biolabs

4.14.1.2. Digestié de pSMD2-hAAT-UGT1A1

Es va fer una doble digestié amb els enzims Nhel i Sall O/N a 37°C (Taula 4.21).

Taula 4.21. Composici6 de la reacci6 de digestié6 de pSMD2-hAAT-UGT1A1 amb Nhel i

Sall
Reactiu Volum Concentracio final
Tampé CutSmart® 10X’ 2,5 uL 1X
Nhel-HF (20 U/pL)? 2L 1,3 U/pL
Sall-HF (20 U/uL)? 2 yL 1,3 U/uL
ADN plasmidic 4,5 ug 0,18 pg/uL
Aigua Fins a 25 pL

"Concentracié 1X: Acetat de potassi 50 mM; Acetat de magnesi 10 mM; 100 pg/ml BSA; Tris-
Acetat 20 mM [pH 7,9]; 2New England Biolabs

Les dianes dels enzims de restriccié flanquegen la seqiéncia de UGT1A1, que no

interessava i és la que es va substituir per TADNc de GFM1. El resultat va donar lloc
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a dos fragments d’ADN, de 1.614 pb i 6.089 pb i la comprovacié es va fer corrent una
mostra del producte de la digestid en un gel d’agarosa al 0,8% (p/v). En aquest cas,
el fragment d’interés presentava una mida molt gran (6.089 pb) i aix6 va complicar
la seua purificacio a partir del gel d’agarosa. Llavors, es va desfosforilar directament
el producte de la digestid (apartat 4.14.3.1) just abans de la reaccié de lligacio
(apartat 4.14.3.2).

4.14.2. Purificacio d'un fragment d’ADN a partir del gel d’agarosa

El plasmidi pMK-RQ-GFM1-Insert digerit amb Sall, Xbal i ApalLl es va carregar en
un gel d’'agarosa a 0,8% (p/v) i separar per electroforesi a un voltatge constant de
80V (apartat 4.4.5). Un cop comprovat que els diferents fragments s’havien separat
adequadament, es va tallar la banda del fragment que contenia ’'ADNc de GFM1
(2.295 pb) amb un bisturi. La purificacié del fragment d’ADN del gel d’agarosa es va
realitzar amb el kit comercial Q/Aquick Gel Extraction Kit (28704, QIAGEN) seguint

el protocol proporcionat pel propi kit.

4.14.3. Desfosforilacid i lligacio de fragments d’ADN

Es va fer servir el kit comercial Rapid DNA Dephos & Ligation Kit (4898117001,

SigmaAldrich) per dur a terme les dues reaccions de forma consecutiva.

4.14.3.1. Desfosforilacio

Un cop digerit el vector pPSMD2-hAAT-UGT1A1 on es volia clonar l'insert, es van
desfosforilar els extrems dels fragments d’ADN resultants per evitar la lligacié sobre

si mateixos (concatenacio). La composicio de la reaccié es detalla a la Taula 4.22.

Taula 4.22. Composicié de la reaccié de desforforilacio

Reactiu Volum Concentraci6 final
Vector digerit (180 ng/uL) 4 yL 36 ng/pL
rApid Alkaline Phosphatase Buffer 10X’ 2 uL 1X
rApid Alkaline Phosphatase? 1L 1U
Aigua 13 pL

10,5M Tris-HCI, 1 mM EDTA [pH 8,5, 21U/uL (Roche).
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Una vegada barrejats tots els elements, la reaccié va tenir lloc a 37°C durant 30
minuts. Seguidament es va inactivar la fosfatasa per incubacié a 75°C durant 2

minuts i es va continuar amb la lligacio.

4.14.3.2. Lligacio

Es va partir del vector digerit i desfosforilat, i del fragment de amb 'ADNc de GFM1
purificat que interessava clonar al vector (insert). La barreja de la reaccié es va

preparar tal i que com indica la Taula 4.23.

Taula 4.23. Composicio de la reaccio de lligacio

Reactiu Volum Concentracio final
Vector digerit i desfosforilat (36 ng/uL) 1,4 uL 5 ng/pL
Insert purificat (26,8 ng/pL) 5,6 uL 15 ng/pL
DNA Dilution Buffer 5X 2 uL 1X
Aigua Fins a 10 pL -
T4 DNA Ligation Buffer 2X 10 uL 1X
T4 DNA Ligase' 1L 0,25 U/uL

5 U/uL (Roche)

Per facilitar la lligacio la barreja es va incubar O/N a T/A. El producte de la lligacié es

va guardar a -20°C fins la seua utilitzacio.

4.14.4. Produccio i transformacio de cél-lules quimiocompetents

Els bacteris quimiocompetents es van preparar a partir de la soca E. coli XL10 Gold
Ultracompetent Cells (200314, Agilent) seguint els seglients passos:

1. Es creixen 50 mL de la soca comercial en medi LB liquid fins arribar a una
densitat optica (ODsoo) equivalent a ~108 cel-lules/mL.
El cultiu bacteria es transfereix a un tub estéril i s'incuba 10 minuts en gel.
Es centrifuga a 2.700 x g durant 10 minuts a 4°C. S’elimina el sobrenedant per
decantacio i es resuspén el precipitat en 10 mL de CaCl2 0,1 M estéril i fred.

4. Es centrifuga a 2.700 x g durant 10 minuts a 4°C. S’elimina completament el
sobrenedant i es resuspén el precipitat en 2 mL de 0,1 M CaCl:.
S’afegeixen 500 uL de glicerol 50%, quedant una solucié de glicerol 10%.

Es fan aliquotes i es guarden a -80°C.
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Un cop produits els bacteris quimiocompetents es va dur a terme la seua
transformacié amb els plasmidis d’interés: els utilitzats com a material de partida
(PMK-RQ-GFM1-Inserti pPSMD2-hAAT-UGT1A1) o el resultant de la lligaci6 (pSMD2-
hAAT-GFM1). Els passos a seguir son:

1. Es descongelen els bacteris quimiocompetents en gel (aliquotes de 100 L) i
s’afegeixen 10 ng de 'ADN que es vol transformar. En el cas de lligacions, es
transformen 10 pL de la mescla de reaccié.

S’agita suaument i incuba 30 minuts en gel.

Les cel-lules s’exposen a un xoc térmic a 42°C durant 30 segons.

S’incuba de nou en gel durant 2 minuts.

o e

S’afegeixen 250 pyL de medi LB sense antibiotic i s’incuba a 37°C durant una

hora en agitacié a 180 rpm.

6. Es sembra tot el volum en una placa de LB-Agar suplementat amb I'antibiotic
pertinent en cada cas a una concentracié de 100 pg/mL.

7. S’incuba la placa O/N a 37°C.

4.14.5. Cultiu de bacteris

Per expandir les colonies de bacteris, de forma general aquestes es cultiven en medi
LB liquid (Luria Broth Base, 12795-027 Invitrogen) suplementat amb I'antibidtic de
seleccio pertinent a una concentracio final de 100 ug/mL. El creixement es du a terme
a 37°C i 180 rpm en recipients estérils amb la capacitat suficient com per assegurar
que el cultiu s’oxigeni correctament. Els clons es seleccionen en plaques de LB-agar
(Bacto™ Agar, 214010 Becton Dickinson) a una concentracié del 2% (p/v),
suplementat amb el mateix antibiotic a una concentracié de 100 pg/mL, O/N a 37°C.
Amb l'ajuda d’una nansa de Kolle es recullen diferents colonies crescudes, es
sembren individualment en LB liquid i s’expandeixen per extreure ADN plasmidic per
Miniprep (apartat 4.4.1.4) i comprovar per digestions enzimatiques la preséncia del

plasmidi d’interés (apartat 4.14.6).

Els clons seleccionats que contenen el plasmidi d’interés es congelen en 1 mL de

glicerol al 15% en LB (v/v) i es guarden a -80°C.
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4.14.6. Comprovacio del clonatge per digestions enzimatiques

Es van realitzar digestions amb enzims de restriccid per comprovar si el clonatge
s’havia efectuat correctament i s’havien aconseguit colonies transformades amb
pSMD2-hAAT-GFM1. Es va utilitzar la plataforma Benchling??” per dissenyar
digestions que oferiren patrons de bandes especifics per al plasmidi d’interés (Taula
4.24).

Taula 4.24. Digestions per comprovar la preséncia de pSMD2-hAAT-GFM1

Reaccioé Enzim Patr6 de bandes (pb) Patré de bandes (pb)
digestio pSMD2-hAAT-GFM1 pSMD2-AAT-UGT1A1
1 Xbal 4.383 ; 4.001 4.001;3.702

2 Sall 8.384 pb 7.703

3 Xbal + Sall 4.001 ;3.095 ; 1.288 4.001;2.414;1.288
4 BamH 7.747 ; 637 7.703

5 BamHI + Nhel 6.880 ; 867 ; 637 5.459 ; 2.244

L’ADN plasmidic provinent de Minipreps (apartat 4.4.1.4) i Maxipreps (apartat
4.4.1.5) es va digerir seguint la composicio detallada a la Taula 4.25. El producte de
les digestions es va correr per electroforesi en gel d’agarosa al 0,8% (p/v) (apartat
4.4.5) comprovant que el patré de bandes fos el corresponent al plasmidi pSMD2-
hAAT-GFM1 (Taula 4.24).

Taula 4.25. Composicio de les digestions per comprovar la preséncia de pSMD2-

hAAT-GFM1
Reaccioé Reactiu Volum Concentracié
digestio final
1 Xbal (100U/uL)? 1L 5 U/uL
2 Sall-HF (20 U/uL)? 1uL 1 U/uL
Xbal (100U/uL)? 1 pL 5 U/pL
3 Sall-HF (20 U/uL)? 1 L 1 U/uL
4 BamHI (20U/pL)? 1 pL 1 U/l
BamHI (20U/uL)? 1 uL 1 U/l
5 Nhel-HF (20 U/uL)? 1L 1 U/uL
Tampo CutSmart® 10X 2uL 1X
ADN plasmidic 130 pg 6,5 pg/uL
Aigua Fins a 20 pL

'Concentracio 1X: KAcO 50 mM; MgAc 10 mM; BSA 100 ug/ml; Tris-acetat 20 mM [pH 7,9]; °New
England Biolabs
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4.14.7. Seqiienciacio

Per a la seqlienciacié de pSMD2-hAAT-GFM1 utilitzada per la produccié del rAAV,
es van dissenyar un conjunt d’encebadors (Taula 4.26) contemplant la zona d’unié

entre ’TADNc de GFM1 i el vector de transferéncia.

Es va dur a terme seqlienciacié automatica basada en el métode de Sanger i els
resultats es van analitzar comparant les seqiiéncies ofertes amb la de referéncia
mitjangant I'eina BLAST. La sequenciacio la va realitzar el grup col-laborador dirigit
per la Dra. Gloria Gonzalez Aseguinolaza (Programa de terapia génica y Regulacion
de la Expresion Génica, Centro de Investigacion Médica Aplicada (CIMA),

Universidad de Navarra — Pamplona).

Taula 4.26. Encebadors per seqiienciar pSMD2-AAT-GFM1

Nom Seqiiéncia 5’ 2> 3’ Direccié
ITR_flip_Fw GGA CAG GTA TCC GGT AAG CG Directe
ITR_flip_Rv CGG GTACCC CTC TCACAC TA Revers
secApoE_Fw GCA AGC AGC AAACAG CAAACAC Directe
sechAATF1_Fw TTT CGG TAA GTG CAG TGG AAG C Directe
Secintro_Fw AGT CCA AGC TAGGCCCTTTTG C Directe
GFM1_1st_Fw CAG TGC CAG ACC ATG ACT GT Directe
GFM1_2nd_Fw TAT GCC GGA GAC ATC TGT GC Directe
GFM1_3rd_Fw ACT GGG CAA GAT GGA GTT GA Directe
ITR_flop_Fw CCA CCT TTC CCC TGA AGT GT Directe
ITR_flop_Rv AGG AAC GGT ACG CCAGAATC Revers

4.14.8. Produccio, purificacio i titulacio dels rAAV

El grup dirigit per la Dra. Gloria Gonzalez Aseguinolaza va dur a terme la produccio,
purificaci6 i titulacié del vector ssAAV9-hAAT-GFM1 seguint el protocol general??®

que es descriu a continuacio:

Els rAAV9 es produeixen en cél-lules HEK-293T co-trasfectades amb els plasmidis
pSMD2-hAAT-GFM1 (amb la construccio préviament descrita flanquejada per ITR) i
pDP9.ape (Plasmid Factory, Bielefeld, Alemania) que conté els gens adenovirals
necessaris per la produccio dels rAAV, gens AAV2 rep i gens AAV9 cap. El

sobrenedant i les cél-lules es recullen 72 hores post-transfeccio.
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El sobrenedant es tracta amb una solucié de polietilenglicol (PEG8000, 8% v/v)
durant 48-72h a 4°C. Es centrifuga a 3.000 rpm durant 15 minuts. El precipitat es
resuspén en tampé de lisi (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150 mM, MgClz2 2 mM, Triton X-
100 0,1% (v/v)) i es conserva a -80°C.

Les cél-lules que contenen rAAV, es tracten amb tamp¢ de lisi i es congelen a -80°C.
El lisat cel-lular es sotmet a tres cicles de congelacio i descongelacio, es tracta amb

DNasa | i RNasa A (Invitrogen™) i es centrifuga a 2.500 rpm durant 10 minuts.

Les particules virals es purifiquen per gradient de iodixanol del 15% al 57%. Les
particules virals efectives s’extreuen de la fraccido al 40% i es concentren en
columnes Amicon Ultra-15 ml (Amicon®; Millipore, Bedford, MA). Posteriorment es
resuspenen en la solucid vehicle (sacarosa 5% en PBS + acid pluronic F68
(concentracio final 0.001%)). Finalment, la titulacié dels rAAV (particules virals/mL)
es determina per gqPCR utilitzant encebadors dissenyats per alinear amb les

sequeéncies ITR.

4.15. Analisis estadistiques

Les analisis estadistiques dels resultats obtinguts es van efectuar amb el programa
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, Inc.). Els tests aplicats apareixen detallats

a cadascun dels peus de figura a I'apartat de resultats (apartat 5).

Com que el nombre de mostres per grup les diferents analisis efectuades al llarg de
la tesi tendeix a ser reduit, es va optar per utilitzar tests estadistics no paramétrics,
que solen ser més restrictius. Quan es comparaven dos grups es va aplicar el test
Mann-Whitney. D’altra banda, per a comparacions multiples (més de dos grups) es
va fer servir el test Kruskal-Wallis i en el cas de que aquest fos significatiu es va
aplicar el test de comparacions multiples de Dunn per comparar la mitjana dels rangs
de cada grup. Amb aquest ultim test de correccid, depenent del que s’estava
analitzant i quins grups es comparaven, es va decidir comparar la mitjana del rang
de cada grup amb la del grup control (p. ex. HET i Kl respecte de WT), o comparar
la mitjana del rang de cada grup amb els de la resta de grups (p. ex. WT, KI/KO Vi
KI/KO AAV entre ells).
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5.1. Model de ratoli homozigot knock-in Gfm1Ré71c/Ré71¢

5.1.1. Generacio del ratoli Gfm1Ré71c/Ré71C

La mutacié p.R671C a la sequiencia ’EFG1 és la que fins el moment s’ha identificat
amb més freqliiéncia en pacients amb COXPD1, associant-se a una major esperancga
de vida. Es va comprovar que larginina R671 esta conservada en proteines
homologues d’'EFG1 de multitud d’especies de vertebrats, entre les quals hi ha el
ratoli (Figura 5.1A).
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Figura 5.1. Generacié del ratoli GFm1R671C/R671C_(A) Alineaments multiples de la seqiiéncia de

la proteina EFG1 amb I'aminoacid R671 (en verd) conservat en diferents espécies de vertebrats,

utilitzant el UCSC Genome Browser?? (B) Al-lels WT (Gfm1°) i KI (Gfm1™°"'°). La mutacié antisentit

¢.2011_2013delinsTGC a I'ex6 16 causant del canvi p.R671C a la sequéncia d'EFG1 subratllada
en vermell. La sequencia diana de I'exd 16 esta expandida per mostrar les diferéncies a les

seqliéncies de nucleodtids i aminoacids entre WT (verd) i Kl (vermell). (C) Gel d’electroforesi

representatiu per detectar l'al-lel Gfm1™"¢. El producte d’amplificacié de la PCR Kl (613 pb) es

sotmet una digesti6 amb Ncol, la qual dona lloc a dos fragments (432 i 181 pb) si es presenta la

mutacié ¢.2011_2013delinsTGC. Ratolins WT (Gfm1”"), HET (Gfm1"~"""“") i KI (Gfm1™*"" "'

Tal i com es detalla a I'apartat 4.2, la mutacié antisentit ¢.2011_2013delinsTGC es
va introduir per CRISPR/Cas9 a I'ex6 16 del gen muri, donant lloc a I'al-lel knock-in

de Gfm1 (Gfm1R671C) (Figura 5.1B). Els aparellaments entre ratolins heterozigots
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Gfm1R671C+ (HET) van permetre obtenir ratolins homozigots Gfm1R671C/R671C (K])
(Figura 5.1C), detectant-se la transmissid® mendeliana de I'al-lel mutant (27%
Gfm1**, 50% Gfm1R671C* | 23% Gfm1R671C/R671C) amb distribucidé equitativa de
genotips entre els dos sexes (Taula 5.1, apartat 5.2.1). A més, es va demostrar la
fertilitat dels animals Gfm1R671C/R671C després de veure que la descendéncia

procedent d’aparellaments entre ratolins amb aquest genotip era viable.

5.1.2. Seguiment de pes i estudi de superviveéncia

Es va fer seguiment del pes corporal dels ratolins fins a les 50 setmanes d’edat,
sense trobar diferéncies entre animals Gfm1R671C/R671C Gfm1R671C+ | Gfm1+* de la

mateixa ventrada, tant en mascles com en femelles (Figura 5.2A).
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Figura 5.2. Seguiment de pes i estudi de supervivéncia del ratoli Gfm7R671C/R671C_ (p)
Seguiment del pes corporal de ratolins mascles i femelles. Les barres representen la mitjana del
pes (+SD). (B) Pesos relatius de teixits mostrats com a percentatge del pes corporal total,
comparant ratolins WT (n=9), HET (n=8) i KI (n=9) de 6 setmanes d’edat. Les barres representen la
mitjana (+SD). (C) Proporcions de supervivéncia, corba Kaplan-Meier (WT, n=94; HET, n=172; KI,
n=63). Les observacions censurades apareixen com a punts a la grafica. Els tests Log-rank (Mantel-

Cox) i Log-rank test for trend van descartar diferéncies estadistiques entre les corbes de

supervivéncia. Ratolins WT (Gfm1”"), HET (Gfm1™°""“") i KI (Gfm1™*"“*°""%),
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A més a més, no es van detectar diferéncies al pes relatiu de diferents teixits (cor,
pulmo, fetge, melsa, ronyd, musculs soli i gastrocnemi i cervell) entre ratolins dels
tres genotips a les 6 setmanes d’edat (Figura 5.2B). Pel que fa a l'estudi de
supervivéncia fins les 100 setmanes d’edat, els ratolins Gfm1R671C/R671C - Gfim 1R671C/+

i Gfm1** van mostrar esperances de vida similars (Figura 5.2C).

5.1.3. Efecte de la mutacio p.R671C sobre els nivells ’EFG1

L’expressié de Gfm1 es va analitzar per gPCR sobre mostres d’ARNm total de fetge,
cervell, cor, rony6 i muscul esquelétic (gastrocnemi) de ratolins joves (6 setmanes
d’edat), sense detectar diferéncies en la quantitat basal dARNm de Gfm17 entre
Gfm1+*, Gfm1R671C/* | Gfm1R671C/R671C en cap dels teixits (Figura 5.3A).
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Figura 5.3. Expressié de Gfm1 als ratolins Gfm1R671C/R671C 3 |es 6 setmanes d’edat. (A)
L’ARNm de Gfm1 es va quantificar per RT-qPCR, normalitzar respecte ’TARNm de Ppia i referir a
una mostra calibradora. (B) Western blots representatius d’EFG1 en extractes mitocondrials de cor,
ronyo, fetge i cervell. La quantitat d’EFG1 es va corregir per la de VDAC1 i referir a una mostra
calibradora carregada a tots els western blots. Els valors, expressats com quantitat relativa (RQ),
representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt és una mostra i les barres representen
la mitjana. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferencies significatives
(p<0,05), es van comparar els grups HET i KI amb el grup control (WT) aplicant el test de
comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05;

*p<0,01). Ratolins WT (Gfm1™"), HET (Gfm1™" %"} i K1 (Gfm1™®"" """,
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D’altra banda, es van analitzar els nivells de proteina EFG1 mitjangant
immunodeteccid per western blot SDS-PAGE sobre extractes mitocondrials de fetge,
cervell, cor i rony6 de ratolins de 6 setmanes d’edat; detectant-se reduccions d’EFG1
d’aproximadament el 85% en mitocondris dels ratolins Gfm1R671C/R671C g|s diferents
teixits (Figura 5.3B). Aquesta caiguda d’EFG1 es va mantenir als extractes
mitocondrials de fetge de ratolins Gfm1R671C/R671C g |es 50 setmanes d’edat (91,5% +
2,6%; mitjana £ SD) (Figura 5.4A).

Addicionalment, es va quantificar EFG1 sobre extractes proteics obtinguts a partir
d’homogenats de fetge i cervell de ratolins de 6 i 50 setmanes d’edat. A les mostres
dels ratolins Gfm1R671C/R671C eg van observar reduccions de la quantitat del factor
d’elongacié equiparables a les detectades en extractes mitocondrials, tant en fetge
com en cervell a les dues edats (Figura 5.3B i Figura5.4B, C). Aquests resultats
suggereixen que la reducci6 d’'EFG1 observada als extractes mitocondrials dels
diferents teixits deu venir donada per una sintesi deficient o inestabilitat de la forma

mutada de la proteina (EFG1R671C),
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Figura 5.4. Nivells ’EFG1 en homogenats totals de fetge i cervell als ratolins
GFfm1R671C/R67TIC pey de figura a la segiient pagina.
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Figura 5.4. Nivells d’EFG1 en homogenats totals de fetge i cervell als ratolins
GFfm1R671C/R671C_(A) Western blot ’'EFG1 en extractes mitocondrials de fetge de ratolins de 50
setmanes d’edat, utilitzant VDAC1 com a control de carrega. (B, C) Nivells d’EFG1 en homogenats
totals de fetge (B) i cervell (C) de ratolins de 6 i 50 setmanes d’edat. Com a control de carrega es
van utilitzar les proteines tenyides amb Ponceau en el cas de fetge i a-tubulina en el cas de cervell.
Les diferents proteines detectades per western blot es van quantificar per densitometria, corregint
la quantitat de proteina EFG1 de cada mostra pel control de carrega corresponent. Els valors,
expressats com quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada
punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la mitjana.

Els asteriscs indiquen significangca estadistica (**p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT
R671C/R671C

(Gfm1™"Y i Kl (Gfm1 ).

Els nivells ’EFG1 en mitocondris de gastrocnemi no es van poder analitzar a causa
del baix rendiment del procés d’obtencié d’extractes mitocondrials a partir d’aquest
teixit. No obstant aix0, els western blots sobre homogenats totals d’aquest muscul
esquelétic també van permetre observar reduccions d’EFG1 (84%) als ratolins Ki

(Figura supl. 1).

5.1.4. Avaluaci6 del perfil COXPD molecular al fetge

El perfil molecular de la COXPD1 es caracteritza principalment per una reduccié
drastica de proteina EFG1 que causa una disfuncioé de la traduccié mitocondrial i, en
consequeéncia, afectaci6 combinada de la cadena de transport d’electrons (CTE) i
sistema OXPHOS. Aquests Ultims trets es van analitzar al model Gfm1R671C/R671C
sobre diferents teixits de ratolins joves (6 setmanes d’edat) i al fetge de ratolins adults

(50 setmanes d’edat).

5.1.4.1. Disfuncio de la traduccido mitocondrial

Tenint en compte la funcié que exerceix EFG1 en el pas d’elongacio de la sintesi
proteica mitocondrial®', es va analitzar la traduccié mitocondrial in organello amb
experiments de marcatge radioactiu de tipus pulse per testar el grau d’afectacié

d’aquest procés en diferents teixits.

Aixi doncs, sobre extractes mitocondrials de fetge de ratolins Gfm1R671C/R671C g va
detectar una reducci6 generalitzada de la taxa de sintesi de novo dels 13 polipéptids
codificats a 'ADNmt, tant a les 6 setmanes d’edat (39,1% + 31,5%; mitjana + SD,
percentatge respecte dels WT) com a les 50 setmanes d’edat (32,7% + 19,8%),
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comparant amb el grup WT (Figura 5.5). Resultat que devia venir donat per la
deplecié de proteina EFG1 als mitocondris de fetge del model Gfm1R671C/R671C,
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Figura 5.5. Traduccié6 mitocondrial al fetge del model Gfm71RS71C/R671C Traduccid
mitocondrial in organello (fases pulse) sobre extractes mitocondrials de fetge a les 6 setmanes
d'edat (A) i 50 setmanes d'edat (B). Les proteines sintetitzades de novo es marquen
radioactivament i detecten per autoradiografia. Per a cada mostra es quatifica per densitometria el
conjunt de bandes i el valor obtingut es corregeix per la quantitat total de proteina carregada al gel
i tenyida amb blau de Coomassie. S’obtenen valors de traduccié mitocondrial de novo, que
s’expressen com al percentatge de la mitjana dels WT, i les barres representen la mitjana relativa.

Els punts representen valors de ratolins individuals i els asteriscs indiquen significanga estadistica
R671C/R671C

(*p<0,05; **p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI (Gfm1 ).

Contrariament, als experiments de traduccié mitocondrial efectuats sobre extractes
mitocondrials de cervell i rony6 de ratolins Gfm1R671C/R671C joyes (6 setmanes d’edat)
no es va arribar a detectar reduccié de la traduccié mitocondrial de novo?°. Resultat
gue suggereix que 'EFG1R671C residual és capag de mantenir la taxa de sintesi dels
polipéptids mitocondrials en alguns teixits (cervell i ronyd), pero en canvi al fetge és
insuficient i comporta un defecte a la traduccié mitocondrial.

5.1.4.2. Afectacio de la CTE i el sistema OXPHOS al fetge

Per tal d’analitzar I'efecte de la mutacié p.R671C en EFG1 sobre la funcionalitat del

sistema OXPHOS, es van determinar les activitats enzimatiques dels complexos de
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la CTE sobre homogenats de fetge, cervell, ronyd, i muscul esquelétic de ratolins de
6 setmanes d’edat. Aquestes es van normalitzar per I'activitat citrat sintasa (enzim

del cicle de Krebs) que es va utilitzar com a marcador de massa mitocondrial.
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Figura 5.6. Activitats enzimatiques dels complexos de la CTE en fetge de ratolins
GFfm1R671C/R6TIC  Activitat enzimatica dels complexos Cl, ClI, Clll, ClI+lIl i CIV normalitzada
respecte I'activitat citrat sintasa (CS) sobre homogenats de fetge, a les 6 setmanes d’edat (A) i 50
setmanes d’edat (B). Els cercles oberts representen valors de ratolins individuals i les barres fan
referencia a la mitjana dels valors de cada grup. En (A) es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan
es van detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els grups HET i Kl amb el grup
control (WT) aplicant el test de comparacions multiples de Dunn. En (B) es va utilitzar el Mann-

Whitney U-test. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05). Ratolins WT (Gfm1+/+),
R671C/+ R671C/R671C

HET (Gfm1 )i KI (Gfm1 ).

Als homogenats de fetge de ratolins Gfm1R677C/R671C joves es va detectar una
reduccid del 40% de l'activitat enzimatica del CIV en comparacié amb l'activitat de

les mostres WT (Figura 5.6A). En canvi, a les 50 setmanes d’edat, aquesta reduccio
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de l'activitat del CIV va deixar de ser significativa (Figura 5.6B). Les activitats
enzimatiques de la resta de complexos de la CTE i de la CS no van experimentar
cap alteraci¢ significativa als homogenats de fetge de ratolins Kl en cap de les dues
edats en comparacié amb els animals WT.

Les determinacions de les activitats enzimatiques dels complexos de la CTE i
lactivitat CS analitzades sobre homogenats de cervell, ronyé i gastrocnemi de
ratolins Gfm1R671C/R671C de 6 setmanes d’edat no van mostrar cap alteracio
significativa?®?. Resultat que va concordar amb la manca d’afectacio de la traduccio

mitocondrial al cervell i rony6 dels ratolins Kl joves.

D’altra banda, es van quantificar per western blot els nivells de COXII (codificada a
'ADNmt) i COXIV (codificada a ’'ADNnN) sobre extractes mitocondrials de fetge. Es
van detectar reduccions significatives d’aquestes dues subunitats del CIV en ratolins
Gfm1R671C/R671C de 6 setmanes d’edat (COXII (60% £ 16,5%; mitjana + SD), COXIV
(52% * 14,4%)) (Figura 5.7A).
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Figura 5.7. Nivells de subunitats del CIV en mitocondris de fetge de ratolins
GFfm1R671C/R6T1C \\estern blots representatius de COXIl i COXIV en extractes mitocondrials de
fetge de ratolins de 6 setmanes (A) i 50 setmanes d’edat (B). Les quantificacions per densitometria
de les dues proteines es van corregir per SDHA, utilitzada com a control de massa mitocondrial. Els
valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT.
Cada punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la

mitjana. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (**p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins
R671C/R671C

WT (Gfm1™") i KI (Gfm1 ).
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Tal i com s’havia observat amb les determinacions de les activitats de CTE, a les 50
setmanes d’edat van deixar d’observar-se reduccions significatives de COXII i

COXIV en mitocondris de fetge dels ratolins Gfm1R671C/R671C (Figura 5.7B).

Per ultim, es va analitzar la quantitat basal complexos OXPHOS acoblats mitjangant
western blot BN-PAGE dut a terme sobre extractes mitocondrials de fetge. A les 6
setmanes d’edat les mostres dels ratolins Gfm1R671C/R671C yan mostrar una reduccio
significativa del CIV acoblat (32,4% + 17,22%; mitjana £ SD, referit al la mitjana dels
WT) (Figura 5.8A) d’acord amb la disminucié de l'activitat enzimatica d’aquest
complex préviament detectada, i de manera coherent amb la reduccié de les
subunitats COXIl i COXIV. Contrariament, la quantitat de CIV acoblat en mitocondris
de fetge dels ratolins Kl va deixar d’estar significativament reduida a les 50 setmanes
d’edat (Figura 5.8B). Aquest ultim resultat concordava amb la normalitzacié de

I'activitat del CIV en homogenats de fetge dels ratolins adults.

Per tant, es va confirmar que als mitocondris de fetge dels ratolins Kl joves el defecte
de la traduccié mitocondrial donava lloc a una disminucié del CIV acoblat, explicant
la reducci6 de la seua activitat enzimatica, fenotip molecular que desapareixia amb
'edat.

L’estat de la resta de complexos (Cl, CII, Clll i CV) als mitocondris de fetge dels
ratolins Kl, es va mantenir equiparable al dels ratolins WT a les dues edats
estudiades (Figura 5.8). Llavors es va fer visible que malgrat reduir-se de forma
generalitzada la taxa de sintesi dels 13 polipéptids mitocondrials, la susceptibilitat
dels complexos OXPHOS davant aquesta situacié era diferent: Cl, Clll i CV (que
consten de subunitats codificades a '’ADNmt) no manifestaven cap alteracié

detectable, a diferéncia del CIV.
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Figura 5.8. Complexos OXPHOS en mitocondris de fetges de ratolins Gfm71R671C/R671C,
Quantificacio dels complexos OXPHOS acoblats en extractes mitocondrials de fetge de ratolins de
6 setmanes (A) i 50 setmanes d'edat (B). L’'analisi es va efectuar per western BN-PAGE amb
anticossos especifics contra el CI (NDUFA9), Cll (SDHA), CIlIl, (UQCRC2), CIV (COXIV) i CV
(ATP5A). La quantitat relativa (RQ) es va obtenir per densitometria de la banda de complex,
normalitzada per la quantitat de Cll i referida a una mostra calibradora carregada a tots els western
blots. Els punts representen valors de ratolins individuals, s’expressen com al percentatge de la
mitjana dels WT, i les barres representen mitjana dels valors per a cada grup. Els asteriscs indiquen

significanga estadistica (*p<0,05; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i Kl
R671C/R671C

(Gfm1 ).

5.1.5. Interaccido d’EFG1R¢" amb les subunitats del mitoribosoma

Per dur a terme la seua funcié en la traduccié mitocondrial, el factor d’elongacié
EFG1 necessita interaccionar amb el mitoribosoma. Amb I'objectiu d’analitzar si la
mutacié p.R671C podria alterar la unié d’EFG1 al mitoribosoma acoblat (55S) i a les
subunitats petita (SSU — 28S) i gran (LSU — 39S) lliures, es van dur a terme
experiments de separacio en gradients de sacarosa. Tal i com es detalla a I'apartat
4.8, es van aillar i subfraccionar extractes mitocondrials de fetge per centrifugacio a
través d'un gradient de densitat lineal de sacarosa 10%-30%, analitzant
posteriorment el perfil de co-migracié d’EFG1 amb proteines de la SSU (MRPS9 i
MRPS35) i de la LSU (MRPL13) i comparant el resultat de mostres de ratolins
Gfm1** | Gfm1R671C/RSTIC (Figura 5.9A,B).
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La distribucié entre les fraccions del gradient dels marcadors de les subunitats gran
(MRPL13, 21 kDa) i petita (MRPS9, 34 kDa i MRPS35, 37 kDa) del mitoribosoma
ens va permetre localitzar la subunitat petita lliure (28S) a les fraccions 5 i 6, la
subunitat gran lliure (39S) a la fraccid 7, i el ribosoma sencer acoblat (55S) a les
fraccions 8, 9i 10 (Figura 5.9A).

L’anticos que es va utilitzar contra MRPS9 va donar lloc a bandes de pesos
moleculars superiors a I'esperat, a més de la seva banda especifica de 34 kDa
(Figura 5.9, input al panell A, i panell C), que es van localitzar majoritariament en
fraccions de baixa densitat (fraccions 1-5). Ignorem la identitat d’aquestes bandes
d’alt pes molecular, tot i que podria tractar-se de la propia proteina associada a altres

péptids o formes no completes de la subunitat petita del mitoribosoma.

L’analisi de la distribucié6 d’EFG1 entre les diferents fraccions va mostrar que, als
mitocondris d’ambdds ratolins, la major part del factor d’elongacié (amb i sense la
mutacioé p.R671C) sedimentava en les fraccions 2, 3 i 4 (69% per a Gim1** i 79%
per a Gfim1R671C/R671C) - Aquestes son fraccions de baixa densitat on no s’ubica cap
subunitat del mitoribosoma, de manera que interpretem que es tracta majoritariament
d’EFG1 lliure.

La forma EFG1 no mutada va co-sedimentar per igual amb les subunitats 28S (7%
a les fraccions 5-6) i 39S (7% a la fraccio 7), amb un percentatge superior associat
al mitoribosoma sencer (13% a les fraccions 8-11). En canvi, la proteina mutada
(EFG1Re71C) es va trobar en un percentatge superior associada a la subunitat petita
(10% a les fraccions 5-6, vs 7% de la forma no mutada), i inferior associada a la
subunitat gran (1% a la fraccidé 7, vs 7% de la forma no mutada) i al mitoribosoma

sencer (8% a les fraccions 8-11, vs 13% de la forma no mutada) (Figura 5.9B).
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Per tant, tot i la drastica reduccio del contingut de proteina EFG1R671C en els ratolins
Gfm1R671C/R671C gn comparacié amb la forma no mutada en els ratolins Gfm7+*, la
forma predominant en els dos casos és la lliure, amb percentatges similars. No
obstant aixo, el fet que la mutacié afecti la distribucié ’EFG1 que cosedimenta amb
el mitoribosoma sencer o a les seves subunitats podria suggerir que el canvi
p.R671C afebleix la interaccié de la proteina amb el mitoribosoma, tot i que no la

impedeix.

D’altra banda, les analisis per western blot de les mitoriboproteines en extractes
mitocondrials de fetge de ratolins de 6 setmanes d’edat van detectar un augment
significatiu de MRPS9 (banda de 34 kDa) als ratolins Gfm1R671C/R671C (169% + 30%,
mitjana + SD, referit a la mitjana dels WT), observant-se una tendéncia similar amb
MRPL13 que no va arribar a assolir significanca estadistica per la dispersié dels
valors de les mostres (Figura 5.9C). Aquesta situacio, causada per sobre-expressio
i/o estabilitzacié de les mitoriboproteines, podria ser conseqtiéncia d’'un mecanisme

molecular de resposta davant la deplecié i possible disfuncio d’EFG1R671C,

5.1.6. Avaluacio de la condicio fisica i fenotip hepatic
5.1.6.1. Tests d’exercici fisic

Al quadre clinic dels pacients amb COXPD1, entre les multiples afectacions que
s’han descrit que pateixen, hi destaca l'afectaci® muscular greu associada a

I'encefalopatia.

Es per aixd que, tot i que a simple vista el model de ratoli Gfm1R671C/R671C pg
manifestava cap alteracié fenotipica relacionada, es va avaluar la forga muscular i
resisténcia a I'exercici fisic en ratolins de 4-6 setmanes d’edat i 30 setmanes d’edat
(Figura 5.10).

Cap dels tres tests aplicats (weight-lift, hanging wire i treadmill) va permetre detectar
cap efecte de la mutacié p.R671C sobre les capacitats fisiques dels ratolins, un cop
comparats els ratolins Gfm1**, Gfm1R671C/+ | Gfm1R671C/R671C joves i adults dels dos

Sexes.
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Figura 5.10. Tests d’exercici fisic sobre ratolins Gfm1R671C/R671C_| 4 resisténcia fisica i forca
muscular es van avaluar en ratolins de 4-6 setmanes d’edat (A) i 30 setmanes d’edat (B), separant
els animals per sexes. La puntuacioé del weight-lift representa la suma de temps (segons) que cada
ratoli pot aixecar els diferents pesos (maxim de 5 s per pes). Al test hanging wire s’anota el temps
que els animals es mantenen agafats del filferro penjat a 30 cm d’algada fins caure. El treball exercit
al treadmill es calcula com el producte entre la massa del ratoli, la forga gravitatoria i la distancia

correguda. Els punts representen valors de ratolins individuals i les linies horitzontals representen
R671C/+ R671C/R671C.

mitjana dels valors. Ratolins WT (Gfm1+/+), HET (Gfm1 )i Kl (Gfm1 ).
5.1.6.2. Estudi de l'afectacio hepatica

La insuficiéncia hepatica s’ha reportat en diversos pacients amb COXPD1, coincidint
amb els casos més greus i desencadenant la mort prematura. Com que l'activitat
ALT representa un marcador bioquimic util per detectar dany hepatocel-lular, es van
monitoritzar el seus nivells al plasma dels ratolins des del seu deslletament (3
setmanes d’edat) i fins les 40 setmanes d’edat. Les analisis efectuades van revelar

un increment moderat de Il'activitat ALT en alguns mascles a partir de les 24
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setmanes d’edat; arribant a superar-se el 95% de l'interval de confianga per a valors
del fons genétic C57BL6/Ntac?®’. Aquesta tendéncia, malgrat ser més clara al grup
de mascles Gfm1R671C/R671C no va resultar significativa a nivell estadistic. A les
femelles, en cap dels tres genotips es va detectar aquest increment de I'activitat ALT
amb l'edat (Figura 5.11A).
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Figura 5.11. Avaluacio de I’afectacié hepatica als ratolins GFm1R671C/R671C_(A) Monitoratge
de l'activitat ALT en plasma de ratolins des del deslletament fins les 40 setmanes d’edat. Les linies
discontinues indiquen el 95% de linterval de confianga per a valors del fons genétic muri
C57BL6/Ntac??!. Els punts fan referéncia a valors de ratolins individuals i les linies segueixen la
mitjana dels valors. Es distingeix entre ambdos sexes i genotips. (B) Captures representatives de
tincions hematoxilina-eosina sobre talls de 4 ym de fetges parafinats provinents de ratolins de 50

setmanes d’edat. S’aprecia estatdsi micro- i macrovesicular més pronunciada als mascles WT i K.
R671C/+. R671C/R671C.

Ratolins WT (Gfm1”"), HET (Gfm1 )i Kl (Gfm1 ).

D’altra banda, es van dur a terme tincions hematoxilina-eosina (HE) sobre talls de
fetge parafinats de ratolins de 50 setmanes d’edat. Es va observar un dany hepatic
més acusat als mascles que a les femelles. Les valoracions histologiques posteriors
sobre els talls de fetge de mascles van revelar esteatosi hepatocel-lular de grau 2 i
3 (amb micro- i macrovesicules lipidiques), ballooning de grau 1 i 2, i inflamacié
lobular tant en ratolins Gfm1** com Gfm1R671C/R671C (Figura 5.11B).
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Aquests trets van confirmar la preséncia d'un perfil d’esteatohepatitis no alcohdlica
(suma de les puntuacions = 5) o un perfil d’esteatosi proxim a aquesta condicié (suma
de les puntuacions de 3-4)2?, fet que concorda amb lincrement d’activitats ALT

observat préviament.

Com que I'avang cap a un perfil d’esteatosi hepatica es va produir independentment
del genotip dels ratolins, aquest tret no es va poder associar al defecte molecular del

CIV causat per la traduccié mitocondrial disfuncional dels ratolins Gfm1R671C/R671C,

5.1.7. Cerca de mecanismes moleculars de resposta

Com a possibles mecanismes moleculars de resposta que poguessin estar
compensant el déficit ’EFG1 en els ratolins es van explorar I'expressié d’altres
factors implicats a la traduccié mitocondrial, el niumero de copies ’ADNmt i els nivells
d’expressid d’ARN codificats a TADNmt (ARNmt).

5.1.7.1. Expressi6 de factors implicats a la traduccié mitocondrial

Es va analitzar per immunodeteccio per western blot els nivells de les proteines
implicades a la traduccié mitocondrial EFTs i EFTu (factors d’elongacio) i EFG2
(factor de reciclatge del mitoribosoma). Les analisis efectuades sobre extractes
mitocondrials de fetge a les 6 i 50 setmanes d’edat, i cervell de ratolins de 6 setmanes
d’edat no van revelar cap alteracié significativa en els ratolins Gfm1R671C/R671C (Figura
5.12).

Tanmateix, les mateixes analisis efectuades sobre mitocondris de cor i ronyd de
ratolins joves tampoc van mostrar alteracio dels nivells dels factors de traduccié en
el grup KI2%0, Préviament, i seguint la mateixa linia, ja s’havien descartat per RT-
gPCR alteracions en I'expressio a nivell ARNm d’EFTu, EFTs i EFG2 en fetge,

cervell, cor, ronyé i gastrocnemi de ratolins Gfm1R671C/R671C de 6 setmanes d’edat?%.
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Figura 5.12. Expressi6 de factors de traduccié mitocondrial en fetge i cervell de ratolins
GFfm1R671C/R671C \\estern blots representatius dels factors d’elongacié EFTu i EFTs, i el factor de
terminacié EFG2 en extractes mitocondrials de fetge a les 6 setmanes d’edat (A), cervell a les 6
setmanes d’edat (B) i fetge a les 50 setmanes d’edat (C). Les quantificacions per densitometria
d’aquestes proteines es van corregir per els nivells de SDHA o VDAC1 (utilitzades com a proteines
control de massa mitocondrial). Els valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen el

percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es correspon amb una mostra provinent d'un ratoli

diferent i les barres representen la mitjana de cada grup. Ratolins WT (Gfm1+/+), HET (Gfm1R677C/+)

R671C/R671C

i KI (Gfm1 ).
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5.1.7.2. Numero de copies dADNmt

L’analisi per gPCR del numero de copies dADNmt es va efectuar sobre mostres
d’ADN total de fetge i cervell de ratolins de 6 setmanes d’edat, detectant el nimero
de copies del gen mt-Rnr2 (que codifica a ’ARNr 16S) i normalitzant el valor obtingut
per la quantitat dADNn (nimero de copies d’Ang7). No van arribar a detectar-se
diferéncies significatives entre el numero de copies d’ADNmt dels ratolins
Gfm1R671C/RE71C | Gfm1** en cap dels dos teixits, malgrat que en fetge es va apreciar

una tendéncia a estar lleugerament incrementats al model Kl (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Namero de copies d’ADNmt en fetge i cervell de ratolins Gfm1R671C/R671C_E|
numero de copies d’ADNmt es va determinar per gPCR en extractes d’ADN total de fetge (A) i
cervell (B) provinents de ratolins de 6 setmanes d’edat. Es van utilitzar sondes Tagman especifiques

per detectar el numero de copies del gen mitocondrial 76S i el gen nuclear Ang1, i obtenir el ratio

equivalent a ADNmt/ADNn. Cada punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i
les linies horitzontals representen la mitjana. Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI (Gfm1R67jc/R671C).

5.1.7.3. Nivells d’ARN mitocondrials

La sobreexpressio i/o estabilitzacié dels ARN mitocondrials (ARNmt) podria ser un
mecanisme resposta versemblant davant d’alteracions a la traduccié mitocondrial.
Com que la transcripcié mitocondrial tan sols produeix dos transcrits policistronics i
la majoria dels ARNmt es transcriuen a partir de la cadena pesada, es van analitzar
els estats basals d’ARN dels gens mitocondrials mt-Rnr2 i mt-Nd4 (que codifiquen
respectivament per a '’ARNr 16S i ND4) en fetge i cervell de ratolins de 6 setmanes
d’edat. Els dos ARN mitocondrials van mostrar una tendéncia a estar incrementats
als dos teixits estudiats dels ratolins Gfm1R671C/R671C (Figura 5.14), assolint-se
significanca estadistica en el cas de 'ARNr 16S al cervell (151% + 21%, mitjana

SD, referit a la mitjana dels WT).
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Figura 5.14. Nivells d’ARN mitocondrials en fetge i cervell de ratolins Gfm1R671C/R671C_E|g

nivells basals d’ARN dels gens mt-Nd4 (Nd4) i mt-Rnr2 (16S) es van quantificar per RT-gPCR i

normalitzar respecte els de ’'ARNm de Ppia. Les determinacions es van dur a terme sobre mostres

d’ARN total de fetge (A) i cervell (B) de ratolins de 6 setmanes d’edat. Cada punt es correspon amb

una mostra provinent d’un ratoli diferent i les linies horitzontals representen la mitjana. Els asteriscs

indiquen  significanca estadistica (*p<0,05; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1”") i KI
R671C/R671C.

(Gfm1 ).

177



| Resultats

5.2. Model de ratoli heterozigot compost Gfm1Rré7:¢/-

5.2.1. Generaci6 del ratoli Gfm1Ré71/-

Amb la intencié d’obtenir un model de ratoli amb un fenotip més proper al dels
pacients amb COXPD1, es va generar per CRISPR/Cas9 un al-lel knock-out
constitutiu de Gfm1 (KO, Gfm1-). Tal i com es detalla a 'apartat 4.2, es van eliminar
els exons 2 i 3 de Gfm1, donant lloc a I'aparicié d’'un codé STOP prematur a I'ex6 4
que prediu la sintesi d’'una forma aberrant ’'EFG1 posteriorment degradada (Figura
5.15).
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Figura 5.15. Generaci6 de I'al-lel knock-out de Gfm1. (A) Esquema dels al-lels WT (Gfm1*) i
KO (GfmT-). La delecié dels exons 2 i 3 mitjangant CRISPR/Cas9 genera una alteracié en la pauta
de lectura que dona lloc a un codo stop prematur a I'exé 4. Els exons després del codd stop estan
ressaltats en vermell. (B) Gel d’electroforesi representatiu per detectar I'al-lel Gfm1-. El producte
d’amplificacio de la PCR KO genera un fragment de 318 pb (al-lel Gfm1-) o un fragment de 548 pb
(allels Gfm1* i Gfim1R671C). Ratolins WT (Gfm1**) i KI/KO (Gfm1R671C-),

Cap dels aparellaments entre ratolins heterozigots KO (Gfm1+") va permetre
identificar el genotip Gfm1+ en ratolins nounats (Gfm1**: 38,2% i Gfm1*-: 61,8%).
Addicionalment, un estudi en paral-lel dut a terme en el propi grup va descartar la
preséncia d’embrions Gfm1--de 10,51 13,5 dies de gestacio, i la valoracié anatomica
de I'iter de les femelles gestants va detectar amb frequiéncia llocs d'implantaci6 buits
als dies 10,5 i 13,5 post-coit. La distribucié dels genotips Gfm1+* (33,3%) i Gfm1*"
(66,7%) en aquests estadis va confirmar la letalitat embrionaria a consequéncia de
la pérdua completa de proteina EFG1 (Taula 5. 1), demostrant que la funcié del factor
d’elongacio és essencial en la traduccié mitocondrial i la seua abséncia completa és

incompatible amb el desenvolupament embrionari en ratolins.
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Taula 5.1. Freqiiéncia de genotips als aparellaments de ratolins

KI/WT KO/WT KIWT & KOMWT & KI/KO
Aparellament X X x x X
KI/WT KO/WT KO/WT 9 KI/WT 9 KI/KO
N° de cries (n) 291 68 82 78 64
WT (n; %) 79;27,1% 26; 38,2% 23; 28,0% 20; 25,6% n.a.
KO/WT (n; %) n.a. 42;61,8% 15; 18,3% 19; 24,4% n.a.
KO (n; %) n.a. 0; 0,0% n.a. n.a. 0; 0,0%
KI/WT (n; %) 144;49,5% n.a. 21; 25,6% 16; 20,5% n.a.
KI/KO (n; %) n.a. n.a. 23; 28,0% 23; 29,5% 38; 59,4%
Kl (n; %) 68; 23,4% n.a. n.a. n.a. 26; 40,6%
N° d'embrions n.i. 36 15 n.i. 22
WT (n; %) n.i. 12; 33,3% 1;6,7% n.i. n.a.
KO/WT (n; %) n.i. 24; 66,7% 5; 33,3% n.i. n.a.
KO (n; %) n.i. 0; 0,0% n.a. n.i. 0; 0,0%
KI/'WT (n; %) n.i. n.a. 6; 40,0% n.i. n.a.
KI/KO (n; %) n.i. n.a. 3; 20,0% n.i. 14; 61,9%
Kl (n; %) n.i. n.a. n.a. n.i. 8; 38,1%

n: numero; n.a.: no aplicable; n.i.: no investigat. Tots els embrions es van estudiar a dia 13,5 post
coit (dpc), excepte per a I'aparellament KO/WT x KO/WT, on 22 embrions es van estudiar a dpc
13,51 14 embrions a dpc 10,5.

Davant d’aquest escenari es va optar per aparellar ratolins Gfm1R671¢* | Gfm1*- per
tal de generar ratolins heterozigots compostos Gfm1R677¢~ (KI/KO), amb una Unica
copia funcional de Gfm1, que al seu torn contingués Ila mutacié
€.2011_2013delinsTGC.

Es va comprovar la segregacié mendeliana de I'al-lel KO, amb distribucié equitativa
entre els dos sexes i independentment de si I'al-lel provenia de gametes masculins
o femenins (Taula 5.1), fet que va demostrar la viabilitat dels ratolins amb genotip
Gfm1R671Cr-,

5.2.2. Analisi de pes i supervivéncia

Es va seguir el pes corporal dels ratolins (a 1, 8, 20 i 35 setmanes d’edat), detectant
una tendéncia dels animals Gfm1R677C/ g presentar un pes inferior en ratolins d’'una
setmana d’edat, que va assolir significanca estadistica en el cas de les femelles (WT:
4 g + 0,56 g, n=9; KI/KO: 3,45 g + 0,42 g, n=7). No obstant aix0, després del
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deslletament els pesos entre ratolins dels dos genotips es van igualar tant en
mascles com en femelles deixant de detectar-se diferéncies (Figura 5.16A, B). A les
8 i 30 setmanes d’edat el pes de fetge i cervell en ratolins Gfm1R677C¢* es va mantenir

normal als dos sexes en comparacié amb els animals Gfm1** (Figura 5.16C,D).
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Figura 5.16. Pes corporal total, de fetge i cervell al model Gfm1R577C/- Control del pes

corporal dels ratolins a 1, 8, 20 i 35 setmanes d’edat en mascles (A) i femelles (B). Pes relatiu de

fetge (C) i cervell (D) expressat com a percentatge del pes corporal total per a cada animal. Les

mesures es van fer sobre teixits de ratolins de 8 i 30 setmanes d’edat, separant per sexes. Cada

punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la mitjana

de cada grup. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05; Mann-Whitney U-test).
R671C/-

Ratolins WT (Gfm1"”) i KIKO (Gfm1 ).

Es va observar que els ratolins Gfm71R677C/ presentaven una supervivéncia
equiparable a la dels ratolins WT almenys fins les 80 setmanes d’edat (Figura 5.17).
A més, els aparellaments entre animals d’aquest genotip va demostrar la fertilitat de

mascles i femelles Gim1R671C~ (Taula 5.1).
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Figura 5.17. Estudi de supervivéncia del ratoli Gfm1R677C~_ Proporcions de supervivéncia,
Curva Kaplan-Meier comparant els ratolins WT (n=294) i KI/KO (n=201). Les observacions
censurades apareixen com a punts a la grafica. Els tests Log-rank (Mantel-Cox) i Log-rank test for

trend van descartar diferéncies estadistiques entre les corbes de supervivéncia. Ratolins WT
R671C/-

(Gfm1”) i KIKO (Gfm1 ).

5.2.3. Quantificacio dels nivells mitocondrials d’EFG1

Les analisis per western blot van revelar una reduccié d’EFG1 més accentuada als
ratolins Gfm1R671C/ de 8 setmanes d’edat, tant en mitocondris de fetge (98,0% *
0,9%; mitjana del percentatge de reduccié dels nivells WT + SD) com de cervell
(98,4% + 0,5%), en comparaci6 amb la reducci6 observada als ratolins
Gfm1R6TIC/R6TIC de |a mateixa edat (fetge: 95,0% * 2,4%; cervell: 94,5% + 1,7%)
(Figura 5.18A,B).

A les 30 setmanes d’edat es va observar que els animals Gfm1R677¢* mantenien la
reducciéo d’EFG1 als mitocondris d’ambdés teixits (fetge: 97,7% £ 0,8%; cervell: 97%
* 0,6%) (Figura supl. 2).

El fet que els ratolins KI/KO presentin un reduccié d’aproximadament el 50% d’EFG1
en comparacié amb els animals Kl recolza la prediccié que la proteina provinent de
I'al-lel knock-out devia ser aberrant i degradar-se rapidament. A més a més, es van
detectar reduccions d’EFG1 similars sobre extractes proteics totals de cor als ratolins
de 8 setmanes d’edat (KI: 91,6 £ 1,7%; KI/KO: 97,5% + 0,5%; reduccions respecte
de WT) (Figura supl. 7A).
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A diferencia dels nivells de proteina EFG1, els nivells basals dARNm de Gfm1
quantificats per RT-qPCR a les 8 setmanes d’edat tan sols es van veure lleugerament
reduits al fetge del model KI/KO (18,5% * 8,5%; % de reducci6 vs WT), mentre que
en mostres de cervell no es van detectar diferéncies entre ratolins WT i KI/KO (Figura
5.18C).
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Figura 5.18. Expressio d’EFG1 en fetge i cervell de ratolins Gfm1R677¢- de 8 setmanes
d’edat. (A) Western blots representatius per detectar EFG1 en mitocondris de fetge i cervell de
ratolins de 8 setmanes d’edat. (B) Quantificacions per densitometria dels nivells ’EFG1. Cada valor
es corregeix per SDHA i normalitza respecte d’'una mostra calibradora carregada a tots els western
blots. Cada punt es correspon amb una mostra provinent d’'un ratoli diferent i els seus valors,
expressats com quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT. Es va
aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferencies significatives (p<0,05), es van
comparar els grups WT, Kl i KI/KO entre ells aplicant el test de comparacions multiples de Dunn.
Els asteriscs indiquen significanca estadistica (*p<0,05; ***p<0,001). (C) Nivells basals d’ARNm de
Gfm1 quantificats per RT-qPCR i normalitzats respecte els nivells dARNm de Ppia. Els valors
s’expressen com a RQ (percentatge de la mitjana dels WT). Cada punt és una mostra provinent

d’un ratoli diferent i les linies horitzontals representen la mitjana. Els asteriscs indiquen significanga

estadistica (**p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1™"), KI (Gfm1™*""“"""°) i KIKO

R671C/-

(Gfm 177,

L’ARNm provinent de I'al-lel Gfim1- manca dels exons 2-3 i presenta un codo stop
prematur a I'exd 4, fent que aquesta variant fos susceptible de ser degradada per el
mecanisme Non-Sense Mediated mRNA Decay (NMD)?32, Com que la sonda

Tagman utilitzada per quantificar TARNm de Gfm1 no permet distingir entre les
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variants provinents dels al-lels WT, Kl i KO (amplifica els exons 8-9 del gen), es van
implementar PCRs convencionals sobre mostres d’ADNc de fetge i cervell de ratolins
KI/KO i WT, podent detectar la variant Gfm1- (Figura 5.19A) i suggerint que almenys

una part d’aquesta no es degrada.

Per tal d’aprofundir en aquest aspecte, es van determinar per RFLP els percentatges
d’ARNm dels al'lels KO i Kl sobre el total ’ARNm de Gfm71 en mostres d’ADNc de
ratolins KI/KO. Al cervell, els percentatges d’ARNm dels dos al'lels es trobaren en
nivells similars (KO: 51,7% £ 1,2%; Kl: 48,3% * 1,2%); mentre que en fetge es van
detectar nivells més baixos de TARNm KO que del Kl (KO: 38,0% * 1,7%; KI: 62,0%
1+ 1,7%) (Figura 5.19B).
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Figura 5.19. Analisi de PFARNm Gfm1- en fetge i cervell. (A) Deteccié de TARNm Gfm1 KO al
fetge i cervell de ratolins KI/KO de 8 setmanes d’edat. Les PCRs permeten distingir els ADNc WT
(PCR WT), KO (PCR KO) i tots dos per separat (PCR WT/KO) després de separar els amplicons
en gels d’agarosa (apartat 4.11.4). (B) Analisi RFLP dels nivells ARNm KO sobre el total de
transcrits de Gfm1 en mostres de fetge i cervell de ratolins KI/KO. El producte PCR Kl + Digesti6é
amb Ncol es va separar per electroforesi en gel d’agarosa i els fragments es van densitometrar i
corregir per la seua mida (pb) (apartat 4.11.4). Com a control es va fer servir una mostra de ratoli
Kl. Els grafics representen la quantitat relativa d’ARNm KO i KI com a percentatge sobre el total
d’ADNc. Cada punt es correspon amb una mostra d’un ratoli diferent i les barres representen la

mitjana dels valors de cada grup. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (**p<0,01; Mann-
R671C/R671C. R671C/-

Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1™"), KI (Gfm1 ) i KI/KO (Gfm1 ).
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Aquest resultat suggereix que en fetge 'ARNm KO podria ser subjecte d'una
degradacio parcial per NMD, mentre que en cervell aquest procés no té lloc;
justificant per que la RT-gPCR no mostra la reducci6 del 50% als nivells d’ARNm de
Gfm1 al fetge i al cervell dels ratolins Gfm1R671C~,

5.2.4. Afectacio de la traduccio mitocondrial

Es va analitzar la taxa de traduccié mitocondrial mitjangant experiments de tipus
pulse sobre extractes mitocondrials de fetge i cervell. Sobre ratolins Gfm1R677¢* de 8
setmanes d’edat es va detectar una reduccié més pronunciada de sintesi de novo
dels polipéptids codificats a TADNmt en fetge (39,6% * 6,3%; mitjana + SD), en
comparacié amb la disfuncidé present al model Gfm1R671C/R671C (65 4% £ 11,3%)
(Figura 5.20A).
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Figura 5.20. Traduccié mitocondrial en fetge i cervell de ratolins Gfm1R677¢~ de 8
setmanes d’edat. Peu de figura a la segient pagina.
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Figura 5.20. Traduccié mitocondrial en fetge i cervell de ratolins Gfm1R671C~ de 8
setmanes d’edat. La traduccid mitocondrial in organello (fases pulse) es va efectuar sobre
extractes mitocondrials de fetge (A) i cervell (B). Les proteines sintetitzades de novo es marquen
radioactivament i es detecten per autoradiografia. Per a cada mostra es densitometra el conjunt de
bandes i el valor obtingut es corregeix per la quantitat total de proteina carregada al gel i tenyida
amb blau de Coomassie. S’obtenen valors de traduccié mitocondrial de novo, que s’expressen com
el percentatge de la mitjana dels WT. Les barres representen la mitjana de la quantitat relativa i els
punts representen els valors de ratolins individuals. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es
van detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els grups WT, Kl i KI/KO entre ells

mitjancant el test de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica
R671C/R671C. R671C/-

(*p<0,01). Ratolins WT (Gfm1™"), KI (Gfm1 )i KI/KO (Gfm1 ).

A més a més, la reducci6 addicional dels nivells ’EFG1 va donar lloc a una baixada
significativa de la taxa de traduccié mitocondrial al cervell dels ratolins Gfm1R677¢+
que no s’havia detectat al model Gfm1R671C/R671C (KI/KO: 42,7% + 9,4%; Kl: 71,4% +
20,3%) (Figura 5.20B).

Aquesta disfuncio de la traduccié mitocondrial es va sostenir almenys fins les 30
setmanes d’edat tant al fetge (56,5% + 10,1%) com al cervell (62,1% + 30,8%) dels

ratolins Gfm1R671C~ (Figura supl. 3).

A part dels experiments de tipus pulse, on s’havia avaluat la taxa de sintesi dels
polipéptids mitocondrials (traduccié mitocondrial de novo), també es va estudiar
I'estabilitat dels nous polipéptids sintetitzats sobre extractes mitocondrials de fetge

amb experiments pulse-chase (Figura 5.21).

Els resultats van mostrar com la vida mitjana de la proteina COI (COXI, subunitat del
CIV) sintetitzada de novo es veia disminuida al model Gfm1R677¢~ (KI/KO: 1,39 h;
WT: 2,16 h). Contrariament, I'estabilitat de les subunitats del Cl i del Clll no es va
veure alterada als mitocondris de fetge del model Gfm1R677¢~ (ND1 (KI/KO: 1,27 h;
WT: 1,35 h), ND2 (KI/KO: 1,22 h; WT: 1,43 h) i Cytb (KI/KO: 0,94 h; WT: 1,11 h))
(Figura 5.21B). Llavors, a part de veure’s disminuida la taxa de traduccié mitocondrial
de forma generalitzada, la reducci6 de la vida mitjana de COXI suggereix que la
fidelitat de traducci6 d’alguns polipéptids mitocondrials podria estar alterada almenys

al fetge dels ratolins KI/KO joves.
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Figura 5.21. Experiments pulse-chase en mitocondris de fetge de ratolins Gfm1R671¢-,
(A) Autoradiografia de les proteines subjectes a les fases pulse i chase separades per SDS-PAGE.
Les bandes més intenses (CO |, Cytb, ND1 i ND2) es van densitometrar i normalitzar per la quantitat
total de proteina tenyida amb Coomassie al gel (control de carrega). (B) Es va fer 'experiment per
duplicat i cada punt representa la mitjana (+SD) de la quantitat relativa referida a la fase pulse (T0)
corresponent. La vida mitjana de cada péptid es va calcular com a In(2)/K utilitzant la regressié no-
lineal de caiguda d’'una fase Y=Y0-exp(-K- t); on Y és la quantitat residual de proteina a un temps
t, expressada com al percentatge de la banda a temps zero, que és YO = 100 (pulse); i K és el
parametre que determina la velocitat de degradacié de cada polipéptid. Ratolins WT (Gfm71**) i
KI/KO (Gfm1R671¢%),

5.2.5. Analisi del fenotip COXPD molecular al fetge i cervell

5.2.5.1. Reducci6 dels nivells de subunitats dels complexos Cl i CIV

Es va dur a terme la immunodeteccié per western blot de subunitats de Cl i CIV. La
reduccio de la quantitat de proteines NDUFA9 (codificada a 'ADNn, del ClI), COXIl i
COXIV (codificades a 'ADNmt i ADNn respectivament, del CIV) va ser més
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pronunciada als ratolins KI/KO que als Kl a les 8 setmanes d’edat. Concretament, en
mitocondris de fetges KI/KO i prenent com a referéncia els valors dels ratolins WT,
els nivells de NDUFA9 van ser 33,5% = 15,7% (mitjana = SD), de COXIl 20,8% *
7,2% i de COXIV 17,7% £ 9,3%. Aquesta reduccio va ser menys marcada al cervell
d’aquest model, on els nivells de NDUFA9 van ser 71,3% % 19,0%, de COXII 49,7%
+ 18,8% i de COXIV 55,3% + 14,5% (Figura 5.22).
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Figura 5.22. Nivells de subunitats dels complexos | i IV en fetge i cervell dels ratolins
Gfm1R671C- de 8 setmanes d’edat. Western blots representatius de subunitats del CIV (COXII i
COXIV) i del CI (NDUFA9) en extractes mitocondrials de fetge (A) i cervell (B). Les quantificacions
per densitometria de les tres proteines es van corregir per SDHA. Els valors, expressats com
quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es correspon
amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la mitjana relativa per a cada
grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferéncies significatives (p<0,05),
es van comparar els grups WT, Kl i KI/KO entre ells aplicant el test de comparacions multiples de
Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Ratolins WT

(Gfm1™"), KI (Gfm 1™ i Kilko (Gfm1™" .

A més a més, als ratolins Kl i KI/KO vam observar una correlacié positiva entre la
quantitat ’'EFG1 i de COXIl i COXIV en mitocondris de fetge (p < 0,05 i p < 0,01

respectivament; test rho Spearman) i de cervell (p < 0,05).
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La mateixa analisi duta a terme sobre ratolins de 30 setmanes d’edat va mostrar que
els ratolins KI/KO continuaven mantenint una reduccioé dels nivells de les proteines
mitocondrials al fetge (NDUFA9: 69,3% = 20,3%; COXIIl: 54,0% % 8,7%; COXIV:
57,8% £ 6,6%) i cervell (NDUFA9: 74,4% + 17,6%; COXII: 57,2% + 19,1%; COXIV:
70,6% * 16,0%) (Figura supl. 4).

5.2.5.2. Alteracio dels nivells de complexos OXPHOS

Els complexos OXPHOS acoblats es van analitzar mitjangant western blot BN-PAGE

sobre extractes mitocondrials de fetge i cervell.

En ratolins Gfm1R671C- de 8 setmanes d’edat es van detectar, tant en fetge com en
cervell, reduccions dels complexos Cl (fetge: 50,7% + 22,9%; cervell: 80,1% % 10,8%;
mitjana del percentatge de reduccio respecte WT + SD) i CIV (fetge: 34,5% + 15,9%;
cervell: 51,7% £ 9,7%) (Figura 5.23).

A més, en mitocondris de ratolins Gfm1R671C/- | Gfm1R671C/R671C gg va observar una
correlacioé positiva entre els nivells EFG1 i la quantitat de CI (en fetge i cervell) i de

CIV (en cervell) (p < 0,05; test rho Spearman).

D’altra banda, en mitocondris de fetge i cervell dels ratolins Gfm1R671¢/ de 30
setmanes d’edat es va conservar la reduccié dels complexos Cl (fetge: 62,9% +
21,9%; cervell: 74,8% + 32,6%) i CIV (fetge: 25,9% x 22,9%; cervell: 50,0% * 29,4%)
(Figura supl. 5).
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Figura 5.23. Complexos OXPHOS en mitocondris de fetge i cervell de ratolins Gfm1R671¢/
a les 8 setmanes d’edat. Quantificacié dels complexos OXPHOS acoblats en mitocondris de
fetge (A, C) i cervell (B, D) per BN-PAGE amb anticossos contra CI (NDUFA9), Cll (SDHA), CIl,
(UQCRC2), CIV (COXIV) i CV (ATP5A). La quantitat relativa (RQ) es va determinar per
densitometria de la banda de complex, normalitzada per la quantitat de complex Il i referida a una
mostra calibradora carregada a tots els western blots. En (C) i (D) els punts representen valors de
ratolins individuals que s’expressen com al percentatge de la mitjana dels WT; i les barres
representen la mitjana dels valors de cada grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van
detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els grups WT, Kl i KI/KO entre ells

aplicant el test de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica
R671C/R671C R671C/-

(*p<0,05; **p<0,01). Ratolins WT (Gfm1"""), KI (Gfm1 )i KIKO (Gfm1™"""y.
5.2.5.3. Afectacio de les activitats enzimatiques de la CTE

Les determinacions de les activitats enzimatiques dels complexos de la CTE sobre
homogenats de fetge i cervell de ratolins de 8 setmanes d’edat van permetre detectar
al model Gfm1R67C* una reduccié de I'activitat del CIV en fetge (38,4% + 18,7%;

mitjana = SD, referit a la mitjana WT) i cervell (62,9% + 21,9%).
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També es va detectar una disminucio de I'activitat del Cl en ambdds teixits (fetge:
52,1% + 24,8%; cervell: 60,9% * 12,5%) i del Clll en cervell (78,4% + 16,1%) que
préviament no havien estat observades al model Gfm71R671C/R671C A més, es va
detectar un increment de l'activitat CS als cervells KI/KO (114,2% + 11,3%) (Figura
5.24).
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Figura 5.24. Activitats enzimatiques dels complexos de la CTE en fetge i cervell de
ratolins Gfm1R677C- 3 les 8 setmanes d’edat. Activitat enzimatica dels complexos ClI, ClI, ClII,
ClI+Il i CIV normalitzada respecte I'activitat citrat sintasa (CS) sobre homogenats de fetge (A) i
cervell (B). Els cercles oberts representen valors de ratolins individuals i les barres fan referéncia a

la mitjana dels valors de cada grup. Els asteriscs indiquen significanca estadistica (*p<0,05;
+/+ R671C/-

**p<0,01; **p<0,001; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1™") i KI/KO (Gfm1~""").

Respecte a I'evolucié del fenotip amb 'edat, a les 30 setmanes d’edat es va mantenir
I'afectacié de la CTE en fetge i cervell als ratolins Gfm1R671¢# és a dir, disminucié de
de les activitats del Cl (fetge: 53,6% + 20,9%; cervell: 70,0% * 11,3%), ClII (fetge:
45,8% * 20,3%; cervell: 80,2% + 10,4%) i CIV (fetge: 33,9% * 14,6%; cervell: 81,3%
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1 9,2%). | en aquest cas, I'increment de I'activitat CS es va observar als fetges dels
ratolins KI/KO (124,1% + 14,3%) (Figura supl. 6).

Finalment, esmentar que al cor dels ratolins Gfm1R677C~ de 8 setmanes d’edat es va
detectar una activitat del CIV significativament inferior respecte a la del grup Gfm1++
(74,7% % 22,9%; mitjana + SD, referit a la mitjana WT), a diferéncia del model

Gfm1R671C/R671C on no s’havia detectat afectacio del CIV (Figura supl. 7B).

5.2.6. Analisi de marcadors bioquimics en plasma

Com a marcadors de dany hepatic en plasma es van determinar les activitats
enzimatiques de I'ALT i I'aspartat aminotransferasa (AST) sobre plasma de ratolins
Gfm1+* i Gfm1R671C~ g |es 8, 20 i 35 setmanes d’edat (Figura 5.25).
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Figura 5.25. Activitats ALT i AST al plasma de ratolins Gfm1R671C", | es activitats de I'ALT i
I’AST es van determinar sobre el plasma de ratolins mascles (A) i femelles (B) de 8, 20 i 35

setmanes d’edat. Els punts representen els valors individuals i les barres horitzontals marquen la

mitjana de cada grup. Ratolins WT (Gfm1”") i KIKO (Gfm1™""%).
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En cap dels dos sexes es van detectar alteracions significatives d’aquests marcadors
bioquimics comparant els ratolins KI/KO amb els WT i Unicament es va poder
apreciar que I'ALT tendia a incrementar-se amb I'edat als ratolins mascles (a les 35

setmanes), independentment del genotip (Figura 5.25).

D’altra banda es va determinar la concentracio de ftriglicerids (TGs) en plasma de
ratolins. Aquests son els principals lipids emmagatzemats al fetge de pacients amb
esteatosi hepatica (o fetge gras no alcoholic). Es va poder observar una tendéncia
dels ratolins Gfm1R671C~ a presentar nivells inferiors de TGs en plasma en
comparacié amb grup Gfm71**, resultat que en el cas de les femelles va ser
estadisticament significatiu a les 20 setmanes d’edat. Aquest tret podria suggerir una
certa alteracié al metabolisme lipidic, possiblement com a consequéncia del perfil
COXPD hepatic dels ratolins Gfm1R67¢* (Figura 5.26).
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Figura 5.26. Seguiment de la concentracié de TGs al plasma de ratolins Gfm1R677¢/ Eg
va analitzar la concentracio de triglicerids (TGs) sobre el plasma de ratolins mascles (A) i femelles
(B) de 8, 20 i 35 setmanes d'edat. Els punts representen els valors individuals i les barres

horitzontals marquen la mitjana de cada grup. Els asteriscs indiquen significanga estadistica
R671C/-

(*p<0,05; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI'/KO (Gfm1 )-

Pel que fa a la concentracid de lactat, no es va observar alterada al plasma dels
ratolins Gfm1R677C~ nj a les 8 ni a les 20 setmanes d’edat, comparant amb ratolins
WT. Les concentracions d’amoni i fosfatasa alcalina tampoc es van trobar alterades

en ratolins KI/KO joves (de 8 setmanes d’edat) (Figura supl. 8).
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5.2.7. Estudi histologic del fenotip hepatic

Les analisis histologiques de fetge no van permetre detectar trets diferencials entre

ratolins Gfm1R671C/- | Gfm1**joves i adults en cap dels dos sexes.

Als fetges de ratolins de 8 setmanes d’edat les tincions HE van revelar un aclariment
citoplasmatic dels hepatdcits tant en animals WT com KI/KO. A més, la tincié PAS
va descartar que aquesta clarificacio vingués donada per acumulacions de glicogen.
Llavors, en el cas de ser deposicions lipidiques podria tractar-se d’un perfil primerenc
d’esteatosi hepatocel-lular (grau 1-2) sense ballooning ni inflamacio lobular (Figura
5.27).

Y Mascles [ | Femelles

WT KI/KO WT KI/KO
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Figura 5.27. Histologia de fetge en ratolins Gfm1R7'C- de 8 setmanes d’edat. Captures

representatives de tincions hematoxilina-eosina (HE) i d’acid periddic-Schiff (PAS) sobre talls de 4

um de fetges parafinats provinents de ratolins mascles i femelles de 8 setmanes d’edat. Ratolins
R671C/-

WT (Gfm1™") i KI/KO (Gfm1 ).

D’altra banda, en fetges de ratolins de 30 setmanes d’edat, la tinci6 HE va mostrar
un grau d’aclariment citoplasmatic més accentuat que a les 8 setmanes d’edat i la
tincié tricromatica de Masson va descartar 'acumulacié de col-lagen (i per tant de
fibrosi) (Figura 5.28).
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La valoracio histologica de les dues tincions basant-se en el sistema de puntuacié
descrit per altres autors??® va revelar un perfil d’esteatosi hepatocel-lular (grau 2-3)
amb microvesicules lipidiques en la majoria dels fetges de ratolins adults,

independentment del genotip.
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Figura 5.28. Histologia de fetge en ratolins Gfm1R677¢~ de 30 setmanes d’edat. Captures
representatives de tincions hematoxilina-eosina (HE) i tricromatica de Masson sobre talls de 4 um

de fetges parafinats provinents de ratolins mascles i femelles de 30 setmanes d’edat. Ratolins WT
R671C/-

(Gfm1™) i KIIKO (Gfm1 ).

Per ultim, es va testar el grau de proliferacié dels hepatocits en ratolins Gfm1R677¢# j
Gfm1** tenyint per immunohistoquimica els nuclis positius per I'antigen Ki-67 que,
per tant, es troben en divisio. Els comptatges realitzats en fetges de ratolins KI/KO a
les 4 i 30 setmanes d’edat van mostrar un percentatge de nuclis en divisié normal,
en comparacié amb el grup WT, tot i que es va apreciar una tendéncia a que el grau

de proliferacio cel-lular fos inferior amb I'edat (Figura 5.29).

Tot plegat, la deficiencia combinada de la fosforilacié oxidativa al fetge del model
Gfm1R671C- no es va veure associada amb cap alteracié histologica en el propi teixit

ni en animals joves ni en adults.
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Figura 5.29. Immunohistoquimica Ki-67 sobre fetges de ratolins GFm1R677C*_(A) Captures
representatives de immunohistoquimica contra I'antigen Ki-67 sobre talls de 4 ym de fetges
parafinats provinents de ratolins de 4 i 30 setmanes d’edat. Les fletxes vermelles senyalitzen els
nuclis positius (tenyits de marro). (B) Comptatges dels nuclis positius sobre el total de nuclis,
expressats com a percentatges. L'analisi es va fer sobre 3 camps d’1mm? capturats a 'atzar amb
I'objectiu de 10X per a cada tall. Els punts representen els valors de ratolins mascles, els quadrats
de femelles i les barres la mitjana de cada grup. La comparacié entre genotips dintre de cada edat

(Mann-Whitney U-test) no va revelar diferéncies estadisticament significatives. Ratolins WT
R671C/-

(Gfm1™") i KIIKO (Gfm1 ).

5.2.8. Avaluacio de U'exercici fisic i fenotip neuromuscular

Es va testar la forca muscular i la resisténcia fisica en ratolins joves (7 setmanes
d’edat), aplicant els tests weight-lift, hanging wire i treadmill. Tant els mascles com
les femelles Gfm1R671C+van obtenir resultats similars als dels ratolins Gfm1** (Figura

5.30A, B, C) i no es va poder apreciar cap tret diferencial entre grups.

Més tard, sobre ratolins adults (25 setmanes d’edat) es va aplicar el test rotarod. Els
resultats obtinguts tampoc van fer visibles diferéncies de coordinacié motora,

equilibri i resisténcia fisica entre els grups WT i KI/KO (Figura 5.30D).

Per tant, es pot dir que el perfil COXPD molecular que manifesta el model Gfm1R671¢/
en cervell no sembla que tingui associats defectes detectables a nivell fisic i

neuromuscular, almenys que siguin visibles amb els tests plantejats.
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Figura 5.30. Tests d’exercici fisic i neuromusculars sobre el model Gfm1R671¢~ | a
resisténcia fisica, forga muscular i coordinacié motora es van avaluar en ratolins de 7 setmanes
d’edat (A, B, C) ide 25 setmanes d’edat (D). La puntuacio del weight-lift representa la suma de
segons que cada ratoli aixeca els diferents pesos. Al test hanging wire s’anota el temps que els
animals es mantenen agafats del filferro fins caure. El treball exercit al treadmill es calcula com el
producte entre la massa del ratoli, la for¢ca gravitatoria i la distancia correguda. Al test rotarod es
registra el temps superat pels animals, sent el maxim 60 segons. Els punts representen valors de

ratolins individuals i les linies horitzontals representen mitjana dels valors. Ratolins WT (Gfm1+/+) i
R671C/-

KI/KO (Gfm1™""").

5.2.9. Cerca de mecanismes moleculars de resposta al fetge i cervell

El model de ratoli Gfm1R677C~ tal i com s’ha descrit, presenta un clar fenotip molecular
relacionat amb el de la COXPD1 tant en fetge com en cervell. No obstant aixo, la
caracteritzacié del model no va fer visible cap resultat indicatiu de patologia hepatica
i/o neuromuscular associada. Llavors es va decidir explorar mecanismes moleculars
de resposta que poguessin estar estimulats en ambdéds teixits i combatre la
manifestacio d’un fenotip més acusat: I'expressié d’altres factors de traduccio, la
massa mitocondrial, el nimero de copies d’ADNmt, els nivells basals d’ARN

mitocondrials i I'expressio de MRPs.
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5.2.9.1. Estat basal d'altres factors d’elongacio de la traduccio mitocondrial

Es van analitzar els nivells dels factors EFTu i EFTs i no es van trobar alterats en
mitocondris de fetge i cervell de ratolins KI/KO a les 8 setmanes d’edat, podent
apreciar-se unicament una tendéncia d’EFTu a estar incrementat en mitocondris de
fetges KI/KO (Figura 5.31).
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Figura 5.31. Factors de traducci6é mitocondrial en fetge i cervell de ratolins Gfm1R671¢/,
Western blots representatius dels factors d’elongacié EFTu i EFTs en extractes mitocondrials de
fetge (A) i cervell (B) a les 8 setmanes d’edat. Les quantificacions per densitometria d’aquestes
proteines es van corregir per les de SDHA. Els valors, expressats com quantitat relativa (RQ),
representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt representa una mostra provinent d’'un

ratoli diferent i les barres indiquen la mitjana de cada grup. Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI/KO
R671C/-

(Gfm1 ).
5.2.9.2. Massa mitocondrial

A les determinacions de les activitats enzimatiques de CTE s’havia detectat una
activitat CS maijor al cervell de ratolins KI/KO joves (Figura 5.23) i al fetge dels KI/KO
adults (Figura supl. 6), suggestiva d’'una major massa mitocondrial. Per tal d’indagar
en aquest aspecte, es van analitzar per western blot les proteines CS, VDAC1 i
SDHA sobre homogenats proteics de teixit total, i es va veure que l'estat basal
d’'aquestes proteines utilitzades normalment com a marcadors de massa
mitocondrial no era significativament diferent als ratolins Gfm1R67'C en comparacio

amb els dels animals Gfm1** (Figura 5.32).
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Figura 5.32. Analisi de proteines indicadores de massa mitocondrial al fetge i cervell del
model Gfm1R671¢~ \Western blots representatius de les proteines SDHA (subunitat flavoproteina
A del complex succinat deshidrogenasa), CS (citrat sintasa) i VDAC1 (proteina 1 del canal d'anions
depenent de voltatge) utilitzades com a marcadors de massa mitocondrial, sobre extractes de
proteina total de fetge (A) i cervell (B) de ratolins de 8 setmanes d’edat. Les quantificacions per
densitometria de les tres proteines es van corregir per GAPDH (com a control de proteina total). Els
valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT.

Cada punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la
R671C/-

mitjana relativa per a cada grup. Ratolins WT (Gfm1™") i KI/KO (Gfm1 ).
5.2.9.3. Numero de copies d’ADNmt

Es va quantificar per gPCR el numero de copies d’ADNmt sobre mostres d’ADN total
de fetge i cervell de ratolins de 8 setmanes d’edat, i tot i que semblava apreciar-se
una tendéncia a estar augmentats als teixits dels ratolins Gfm1R677C~ es van
descartar diferéncies significatives en comparacié amb el grup Gfm1** (Figura 5.33).
Per tant, es va considerar que els processos associats a la replicacié i/o manteniment

de '’'ADNmt no devien estar estimulats al fetge i cervell dels ratolins Gfm1R671¢/,
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Figura 5.33. Numero de copies d’ADNmt en fetge i cervell de ratolins GFm1R677C* joves.
El nimero de copies d’ADNmt es va determinar per gq°PCR en extractes d’ADN total de fetge (A) i
cervell (B) de ratolins de 8 setmanes d’edat. Es van utilitzar sondes Tagman especifiques per
detectar el nimero de copies del gen mitocondrial mt-Rnr2 (que codifica per a ’ARNr 16S) i el gen
nuclear Ang1, i obtenir el ratio equivalent a ADNmt/ADNn. Cada punt es correspon amb una mostra

provinent d’un ratoli diferent i les linies horitzontals representen la mitjana dels valors de cada grup.
R671C/-

Ratolins WT (Gfm1™") i KI/KO (Gfm1 ).
5.2.9.4. Nivells d’ARN mitocondrials

Mitjangant les analisis per RT-qPCR es va detectar que a les 8 setmanes d’edat, en
comparacié amb els animals Gfm171+*, els ratolins Gfm1R677C/ tenien augmentats de
forma considerable TARNm de Nd4 en cervell (166,2% * 16,8%; mitjana + SD, referit
a la mitjiana WT) i TARNr 16S en fetge (173,4% + 39,6%) i cervell (218,9% + 18,9%).
L’ARNm de Nd4 va mostrar una tendencia a estar incrementat en fetges KI/KO tot i

que 'augment no va ser estadisticament significatiu (Figura 5.34).
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Figura 5.34. Nivells d’ARN mitocondrials en fetge i cervell de ratolins Gfm1R577C~, Els
nivells basals d’ARN dels gens mt-Nd4 i mt-Rnr2 (16S) es van quantificar per RT-qgPCR i normalitzar
respecte els nivells ’ARNm de Ppia. Les determinacions es van dur a terme sobre mostres d’ARN
total de fetge (A) i cervell (B) de ratolins de 8 setmanes d’edat. Els valors, expressats com quantitat
relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es correspon amb una
mostra provinent d’un ratoli diferent i les linies horitzontals representen la mitjana. Els asteriscs

indiquen significanga estadistica (***p<0,001; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI’/KO

(Gfm1R671C/-).
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El resultat, més clar que al model Gfm1R671C/R671C (gpartat 5.1.6.3), va mostrar que
davant de I'afectacié de la traduccié mitocondrial al fetge i cervell causada per la
depleci6 d’EFG1, potser s’estimulin mecanismes per mantenir elevats els ARN

mitocondrials.

5.2.9.5. Quantitat mitocondrial de MRPs

Tant en fetge com en cervell de ratolins Gfm1R677¢/ de 8 setmanes d’edat es va
detectar per western blot un augment de proteines que formen part del mitoribosoma
(Figura 5.35), de forma consistent a I'observat anteriorment al fetge del model
GFfm1R671C/R671C (apartat 5.1.4).
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Figura 5.35. Nivells de les MRPs en mitocondris de fetge i cervell als ratolins Gfm1R671¢/
joves. Western blots representatius de MRPS9, MRPS35 (de la SSU) i MRPL13 (de la LSU) en
extractes mitocondrials de fetge (A) i cervell (B). Les quantificacions per densitometria d’aquestes
proteines es van corregir per SDHA. Els valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen
el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli
diferent i les barres representen la mitjana de cada grup. Els asteriscs indiquen significanga

estadistica (**p<0,005; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI'KO (Gfm1R677C/').
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Tot i que amb molta dispersioé entre valors de diferents ratolins, al model KI/KO es va
identificar augment de MRPs en mitocondris fetge en comparacié amb el grup WT
(MRPS9: 216,4% + 66,2%, mitjana + SD, referit a la mitjana WT; MRPS35: 204,6%
+ 48,5%; MRPL13: 199,8% * 65,8%) i de forma més pronunciada en mitocondris de
cervell (MRPS9: 655,1% % 290,1% ; MRPS35: 294,0% + 129,2%; MRPL13: 427,2%
+ 221,0%) (Figura 5.35).

Es va comprovar que 'augment de les MRPs en mitocondris KI/KO es mantenia a
les 30 setmanes d’edat en fetge i cervell (Figura supl. 9). Resultats suggestius d’'una
sobre-expressio i/o estabilitzacid6 de MRPs als teixits diana principals als ratolins
KI/KO.
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5.3. Terapia génica amb rAAV sobre el model de ratoli Gfm1Ré7:¢/-

5.3.1. Generacio del vector ssAAV9-hAAT-GFM1

Per tal de generar el vector adenoassociat ssAAV9-hAAT-GFM1 (Figura 4.6), en
primer lloc vam dur a terme el procés de clonatge del genoma del rAAV.
Seguidament, el grup col-laborador dirigit per la Dra. Gloria Gonzéalez Aseguinolaza
al CIMA, Universidad de Navarra (Pamplona), es va encarregar de confirmar que la

sequencia del genoma viral era correcta, i de la fase de produccié del vector.

Pel que fa a la nostra tasca, com a material de partida es van utilitzar els plasmidis
pSMD2-hAAT-UGT1A1 i pMK-RQ-GFM1-Insert, que presentaven I'esquelet del
genoma viral (les ITR de 'AAV2; el casset d’expressid ApoE-hAAT, enhancer-
promotor; 'intré i poliA del gen HBB?2) i l'insert (seqiéncia codificant de GFM1),
respectivament. Aquests plasmidis es van sotmetre a digestions enzimatiques per

tal de confirmar la seua seqiiéncia per electroforesi (Figura 5.36).

A pSMD2-hAAT-UGT1A1 B pMK-RQ-GFM1-Insert
digerit amb Sall i Nhel digerit amb Xbal, Sall i ApalLl
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Figura 5.36. Obtenci6 del plasmidi pSMD2-hAAT i I'insert GFM1. Els plasmidis inicials es
van digerir amb enzims de restriccio i el producte es va correr per electroforesi per identificar els
fragments d’interés. (A) Plasmidi pSMD2-hAAT-UGT1A1 digerit amb Sall i Nhel. El fragment de
6089 pb es correspon amb la sequencia pSMD2-hAAT sense linsert UGT1A1, posteriorment
desfosforilada i ligada amb l'insert GFM1. (B) Plasmidi pMK-RQ-GFM1-Insert digerit amb Xbal, Sall
i ApaLl. El fragment de 2.295 pb es correspon amb l'insert GFM1 que es va aillar i introduir en
pSMD2-hAAT donant lloc al plasmidi pPSMD2-hAAT-GFM1.
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Al seu torn, els fragments d’interés resultants es van fer servir per al clonatge:
pSMD2-hAAT es va desfosforilar per evitar la lligacié sobre si mateix, i I'insert GFM1

es va aillar del gel d’agarosa (Figura 5.36B).

Seguidament, es va efectuar la lligacié dels fragments i transformacioé de les cél-lules
quimiocompetents. Les digestions amb combinacions diferents d’enzims de restriccio
van servir per seleccionar els clons de bacteris transformats amb el plasmidi
d’interés, aixi com per confirmar que els productes de purificacié per Miniprep i
Maxiprep contenien pSMD2-hAAT-GFM1 (Figura 5.37).
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Figura 5.37. Comprovaciéo del clonatge de pSMD2-hAAT-GFM1 per digestions
enzimatiques. (A) Plasmidi pPSMD2-hAAT-GFM1 amb la ubicacié de les dianes dels enzims de
restriccio utilitzats. (B) Gels d’electroforesi representatius de les digestions de pSMD2-hAAT-GFM1
dutes a terme per comprovar el correcte clonatge tal i com es descriu a I'apartat 4.14.6: plasmidi
sense tallar, i tallat amb (1) Xbal, (2) Sall, (3) Xbal+Sall, (4) BamHI i (5) BamHI+Nhel. Les digestions
es van efectuar sobre el plasmidi inicial pPSMD2-hAAT-UGT1A1 (U) i sobre els clons positius
obtinguts per a pSMD2-hAAT-GFM1 (G).

Després d’observar que els resultats de les digestions indicaven el clonatge correcte
de pSMD2-hAAT-GFM1, es va purificar per Maxiprep i es va dissenyar un conjunt

d’encebadors, que contemplaven la unié de 'ADNc de GFM1 i el vector de
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transferencia (Taula 4.26), per a la seva sequienciacié pe part del grup col-laborador.
Una vegada confirmat el correcte clonatge del genoma del rAAV, es va continuar
amb la produccid, purificacio i titulacié del vector (apartat 4.14.8), i se'ns van
proporcionar el producte resultant: ssAAV9-hAAT-GFM1 a la concentracié de
1,56-10'3 gv/mL (genomes de vector/mL), utilitzant com a vehicle PBS-5% sacarosa,

acid plurénic F68 (0,001%- concentracio final).

5.3.2. Analisi de l'efecte de la terapia

Als ratolins Gfm1R671¢- de 6 setmanes d’edat se’ls va administrar per via intravenosa
una Unica dosi de 5:10'2 gv/kg de ssAAVO-hAAT-GFM1 (grup KI/KO AAV). Quatre
setmanes més tard, es van sacrificar els ratolins, es van obtenir els teixits i es van
preservar per tal d’analitzar I'efecte de la terapia génica, comparant les diferents
variables entre els grups WT, KI/KO V (tractats amb el vehicle) i KI/KO tractats amb

el vector, de forma independent en mascles i femelles.

L’administracio del rAAV no es va associar amb cap alteracié del pes corporal total
o pes relatiu de fetge als animals KI/KO quatre setmanes post-tractament (Figura
5.38). Tanmateix, no es va detectar macroscopicament cap alteracié anatomica, ni

cap signe indicatiu de carcinoma hepatic a les necropsies dels ratolins KI/KO AAV.
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Figura 5.38. Pes corporal total i de fetge dels ratolins de I'estudi de terapia génica 4
setmanes post-tractament. Es representen els valors de pes corporal total (A) i pes relatiu de
fetge (B), dels ratolins femelles i mascles de I'estudi de terapia génica amb rAAV a les 10 setmanes

d’edat, just abans de ser sacrificats per tal d’obtenir els teixits utilitzats per avaluar I'eficiencia de

transduccio i I'eficacia del tractament. Ratolins WT Gfm1+/+ , KI/KO V Gfm1R671C/’ injectats amb el
)

vehicle) i KIIKO AAV (Gfm1™" " injectats amb I'AAV).

204



Resultats |

Tot seguit, es va procedir a avaluar I'eficiencia de I'estratégia de terapia génica
analitzant, d’'una banda, la transduccié dels rAAV sobre fetge i cervell dels ratolins
KI/KO tractats amb el vector, i d’altra banda, I'eficacia de la terapia sobre el fetge

dels ratolins Gfm1R677C* a 'hora de revertir el fenotip molecular d’aquest model.

5.3.2.1. Determinaci6 de la transduccié del rAAV en fetge i cervell

Per poder analitzar el grau de transduccid, es va determinar el nimero de copies del
vector (VCN) en mostres d’ADN total de fetge i cervell dels ratolins KI/KO AAV,
quantificant el nimero de copies del gen terapéutic per cél-lula mitjangant gPCR. Es
va comprovar mitjangant comparacié de sequiéncia que la sonda Tagman utilitzada
era especifica per al gen GFM1 huma i no hibridava amb el gen muri. A més, no es
va observar cap senyal d’amplificacié a mostres d’ADN total de ratolins WT i KI/KO
injectats amb vehicle (utilitzats com a controls negatius). Per tant es va assegurar

que la sonda era especifica per al gen GFM1 huma.

D’una banda, al fetge es va detectar transduccio6 exitosa per part del rAAV, amb un
VCN maijor en ratolins mascles (8,7 + 2,9 copies GFM1/cél-lula, mitjana + SD) en

comparacié amb les femelles (2,7 + 0,6 copies GFM1/cél-lula) (Figura 5.39).

Tal i com s’ha descrit préviament en altres estudis, 'eficiéncia de transduccio dels
rAAV en fetge tendeix a ser major en ratolins mascles que en femelles?3. Per aixo,
vam decidir dur a terme els experiments en paral-lel i de forma independent als dos

sexes per analitzar I'eficacia de la terapia génica.

Per tal d’avaluar la transduccio al cervell també vam analitzar el VCN en aquest teixit,
tot i que en aquest cas no esperavem expressio del gen terapéutic ja que el promotor
hAAT és especific de fetge. L’analisi va mostrar com la injeccié intravenosa de 5-1012
gv/kg va oferir una transduccié quasi indetectable i per tant poc fiable als cervells
dels ratolins KI/KO AAV dels dos sexes, quatre setmanes post-injeccié (amb ~300

cél-lules per cada copia de GFM1).
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Figura 5.39. Numero de copies de vector al fetge dels ratolins GFm1R677C* tractats amb
ssAAV9-hAAT-GFMA1. El grau de transduccié del rAAV es va quantificar per gPCR sobre extractes
d’ADN total de fetge de femelles i mascles. Es van utilitzar sondes Tagman especifiques per
detectar el niumero de copies de GFM1 i del gen nuclear Ang1, per tal d’obtenir el ratio equivalent a
ndmero de copies del gen terapéutic per cel-lula (VCN). Cada punt es correspon amb una mostra
provinent d’un ratoli diferent i les linies horitzontals representen la mitjana dels valors de cada grup.

Els asteriscs indiquen significanga estadistica (***p<0,001; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT
R671C/- R671C/-

(Gfm1™"), KIKO V (Gfm1 injectats amb el vehicle) i KI/KO AAV (Gfm1 injectats amb els
rAAV).

5.3.2.2. Avaluaci6 de l'eficacia de la terapia sobre el fetge

5.3.2.2.1. Expressi6 del gen terapéutic

Es van quantificar i analitzar per western blot els nivells de proteina EFG1 sobre
extractes mitocondrials de fetge. L’anticos primari que es va utilitzar era capag de
detectar simultaniament les formes murina i humana d’EFG1; per tant, laugment
d’EFG1 als mitocondris KI/KO AAV respecte dels KI/KO V vam considerar que es

devia atribuir al producte d’expressio del gen terapéutic.

A les femelles KI/KO tractades amb el vector es va detectar un increment significatiu
d’EFG1 (20,4% + 6,4%, mitjana + SD, referit a la mitjana dels WT) respecte del grup
KI/KO injectat amb el vehicle (1,2% * 0,4%) (Figura 5.40A). Als mascles KI/KO
tractats amb el rAAV es va observar un increment dels nivells ’EFG1 més accentuat
que a les femelles tractades (53,6% + 14,3%), prenent com a referéncia el grup de
ratolins injectats amb el vehicle (1,6% £ 0,5%) (Figura 5.40B). D’aquesta forma es
va demostrar no sols I'expressié exitosa del gen terapeéutic introduit al rAAV, sin6
també que la forma humana d’EFG1 devia importar-se a l'interior dels mitocondris

dels fetges murins.
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Figura 5.40. Nivells d’EFG1 en mitocondris de fetge de ratolins Gfm1R677¢* tractats amb
ssAAV9-hAAT-GFM1. Western blots representatius dels nivells de proteina EFG1 en extractes
mitocondrials de fetge de ratolins femelles (A) i mascles (B), tractats amb el rAAV. Es representen
les quantificacions per densitometria dels nivells ’EFG1. Cada valor es corregeix per SDHA i
normalitza respecte d’'una mostra calibradora carregada a tots els western blots. Cada punt es
correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent i els seus valors, expressats com quantitat
relativa (RQ), representen el percentatge de la mitiana WT. Les barres representen la mitjana de
cada grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferéncies significatives
(p<0,05), es van comparar els tres grups entre ells aplicant el test de comparacions multiples de

Dunn. Els asteriscs indiquen significancga estadistica (*p<0,05; ***p<0,001). Ratolins WT (Gfm1+/+),
KI/KO V (Gfm1™*""® injectats amb el vehicle) i KI/KO AAV (Gim1™"'" injectats amb 'AAV).

A més, es va comprovar l'existéncia d’'una correlacié positiva entre el grau de
transduccio del fetge amb el rAAV (VCN) i la quantitat EFG1 en mitocondris
d’aquest mateix teixit (p < 0,0001; test rho Spearman) (Figura 5.41).

Tot i que amb aquesta aproximacié preclinica inicial solament haviem administrat a
una dosi el rAAV i analitzat I'efecte a 4 setmanes post-injeccid, el fet de dur a terme
I'estudi en femelles i mascles va poder mostrar I'expressié d’EFG1 aconseguida amb

diferents graus de transduccio viral sobre els fetges dels ratolins.
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Figura 5.41. Correlacié entre el grau de transduccié de ssAAV9-hAAT-GFM1 i 'EFG1
mitocondrial al fetge de ratolins Gfm1R677C~ Analisi efectuada prenent els valors de VCN
(copies de GFM1/cél-lula) i nivells d’EFG1 en mitocondris (RQ, % de la mitjana dels WT) als fetges
dels ratolins KI/KO AAV femelles (quadrats) i mascles (cercles). La linia discontinua representa la
regressio lineal calculada (Y = 4,433 - X + 12,80). Es va aplicar el test estadistic rho de Spearman,
resultant significatiu (****p<0,0001), amb r = 0,829.

5.3.2.2.2. Efecte sobre el sistema OXPHOS

En primer lloc es va analitzar per western blot I'expressié de les proteines NDUFA9
i NDUFA10 (codificades a ’ADNn, del Cl) i COXI i COXII (codificades a 'TADNmt, del
CIV) als extractes mitocondrials de fetge dels ratolins WT, KI/KO V i KI/KO AAV.

Per una banda, el tractament amb el rAAV va produir un increment significatiu de les
quatre subunitats a les femelles KI/KO AAV recuperant els nivells normals
d’aquestes proteines en molts casos (NDUFA9: 90,5% + 17,1%; NDUFA10: 91,6%
+ 15,3%; COXI: 86,9% * 41,1%; COXIl: 60,4% + 27,1%; mitjana + SD, referit a la
mitjana dels WT) en comparacié amb el grup KI/KO V (NDUFA9: 66,3% + 16,8%;
NDUFA10: 58,9% % 9,1%; COXI: 23,5% % 8,4%; COXIl: 20,0% + 7,9%) (Figura
5.42A).

D’altra banda, els ratolins KI/KO mascles tractats amb el rAAV també van recuperar
els nivells normals d’aquestes subunitats (NDUFA9: 112,7% + 28,2%; NDUFA10:
88,4% * 15,8%; COXI: 105,9% * 61,9%; COXIl: 67,0% * 35,4%), comparant
respecte el grup de mascles KI/KO V (NDUFA9: 73,5% + 13,6%; NDUFA10: 52,2%
1 13,4%; COXI: 26,3% + 7,9%; COXII: 5,2% * 4,4%) (Figura 5.42B). Resultats que
fan pensar que la forma humana d’EFG1 expressada als mitocondris dels ratolins

KI/KO AAV deu promoure I'expressio de polipéptids codificats a ’ADNmt.
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Figura 5.42. Nivells de subunitats del Cl i CIV en mitocondris de fetge de ratolins
Gfm1R671C/ tractats amb ssAAV9-hAAT-GFM1. Western blots representatius de les proteines
NDUFA9 i NDUFA10 (Cl); COXIl i COXIV (CIV) en extractes mitocondrials de fetge de ratolins
femelles (A) i mascles (B), tractats amb el rAAV. Es representen les quantificacions per
densitometria de cada proteina. Cada valor es corregeix per SDHA i normalitza respecte d’'una
mostra calibradora carregada a tots els western blots. Cada punt es correspon amb un ratoli diferent
i els seus valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana
dels WT. Les barres representen la mitjana de cada grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan
es van detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els tres grups entre ells aplicant
el test de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen significanca estadistica (*p<0,05;

p<0,01; ***p<0, . Ratolins m H, 'm )
*05<0,01; ***p<0,001). Ratolins WT (Gfm1™"), KIIKO V (Gfm1™*""

AAV (Gfm 1™ injectats amb 'AAV).

injectats amb el vehicle) i KI/KO
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Cal destacar que amb 'analisi dels resultats dels ratolins KI/KO tractats amb el rAAV,
es va detectar una correlacio positiva entre els nivells EFG1 i els de COXI als
mitocondris de fetge (p < 0,0001; test rho Spearman) (Figura supl. 10). Correlacié no
observada entre els nivells ’EFG1 i els de les altres subunitats analitzades (COXII,
NDUFA9 i NDUFA10).

També es van analitzar els nivells dels complexos OXPHOS acoblats i es va
observar que als ratolins KI/KO tractats amb el rAAV es recuperaven els nivells de
Cli CIV (femelles: Cl: 89,5% + 21,4%; mitjana + SD, referit a la mitjana dels WT; CIV:
87,4% = 30,2%; i mascles: Cl: 93,1% % 19,1%; CIV: 90,8% + 20,0%), assolint valors
equiparables als dels ratolins WT, i en comparacié amb el que es detectava als
ratolins injectats amb el vehicle (femelles: Cl: 60,5% + 13,7%, CIV: 38,9% % 6,9%;
mascles: Cl: 66,3% * 8,5%, CIV: 52,8% £ 14,7%) (Figura 5.43).

Aquest resultat suggereix que les subunitats provinents de la traduccié mitocondrial
en que intervé la forma humana d’EFG1 sén estables i s’acoblen amb les subunitats
nuclears, aconseguint recuperar els complexos Cl i CIV tant als mascles com a les
femelles Gfm1R671C/ tractats amb el rAAV, prop d’assolir els nivells basals dels

ratolins Gfm1**.
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Figura 5.43. Estat dels complexos OXPHOS al fetge de ratolins Gfm1R¢77¢" tractats amb
ssAAV9-hAAT-GFM1. Quantificacié dels complexos OXPHOS acoblats en mitocondris de fetge
de femelles (A, C) i mascles (B, D). L’analisi es va dur a terme per BN-PAGE amb anticossos
especifics contra el ClI (NDUFA9), Cll (SDHA), CIIl, (UQCRCZ2), CIV (COXIV) i CV (ATP5A). La
quantitat relativa (RQ) es va quantificar per densitometria de la banda de complex, normalitzada per
la quantitat de Cll i referida a una mostra calibradora carregada a tots els western blots. En (C) i (D)
els punts representen valors de ratolins individuals que s’expressen com al percentatge de la
mitjana dels WT; i les barres representen mitjana dels valors de cada grup. Es va aplicar el test
Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els tres

grups entre ells aplicant el test de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen

significanga estadistica (*p<0,05; **p<0,01). Ratolins WT (Gfm1+/+), KI/KO V (Gfm1R671C/' injectats

amb el vehicle) i KIIKO AAV (Gfm1™" """ injectats amb I'AAV).
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Finalment, es van analitzar les activitats enzimatiques dels complexos Cl i CIV de la
CTE i la de I'enzim CS sobre homogenats de fetge dels ratolins inclosos a I'estudi
(Figura 5.44).
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Figura 5.44. Activitats enzimatiques de Cl i CIV al fetge de ratolins Gfm1R7'C- tractats
amb ssAAV9-hAAT-GFM1. Activitat enzimatica dels complexos de la cadena respiratoria Cli CIV
normalitzats respecte I'activitat citrat sintasa (CS) sobre homogenats de fetge de ratolins femelles
(A) i mascles (B). Els cercles oberts representen valors de ratolins individuals i les barres fan
referéncia a la mitjana dels valors de cada grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van
detectar diferéncies significatives (p<0,05), es van comparar els tres grups entre ells aplicant el test
de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05;
*p<0,01). Ratolins WT (Gfm1™"), KIKO V (Gim1™"""" injectats amb el vehicle) i KIKO AAV
(Gfm1™""% injectats amb I'AAV).

Les analisis van revelar que el tractament amb el rAAV restitueix quasi per complet
l'activitat enzimatica normal del Cl en ratolins KI/KO (femelles: 101,7% + 30,9%,
mitjana * SD, referit a la mitjana WT; mascles: 84,5% + 18,7%), respecte el grup

injectat amb el vehicle (femelles: 64,1% + 19,2%; mascles: 48,7% £ 15,9%).
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A més a més, l'activitat enzimatica del CIV (més reduida que la del Cl) s'incrementa
als ratolins KI/KO AAV (femelles: 58,0% + 2,1%; mascles: 79,8% + 19,3%), en
comparacié amb la dels ratolins KI/KO V (femelles: 32,5% * 4,6%; mascles: 42,5%

+ 16,0%), desapareixent les diferéncies significatives entre grups WT i KI/KO AAV.

Pel que fa a I'activitat CS, aquesta no mostrava cap variacié significativa entre els

tres grups de ratolins comparats a cap dels dos sexes.

Els resultats van demostrar com la terapia génica no només restitueix la sintesi dels
polipeptids codificats a TADNmt i els complexos OXPHOS acoblats, sin6é també la

seua funcionalitat.
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Fins I'actualitat s’han descrit almenys 31 mutacions patogeniques diferents en GFM1
associades amb COXPD1%4-69, Per a caracteritzar aquestes mutacions i les seues
consequéncies bioquimiques, s’han utilitzat fibroblasts de pacients com a model
d’estudi, aixi com bidpsies d’altres teixits®>-°’. Com que aquesta segona opcié sovint
resulta menys accessible, s’ha apostat per la generacié d'iPSCs com a model
alternatiu d’estudi®®. D’altra banda, per poder conéixer millor la funcié d’'EFG1 a la
traduccié mitocondrial, s’han dut a terme estudis amb S. cerevisiae®®, Drosophila
melanogaster’” i C. elegans®?. La disponibilitat d’aquesta diversitat de models tant in
vitro com in vivo resulta altament util, no obstant aix6 la manca d’un model de ratoli
per l'estudi directe de la COXPD1 ha representat fins I'actualitat una limitacio
important de cara a aprofundir en la fisiopatologia de la malaltia i testar potencials

aproximacions terapéutiques.

El ratoli constitueix un model in vivo molt important dintre de la recerca biomeédica,
havent-se demostrant la seua utilitat en l'estudi de malalties mitocondrials, i
concretament d’alteracions donades per defectes a la traduccié mitocondrial?9-114.234,
Pel que fa a la COXPD1, la proteina EFG1 humana conserva un 89% d’identitat i
94% de similitud amb la forma ortdloga murina®?, i els primers esforgos per generar
un ratoli homozigot knock-out per a Gfm1 van concloure amb la letalitat abans del

deslletament dels animals'6.117,

D’altra banda, actualment no existeix cap tractament especific per a la COXPD1, de
forma que no es pot frenar la progressio de la malaltia ni evitar la mort prematura
dels pacients amb presentacié més greu®*5561. A més, és molt dificil corregir la
marcada afectacio clinica o millorar la qualitat de vida dels pacients que presenten
major supervivéncia® 26465 Com que es tracta d’una malaltia monogénica, la
terapia génica podria ser utilitzada per corregir el defecte genétic en GFM1 o introduir
una copia correcta del gen funcional. Aquesta segona opci6 és recolzada per assajos
funcionals fets amb fibroblasts de pacients que han corregit el fenotip molecular
COXPD1 inicial®*%’. A I'hora de testar la terapia génica in vivo, els vectors basats en
virus adenoassociats (rAAV) s’han utilitzat sobre models de ratoli de diferents
malalties mitocondrials oferint resultats prometedors'?” i obrint la porta per iniciar

estratégies similars sobre altres malalties com la COXPD1.
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Davant d’aquest escenari, aquesta tesi ha anat adregcada a avangar en dos aspectes
molt importants i necessaris per la recerca translacional relacionada amb
'hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1. D’una banda, la major part
d’esforgos s’han destinat a generar i caracteritzar dos models de ratoli per a la
COXPD1: 'homozigot knock-in Gfm1R671C/R671C | 'heterozigot compost Gfm1R671C-,
D’altra banda, s’ha iniciat un estudi preclinic de terapia génica utilitzant el vector
ssAAVO-hAAT-GFM1 dirigit a fetge sobre el ratoli Gfm1R671C/ per tal d’investigar els

efectes d’aquest potencial tractament sobre el fenotip hepatic del model muri.

6.1. Models de ratoli amb fenotip COXPD1 molecular

6.1.1. Efecte dels al-lels mutants de Gfm1 sobre la proteina EFG1

Seqlencialment, es van obtenir per edici6 génica mitjangant el sistema
CRISPR/Cas9% els al-lels mutants knock-in (Gfm1R671C) i knock-out (Gfm1-) de ratoli,
cadascun dels quals ha demostrat tenir unes consequéncies diferents sobre la
proteina EFG1, i per conseglient sobre el perfil molecular dels models de ratoli

generats.

Tenint en compte que en pacients amb COXPD1 les mutacions en GFM1 sovint
s’associen a mortalitat en nadons, existia el risc que la modificacié geneética en el
gen Gfm1 de ratoli fos letal en estat embrionari o a edats molt primerenques, la qual
cosa dificultaria enormement o faria inviable el seu Us com a model de la malaltia per
a testar terapies. Per aquesta rad es va decidir generar un ratoli knock-in amb la
mutacio antisentit p.R671C. Aquesta mutacio és la que fins al moment s’ha identificat
en un major nombre de pacients, molts dels quals presenten associada una
esperanga de vida més llarga®06264685 de manera que el risc que un ratoli amb
aquesta mutacio6 fos inviable semblava menor que si es triava una altra mutaciéo més
letal en pacients. A més, 'aminoacid R671 de la proteina humana es troba conservat

a la sequiencia murina d’'EFGH1.

L’estudi de ratolins Gfm1R671C/R671C joves ens va permetre observar que la mutacio
€.2011_2013delinsTGC (p.R671C) en Gfm1 no altera els seus nivells basals

d’ARNm perd es veu associada a una reduccié important de proteina EFG1 als
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mitocondris de tots els teixits analitzats (fetge, cervell, cor, ronyo) i que, per tant, deu
estar relacionada amb l'afectacié de la sintesi i/o estabilitat de la proteina mutada
EFG1RE71C, La reducci6 d’'EFG1 en homogenats de teixit total (fetge i cervell),
equiparable a l'observada en extractes mitocondrials, suggereix que el canvi
p.R671C afecta la propia estabilitat de la proteina, tot i que no ens permet treure

conclusions relatives a I'eficiéncia d’'import d’'EFG1Ré71C des del citosol a mitocondris.

Tot i que caldria contemplar la possibilitat que la mutacié p.R671C pugui induir un
canvi conformacional de la proteina i alterar la unié de I'anticds primari utilitzat en la
quantificacié per western blot SDS-PAGE, tot conduint a infraestimar la quantitat
residual d’'EFG1, pensem que és molt improbable que aquesta situacio es doni, ja
que ens vam assegurar de que I'anticos primari utilitzat es dirigeix contra I'epitop
situat entre els aminoacids 450-650 d’EFG1, en una zona allunyada del canvi
p.R671C. A més, reduccions similars EFG1 es van observar utilitzant un anticos
primari alternatiu (74274-1-AP, Proteintech), dirigit a la regi6 400-751 d’EFG1

(resultat no mostrat en aquesta tesi).

La informacidé estructural disponible sobre EFG1 suggereix que la deplecié del factor
d’elongacio associada a I'alteracio de 'aminoacid R671 podria estar relacionada amb
la pérdua d’estabilitat de la proteina mutant. El residu R671 es creu que pot contribuir
a l'estabilitzacié de la proteina EFG1 humana formant un pont d’hidrogen amb
I'aminoacid D695, i per aixd el canvi p.R671C causaria una caiguda drastica ’EFG1
als pacients®. Tots dos residus, R671 i D695, estan conservats a les proteines
ortdlogues d’EFG1 de moltes espécies, mantenint probablement la seua interaccio
(Figura 6.1).

612 LLEPIMKVEVETPEENTGDVIGDLSEE RGM'LKGQE SEVTGVKIHAEVPLSEMFGYATQLR Escherichia coli
Thermus thermophilus
LR Huma

4 LR Ratoli

645 IIEPIMSVEVIAPNEFQGAVFAGINREHGVITGQDGIEDYFTLYADVPLNNMFGYSTELR Rata

639 ILEPVMSVEIVAPNEFQGAVIAGVNREHGVISGQDGADGYFTLYADIPLNIMFGYATELR Peix zebra

632 LLEPIMAVEVMAPTEFQGAVIAGINRRHGVITGQDGTEGYFTLYAEVPLNDMFGYASELR Pollastre

645 ILEPIMSVEVVAPNEFQGQVIAGINRRHGVITGQDGVEDYFTLYADVPLNDMFGYSTELR Titi

648 ILEPIMSVEVVAPNEFQGPVIAGINRRHGVITGQDGVEDYFTLYADVPLNDMFGYSTELR Conill

645 ILEPIMAVEVVAPNEFQGQVIAGINRRHGVITGQDGVEDYFTLYADVPLNIMFGYSTELR Goril-la

634  ILEPIMSVEVVAP SEFQGPVIAG Il\."Rl' BGVIUGQDGSEGY FTLYADVPLNIMFGYASELR Granota tropical
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Figura 6.1. Conservaci6 dels aminoacids R671 i D695 d’EFG1 entre espécies. Alineaments
de la sequencia proteica d’EFG1 mostrant la conservacioé dels residus R671 i D695 (en verd) entre
diferents espécies, utilitzant la base de dades UniProtKB (https://www.uniprot.org).
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A la posicio 695 de la proteina murina es localitza una asparagina (N), que manté la
capacitat d’interaccionar amb R671 a través d’'un pont d’hidrogen. Llavors, en
ratolins, la introduccié d’'una cisteina a la posici6 671 d’EFG1 podria alterar

I'estabilitat de la proteina tal i com s’ha hipotetitzat per a la forma d’EFG1 humana®.

A banda de l'estabilitat de la proteina EFG1 vam voler avaluar si existia una alteracié
evident en la interaccidé del factor d'elongaci6 mutat (EFG1R671C) amb el
mitoribosoma. Les inferéncies fetes en estudis duts a terme sobre la proteina EF-G
bacteriana (ortdloga a 'EFG1 eucariotica)?®® i sobretot en estudis recents de
criomicroscopia electronica (cryo-EM) sobre I'EFG1 mitocondrial*' han permeés
analitzar l'estructura i les interaccions dels dominis del factor d’elongacié de
mamifers amb els diferents elements implicats a la sintesi de polipeptids codificats a
FADNmt: (1) domini G — ARNr 16S a LSU, (2) domini Il — SSU, (3) domini Il —
connecta el domini G amb els dominis Il i V, (4) domini IV — ARNm-ARNt al lloc P i
(5) domini V, on es localitza la mutacié p.R671C, es situa prop del centre d'associacio
a GTP (GAC) de la LSU“".

Als mitocondris de fetge dels ratolins Gfm1R671C/R671C g5 detecta al voltant d’'un 15%
de proteina EFG1 en comparacié amb els nivells basals dels ratolins Gfm1+*.
Aquesta proteina residual EFG1R671C, tot i que continua interaccionant amb les
diferents subunitats del mitoribosoma, ofereix un patré de co-migracio lleugerament
diferent: major proporcié en estat lliure i deteccid inferior en les fraccions de la
subunitat 39S i del ribosoma acoblat 55S. Aixi doncs, sembla que els experiments
de co-migracié suggereixen que la mutacié p.R671C, a part de desestabilitzar EFG1,
pugui alterar subtilment la interacci6 del factor d’elongacié amb el mitoribosoma. No
obstant aixd, som conscients de les limitacions d’aquests experiments aixi com la
dificultat de replicar resultats on s’aprecien defectes lleus. Llavors, per tal de poder
confirmar aquest segon efecte de la mutacié seria necessari efectuar experiments

addicionals (p. ex. de tipus pull down).

Després de comprovar el subtil fenotip del model Gfm1R677C/R671C que es discuteix
més avall, es va apostar per generar I'al-lel knock-out de Gfm1. Malgrat que a
I'European Mouse Mutant Archive (EMMA) existeix un ratoli KO disponible''®'17, es

tracta d’un knock-out first-allele®' que, tot i ser poc probable, pot tenir expressié
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residual dels exons WT que haurien d’estar interferits (al-lel hipomorfic)?%¢ i es
recomana aparellar-se amb linies de ratolins Cre-i Flp- per tal d’eliminar el constructe
de seleccié per recombinacié homologa i acabar obtenint un ratoli KO constitutiu. Es
per aixd que vam apostar per I'estratégia CRISPR-Cas9 per tal de generar I'al-lel
Gfm1-, ampliant la informacié relativa a la letalitat prévia al deslletament reportada
per la EMMA"6.117 | demostrant aquesta vegada que la manca completa d’'EFG1
resulta letal durant les fases embrionaries primerenques. Concretament, el fet de no
trobar embrions Gfm1+ en femelles als 10,5 dies de gestacid, a part de la deteccid
amb freqiiencia de llocs d’'implantacié sense restes d’embrions, suggereix letalitat
embrionaria post-implantacié entre els dies 5,5 i 9,5 post-coit?®’. Durant aquesta
etapa de gestacié té lloc la formacié de la placa neural en ratolins, i les anormalitats
neuronals, junt amb la insuficiéncia placentaria i els defectes cardiovasculars?®,
s’han reportat com a frequents durant la letalitat embrionaria en diferents models de
ratolins KO238, Aixo convida a pensar que el desenvolupament del CNS en ratolins
podria ser especialment vulnerable a la manca d’EFG1, relacionant-se amb
I'encefalopatia prematura que manifesten els pacients. Tot plegat, es subratlla el rol
d’EFG1 durant I'etapa del desenvolupament, de forma congruent amb el greu fenotip

clinic prematur observat en pacients amb mutacions patogéniques en GFM 1545561,

L’ARNm resultant de l'al-lel Gfim1- és susceptible de ser degradat per Non-Sense
Mediated mRNA Decay (NMD), ja que el codd stop prematur a I'exé 4 es situa 185
nucleotids en direccié 5’ respecte de I'Glltima unié d’exons?®2. Als ratolins KI/KO joves,
els nivells basals d ARNm de Gfm1 quantificats per gPCR es mantenen sense alterar
al cervell, mentre que al fetge es veuen lleugerament reduits. A més, 'analisi per
PCR-RFLP ens va permetre descartar la degradacié per NMD de TARNm Gfm1- al
cervell, i suggereix que aquesta variant tan sols es veu lleugerament reduida en
mostres de fetge respecte de TARNm Gfm1R671C, Aquest resultat constitueix una
prova que l'eficieéncia del mecanisme NMD és variable, no sols entre diferents ARNm,
sind també per a una mateixa espécie dARNm segons el tipus cel-lular en que es
trobi, tal i com han observat altres autors?®. Els resultats de la PCR-RFLP ens
permeten descartar que, almenys als teixits analitzats, es doni una degradacio
parcial de TARNm KO i sobreexpressio i/o estabilitzacié del missatger provinent de

I'al-lel KI com a resposta. D’altra banda, els western blots sobre mitocondris de fetge
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i cervell dels ratolins KI/KO joves mostren una reduccié de proteina EFG1 addicional
d’aproximadament un 50% en comparacié amb el model Gfm1R671C/R671C  gssociant-
se a l'efecte de I'al-lel Gfm1-. Per tant, encara que 'ARNm KO sembla que escapa
del NMD, el producte de la seva traduccio, amb la deleci6 de dos exons fora de pauta

de lectura i generaci6 d’'un codo stop prematur, és aberrant i es degrada.

Tot plegat, I'estratégia seguida per generar I'al-lel Gfm1- va resultar exitosa, i propicia
I'efecte desitjat: reduir encara més els nivells basals d’EFG1 mitocondrials al model
Gfm1R671C~ per tal d’accentuar el fenotip dels ratolins Gfm1R671C/R671C tg] | com han

fet altres estudis on s’ha optat per generar ratolins heterozigots compostos KI/KO?240,

6.1.2. Disfuncio de la traduccié mitocondrial i del sistema OXPHOS

La caracteritzaci6 molecular de fibroblasts de pacients amb COXPD1 posa de
manifest la reduccio de la taxa de traduccié mitocondrial en aquestes mostres®’:62,
observacions que vam reproduir en mostres de fibroblasts de pacients del nostre
centre en treballs previs al nostre laboratori (resultats no publicats). Aquesta
disfuncié normalment porta associada una deficiéncia combinada de la fosforilacio
oxidativa caracteritzada per I'afectacié dels complexos Cl i CIV%4586061 3 |]a qual es
suma de vegades la de ClIl i CV%-57. Aquests resultats sén extrapolables a fetge,
muscul esquelétic i en menor mesura cor, quan puntualment s’han pogut obtenir
biopsies d’aquests teixits®®, i fan visible I'afectacié diferencial del sistema OXPHOS
entre teixits, correlacionant en alguns casos amb els nivells basals de 'TEFG1 mutada
residual®®%8. El cervell és I'drgan que, a part del fetge, manifesta una afectacio clinica
més pronunciada en pacients, pero la impossibilitat d’obtenir bidpsies per tal de
caracteritzar el perfil molecular causant de I'encefalopatia ha impedit investigar qué

ocorre en aquest teixit.

El model de ratoli Gfm1R671C/R671C ng sols és viable, sind que malgrat experimentar
una reduccio important dels nivells mitocondrials d’'EFG1 a tots els teixits estudiats,
tan sols al fetge manifesta una lleu afectacio del CIV a les 6 setmanes d’edat a causa
d'una taxa de traduccid mitocondrial inferior. Lluny d’accentuar-se el fenotip
molecular amb I'envelliment, als ratolins KI de 50 setmanes d’edat es manté reduida

la traduccié mitocondrial de novo en fetge, perd desapareix el defecte de CIV.
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El ratoli Gfm1R671C/- representa un model millorat de la COXPD1, on la deplecio
addicional d’EFG1 comporta una reduccié de la traduccié mitocondrial més
accentuada al fetge i fa visible un defecte similar en cervell. En conseqiéncia, en
ambdos teixits s’observa afectacié de Cl i CIV (disminucié dels nivells basals de
complexos acoblats, que explica 'activitat enzimatica inferior) i de forma més subtil
del Clll (menor activitat enzimatica). Es rellevant que aquest fenotip molecular
s’observa a les 8 setmanes d’edat i es manté almenys fins les 30 setmanes d’edat.
A més, als homogenats de cor dels ratolins KI/KO joves es detecta reduccio de
I'activitat del CIV, obrint la porta a explorar aquest teixit més en profunditat i analitzar
si s’accentua el defecte amb 'edat tal i com s’ha demostrat en altres models murins

amb afectacid de la traduccidé mitocondrial 04113,

En altres estudis efectuats al nostre laboratori sobre ratolins WT s’ha observat que
els nivells basals d’EFG1 mitocondrial sén més alts en fetge que en cervell, cor i
ronyo (Figura supl. 5.10), mantenint un patré d’expressio similar al descrit en humans
i que podria influir en I'afectacié especifica de teixit observada a consequéncia de la
mutacié p.R671C?%255, D’altra banda, estudis sobre mitocondris de ratolins WT han
revelat que la velocitat inicial de la traduccié mitocondrial és major en fetge que en
cor i aixd pot influir per exemple en cas del ratoli homozigot KI de MRPS34 en la
major gravetat dels canvis moleculars trobats en fetge en comparacié amb els
identificats en cor'%4. Coincideix que al model Gfm1R671C/R671C | | fetge és I'Unic drgan
entre els estudiats, on la taxa de traduccié mitocondrial es veu reduida de forma
clara. De manera coherent, la major susceptibilitat d’aquest teixit davant la deplecio
d'EFG1 es va confirmar als ratolins KI/KO. La quantitat superior EFG1 per
mitocondri al fetge dels ratolins WT pot estar relacionada amb que a les 6-8
setmanes d’edat la demanda de proteines codificades a TADNmt sigui major, tenint
el factor d’elongacié un rol més important en fetge en comparacié amb altres teixits i
podent ser una rad per la qual la deplecié d’'EFG1 és més critica sobre la traduccio
mitocondrial i per conseglent sobre el sistema OXPHOS en fetge. Al model KI/KO,
la traduccié mitocondrial sols es va analitzar en fetge i cervell, i no podem descartar
que aquesta passi a estar també afectada en altres teixits com per exemple cor, on

si que esta reduida I'activitat del CIV en ratolins joves.
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Els defectes en proteines relacionades amb la traduccié mitocondrial solen afectar
de forma heterogénia els diferents teixits, tant en pacients'47241 com en models
murins®58%, S’ha postulat que una traduccié mitocondrial defectuosa deu causar una
depleci6 més rapida de les proteines codificades a I'ADNmt en cél-lules
proliferatives, mentre que les cél-lules o teixits amb una taxa de divisi6 més baixa
deuen mantenir les subunitats del sistema OXPHOS de forma més prolongada’’®.
No obstant aix0, les caracteristiques i necessitats particulars de cada teixit i/o els
mecanismes moleculars de resposta que puguin estar estimulats (discutits a
continuacio), poden arribar a justificar la progressié o reversié d’'un determinat fenotip
en un teixit concret amb el pas del temps’®1'3, Aixi doncs, dintre de cada model de
ratoli, cada teixit sol comportar-se de manera diferent'%’, i al seu torn esta subjecte
a experimentar variacions del seu fenotip amb I'edat. Aquesta elevada complexitat
ens va conduir a centrar-nos en la caracteritzacié molecular de fetge i cervell al model

KI/KO, pel fet de que son els 6rgans més afectats als pacients amb COXPD1.

A molts dels models de ratoli amb defectes a la traduccié mitocondrial, el CIV tendeix
a ser un dels que, dintre del perfii COXPD, es veu afectat de forma més
clara!00.101.104.113 "tg] i com ocorre als mitocondris dels ratolins Kl (en fetge a les 8 st)
i KI/KO (en fetge i cervell a les 8 i 30 st). Als nostres resultats quan es veu afectada
la traduccié mitocondrial, estimem una reducci6 generalitzada de la taxa de sintesi
dels polipéptids codificats a TADNmt. Cal tenir en compte que la identificacioé de cada
polipéptid es va dur a terme per extrapolaci6 de cada banda marcada
radioactivament amb el marcador de pes molecular i no per immunodetecciéo amb
anticossos especifics??®, per tant no podem estar completament segurs de
I'assignacio especifica de cada proteina a cada banda. Llavors, és dificil descartar
la possibilitat de que les proteines del CIV tinguin una taxa de traducci6 inferior en
comparacioé amb la d’altres proteines codificades a ’TADNmt que formen part d’altres

complexos*4.

D’altra banda, la proteina COXI (MT-CO1) sintetitzada de novo és facilment
distingible i mostra una menor estabilitat al model KI/KO segons els experiments
pulse chase efectuats sobre mitocondris de fetge. El procés d’acoblament del CIV
s’ha descrit que l'inicien COX4 i COX5A, perd la insercio de COXI junt amb el
complex MITRAC (C120rf62 i MITRAC12) a la membrana continua considerant-se
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la base per a I'acoblament del CIV'6. Altres autors han observat que el turnover de
COXIl en mitocondris control és més rapid que el d'altres proteines sintetitzades de
novo, fent que el CIV sigui especialment vulnerable a la sintesi reduida de les seues
subunitats'0, Per tant, als mitocondris de fetge i cervell dels nostres models murins,
la menor estabilitat de COXI podria justificar la reduccié dels nivells basals de CIV
acoblat i la seua activitat enzimatica, aixi com la disminuci6é d’altres subunitats del
propi complex (COXII i COXIV) que podrien no ser estables en estat lliure i degradar-
se. A part de COXI no s’ha observat que les altres proteines codificades per TADNmt
siguin menys estables, encara que veuen reduida la seua taxa de sintesi, suggerint
que la mutaci6 p.R671C i depleci6 d’'EFG1 desencadenen principalment una
disminucié de la taxa de traduccié mitocondrial de novo, més que de fidelitat de la

traduccié mitocondrial?34.

Al model KI/KO es suma I'afectacio del Cl tant en fetge com en cervell (disminucié
del Cl acoblat i de la seua activitat). A més, s'observa que la subunitat NDUFA9
(codificada a I'ADNn) també esta disminuida, segurament per la seua
desestabilitzacié en estat lliure (igual que COXIV). Pel que fa al Clll, pensem que la
determinacié espectrofotometrica d’activitats de la CTE??® és un métode
quantitativament més acurat en comparacié amb la immunodeteccié per BN-PAGE,
i encara que la determinacié de I'activitat del Clll sol tenir associades més dificultats
en comparacié amb la dels altres complexos, es fa visible un lleuger defecte en els

dos teixits diana.

El Cll és I'tinic del sistema OXPHOS conformat sols per subunitats codificades a
I'ADNnR, per aix0 no sol estar afectat en malalties associades a defectes en la
traduccié mitocondrial'®. En algun cas particular s’ha detectat per histoquimica una
major activitat succinat deshidrogenasa (part del Cll) en bidpsies musculars de
pacients amb COXPD15¢ que, com en altres malalties mitocondrials, s’associa a un
augment de massa mitocondrial com a resposta al defecte del sistema OXPHOS,
més que a una sobreexpressio de Cll. Tanmateix, 'augment del Cll acoblat també
s’ha detectat en ratolins amb defectes a la traduccié mitocondrial causats per la
pérdua especifica de MTIF3 en cor i muscul esquelétic''>. No obstant aixo, als
models murins Kl i KI/KO es mantenen uns nivells normals de la subunitat SDHA (en

mitocondris i homogenats de fetge i cervell), del Cll acoblat i la seua activitat

225



| Discussid

enzimatica (en mitocondris i homogenats de fetge i cervell, respectivament). Per
aquesta raé hem utilitzat SDHA i CIl com a marcadors de massa mitocondrial a les
immunodeteccions per westen blot SDS-PAGE i BN-PAGE.

La reversio del deficit de CIV en fetge als ratolins Kl de 50 setmanes d’edat apunta
a que la traduccié mitocondrial, que continua sent menys eficient a aquesta edat,
podria tenir un rol més actiu en animals joves i anar diluint-se les consequéncies dels
seus defectes amb 'edat. Aixo podria deure’s a una major activitat mitocondrial i per
tant del sistema OXPHOS durant les etapes de desenvolupament, quan teixits com
el fetge sén proliferatius, mentre que amb I'edat, quan el turnover mitocondrial es
redueix?*?, I'acoblament del CIV no es veu tan alterat. Una altra possibilitat,
compatible amb I'anterior, seria la possible estimulacié de mecanismes moleculars
de resposta dirigits a estabilitzar i acoblar les subunitats al CIV’. La caracteritzacio
dels ratolins KI/KO adults es va efectuar a les 30 setmanes d’edat tenint en compte
el precedent del model KI, I'estalvi de temps per obtenir els ratolins i pensant que els
pacients amb COXPD1 tenen associada una esperanga de vida reduida i no seria
del tot representatiu estudiar edats més avangades al model muri. El fet de que el
fenotip COXPD es mantingui a les 30 setmanes d’edat, obre una amplia finestra

temporal de cara a testar potencials aproximacions de terapies sobre el model KI/KO.

Finalment, és cert que cal tenir present el fons genétic mixt entre C57BL/6NTac i
C57BL/6J de la colonia Gfm1R671C~ g I'hora d’interpretar alguns resultats. No obstant
aix0, pensem que les alteracions moleculars relatives al perfii COXPD sén prou
robustes, algunes d’elles ja s’havien detectat al model Kl (que presentaven un fons
genétic homogeni C57BL/6NTac) i el fet d’introduir animals Kl amb el fons genétic
mixt a la caracteritzacié dels ratolins KI/KO dona garanties que la probabilitat d’errors
relatius a aquest aspecte deu ser molt baixa. A més a més, als ratolins utilitzats per
'estudi de terapia génica, amb fons genétic homogeneitzat cap a la soca C57BL/6J,
es conserva el fenotip COXPD molecular del model KI/KO, tal i com s’observa als

ratolins control exposats al vehicle.
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6.1.3. Absencia de fenotip neuromuscular i hepatic COXPD1

El greu quadre clinic que pateixen des de just després del naixement els pacients
amb COXPD1 contrasta amb que en cap dels dos models murins generats (Kl i
KI/KO) s’han arribat a detectar alteracions en la condicié fisica, ni disfuncions
neuromusculars o hepatiques que reprodueixin els trets clinics dels pacients,
relacionades amb el fenotip molecular COXPD derivat de la deplecié d’EFG1. La
supervivéncia dels ratolins Kl i KI/KO és normal en comparacié amb la dels animals
Gfm1+*, tots dos models son fértils i el pes relatiu dels teixits analitzats no ofereix
variacions entre genotips. Pel que fa al pes corporal I'inic rellevant és que aquest és
inferior als ratolins KI/KO de 7 dies d’edat, tot i que es normalitza després del
deslletament. Tret que seria interessant explorar més en profunditat ja que en el cas
de no estar relacionat amb el fons genétic mixt, podria ser indicatiu d'un

desenvolupament endarrerit derivat del perfil COXPD molecular.

Els tests d’exercici fisic duts a terme han demostrat que els ratolins mutants Kl i
KI/KO, tant joves com adults, presenten una resisténcia fisica i forca normals, que
concorden amb les activitats enzimatiques normals de la cadena respiratoria
observades en muscul esquelétic. Tampoc s’han detectat alteracions
neuromusculars diferencials indicatives de menor coordinacié o possible afectacio
neurologica als ratolins KI/KO, malgrat el defecte OXPHOS en cervell. En aquest
sentit, cal comentar que al model KI/KO es va intentar analitzar la morfologia cerebral
provant de mesurar I'area i gruix de l'isocortex sobre talls criopresservats i tenyits
amb Cresyl Violet, perd la baixa qualitat dels talls obtinguts ens va impedir efectuar
una analisi acurada. Llavors, roman la incognita de si el perfil COXPD molecular en
cervell porta associat un defecte morfoldgic que encara que sigui lleu pugui derivar
en algun defecte funcional detectable. Per tant, seria interessant plantejar en un futur
analisis d’imatge per ressonancia magnetica?’¢243 sobre cervells de ratolins
Gfm1R671C~ i en el cas de detectar qualsevol tipus d’anomalia, repetir el Rotarod a
altres edats o modificant-ne les condicions, i/o aplicar altres tests cognitius?+4. De fet,
companys del propi grup de recerca han dut a terme una bateria de tests sobre
ratolins KI/KO nounats dirigits a detectar qualsevol defecte en el desenvolupament i

els resultats, tot i que deurien de validar-se amb una cohort més amplia d’animals,

2217



| Discussid

suggereixen possible afectacié auditiva, resultat préviament descrit en models amb

defectes a la traduccio mitocondrial’2.

L’estudi d’altres models murins amb traduccié mitocondrial disfuncional ha posat de
manifest alguns trets metabolics que no hem observat en el nostre model. Per
exemple, el defecte a la sintesi de polipeptids codificats a TADNmt en el ratoli
heterozigot Ptcd1*- s’ha relacionat amb obesitat d'aparicié adulta que resulta en
esteatosi hepatica, postulant-se les mutacions en aquesta proteina de maduracio de
I’ARNr-mt com a un factor de predisposicié important per desenvolupar la sindrome
metabolica''?. No obstant aix0, els signes d’afectacié hepatica observats als nostres
ratolins mutants no estan relacionats aparentment amb la marcada deplecié d’'EFG1.
D’una banda, lincrement de [lactivitat ALT en plasma i el perfil histologic
d’esteatohepatitis s'observa tant en ratolins Gfm1R671C/R671C com en Gfm1** amb
'envelliment, i encara que als mascles Kl la tendéncia d’augment de 'ALT és més
marcada, sembla que aquests trets deuen estar associats al fons genétic, ja que n’hi
ha resultats previs que recolzen la predisposicid de la soca C57BL/6NTac a
experimentar aquestes alteracions?*®. En biopsies de pacients s’ha detectat
increment de glicogen en muscul®® i fibrosi i acumulacié de lipids en fetge®. Als
ratolins Gfm1R677C/ (amb fons geneétic mixt), s’entreveu a les 30-35 setmanes d’edat
una progressié de 'ALT i esteatosi hepatica similar a 'observada amb el model KI.
A més, I'analisi histologica descarta alteracio del glicogen hepatic?*6 a les 8 setmanes
d’edat i revela abséncia de fibrosi a les 30 setmanes d’edat. Amb tot aixd, sembla
que l'afectaci6 OXPHOS al fetge d’ambdds models murins no es troba lo
suficientment accentuada com per a desencadenar insuficiencia hepatica. Interessa
recordar que s’han reportat alguns casos de pacients amb COXPD1 que presenten
defectes OXPHOS en fetge perd no manifesten simptomes hepatics®, i és facil
pensar que aquesta situacié pugui ser més habitual ja que el diagnostic molecular

normalment no s’efectua sobre biopsies de fetge.

Alguns autors han observat que 'augment de la proliferacio cel-lular estimulada per
una resposta d’estrés mitocondrial podria ajudar a revertir defectes de la traduccio
mitocondrial al fetge de models de ratoli''®. Per contra, en models murins amb
defectes mitocondrials i hepatotoxicitat induida, la regeneracié hepatica s’ha detectat

reduida?*’. Als ratolins KI/KO la immunohistoquimica Ki-67 en fetge no revela cap
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alteracio. No obstant aix0, independentment del genotip es deixa entreveure i valida
la major capacitat proliferativa dels hepatocits als animals joves en comparacié amb

els ratolins adults?48,

Les analisis de marcadors bioquimics en plasma, dirigides principalment a detectar
alteracions relacionades amb el perfil COXPD hepatic dels models Kl i KI/KO, no han
permeés detectar practicament cap tret diferencial. Tan sols és destacable la deteccio
d'una concentracié inferior de triglicerids al plasma dels ratolins KI/KO de 20
setmanes d’edat en comparacié amb els animals WT. Resultat que, tal i com s’ha
detectat al model de ratoli Wars2V?17L/VI17L 107 'nodria estar relacionat amb I'increment
d’acids grassos lliures circulants reportat als ratolins heterozigots Gfm71*- de
FEMMA'6.117 i suggerir una possible alteracié del metabolisme lipidic com a efecte
resposta davant el defecte OXPHOS dels models murins. De fet, en altres models
de ratoli amb defectes a la traduccid mitocondrial s’ha detectat augment
d’intermediaris del cicle de Krebs (MRPS12¢r/er)'13 o al model Ptcd1*- sota una dieta
rica en greix s’ha observat reducci6 del contingut de lipids estimulada per AKT, que
junt amb una major biogénesi mitocondrial protegeixen els ratolins de guanyar pes i
redueixen l'acumulacié de lipids en fetge'''. No obstant aixo, tenint present la
predisposicié del fons genétic de les nostres colonies per desenvolupar esteatosi
hepatica, qualsevol aspecte relacionat amb el metabolisme de lipids deu ser estudiat
amb prudéncia, i seria interessant analitzar-lo sota el fons genétic homogeni
C57BL/6J.

D’altra banda, l'increment de lactat en plasma propi dels pacients amb COXPD1 no
s’observa al model KI/KO, i fa que es plantegi I'opcié de testar altres marcadors
bioquimics de disfuncié mitocondrial, com per exemple FGF21 (fibroblast growth
factor 21), en mostres de sang dels ratolins%7249, Poder trobar un marcador d’aquest
tipus amb valors diferencials al plasma dels ratolins KI/KO seria molt rellevant a ’hora
d’avaluar la progressié del perfil COXPD sense haver de sacrificar els animals, en
condicions normals i/o per monitoritzar millor I'efecte d’'una potencial estratégia

terapéutica.
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6.1.4. Estimulacio de mecanismes moleculars de resposta

La drastica reduccio d’EFG1 als ratolins Kl i KI/KO altera la funcionalitat de Ila
traduccié mitocondrial i dona lloc a un defecte OXPHOS clar en fetge, perd també
en cervell al segon model muri. Tanmateix, per tal d’'intentar donar resposta a per
qué el fenotip COXPD molecular aparentment no desencadena cap patologia sobre
fetge i cervell, resulta interessant avaluar possibles mecanismes que puguin estar

estimulats i compensar el déficit I EFG1.

En pacients s’ha proposat que la composicié de la maquinaria de traduccié pot
explicar la resposta variable de diferents teixits a les mutacions en GFM1 i que alguns
processos compensatoris poden activar-se, com és la sobreexpressio d’altres factors
d’elongacié®®. Una observacioé similar s’ha descrit en ratolins, on la manca del factor
d’iniciacié MTIF3 en cor s’ha relacionat amb un augment d’altres factors de traduccio
com EFTu i EFG2'"5. Contrariament, als nostres models de ratoli no s’han trobat
evidéncies dels ajustaments de sobreexpressio indicats, ja que I'expressié dels
factors EFTu, EFTs i EFG2 no es troben incrementats als mitocondris de cap dels
teixits analitzats, i tan sols resta coneixer si amb altres factors d’iniciacid, terminacio

o reciclatge ocorre el mateix.

En malalties on la disfuncié mitocondrial és la base d'un procés d’alteracié del
desenvolupament cerebral o neurodegeneratiu és freqient trobar associat un
augment de la massa mitocondrial per a superar el defecte qualitatiu causat per
proteines mitocondrials mutades, resposta que en molts casos no sol ser suficient
per corregir el déficit energétic ja que no incrementa la quantitat de mitocondris
funcionals'?. Als fetges i cervells dels ratolins KI/KO, es detecta un augment
d’'activitat CS que podria venir donat per I'increment de massa mitocondrial i/o
I'estimulacio d’intermediaris del cicle de Krebs, tal i com alguns autors han reportat
en altres models murins similars''®. Tanmateix, mitjangant western blot els nivells
d’aquest enzim, aixi com el d’altres marcadors de massa mitocondrial (SDHA i
VDAC1) no es detecten augmentats als homogenats de teixits de ratolins KI/KO
joves. Aquests resultats divergents poden explicar-se per la major sensibilitat del
métode espectrofotométric d’activitat enzimatica en comparaci6 amb la

immunodeteccié de les proteines a I'hora de detectar alteracions subtils, tal i com
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ocorre amb el defecte de CIIlI als animals KI/KO (reduccié de l'activitat sense

observar nivells inferiors del complex acoblat).

Per una altra banda, tant als animals KI com KI/KO joves el numero de copies
d’ADNmt es manté equiparable al dels ratolins WT als dos teixits diana analitzats,
suggerint que el defecte de la traduccié mitocondrial no porta associat un augment

de la replicacio i/o estabilitzacié de ’ADNmt.

La caracteritzacié d’altres models de ratoli amb defectes a la traduccié mitocondrial
i disfuncié del sistema OXPHOS ha permés identificar en diverses ocasions un
increment dels nivells basals d’espécies d’ARNmt (ARNm''3, ARNt''* o ARNr®)
derivat de I'estimulacié de la transcripcié mitocondrial i/o I'estabilitzacié posterior dels
transcrits'% | aixi com una estimulacié de la biogénesi del mitoribosoma®©.108.109.115,
En el nostre cas, la quantificacié dels nivells basals de TARNm Nd4 i de 'ARNr 16S
deixa entreveure un augment de les dues espécies als cervells dels ratolins Kl joves.
Tanmateix, al model KI/KO és rellevant que, quan s’intensifica el perfil COXPD,
també augmenten de forma més evident ambddés ARN mitocondrials tant al fetge
com al cervell dels animals joves. Encara que seria interessant ampliar les analisis a
més transcrits, aquests resultats demostren que la reduccié de la taxa de traduccio
mitocondrial derivada del déficit ’EFG1 comporta una resposta relacionada amb
I'estimulacio de la transcripcié mitocondrial i/o 'augment de I'estabilitat dels transcrits
resultants. Possiblement, la resposta més rapida i marcada que sembla haver-hi al
cervell en comparacié amb fetge pot tenir a veure amb I'afectacié diferencial dels dos

teixits, sobretot en el context del model KiI.

Paral-lelament, als ratolins Kl es detecta un increment de dues proteines del
mitoribosoma (MRPS9 i MRPL13) en mitocondris de fetge, confirmant-se aquest
efecte al fetge i cervell del model KI/KO, on es suma 'augment de MRPS35. Aixd
concorda amb l'augment dels nivells de 'ARNr 16S i suggereix que s’estigui
estimulant la biogénesi del mitoribosoma, sent de nou la resposta més marcada en
mitocondris de cervell que amb els de fetge. Tenint en compte que les MRPs estan
codificades a 'ADNN, si el seu augment fos causat per la seua sobreexpressio es
confirmaria que el defecte mitocondrial dels ratolins mutants engega una resposta

compensatoria a nivell nuclear o citoplasmatic. Alternativament, aquest augment es
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podria deure a I'estabilitzacié de les MRPs als mitocondris, la qual cosa suggeriria
una resposta compensatoria relacionada amb ajusts de 'homeostasi proteica post-
traduccional. En relacié amb aixo, 'augment de les MRPs no té per qué traduir-se
en un increment de les subunitats 28S i 39S o del mitoribosoma acoblat, i seria
interessant aprofundir en aquest aspecte. De fet, i com a exemple, al model de ratoli
Clpp™, tot i que es dona una situacié similar a la nostra, els nivells del mitoribosoma

acoblat (55S) es presenten reduits'%.

Al model de ratoli KO especific de fetge per a la proteina LRPPRC, a part de veure’s
incrementada la quantitat de mitoribosomes per unitat de mitocondri, s'indueixen
mecanismes de protedstasi per mantenir un balang entre les subunitats del sistema
OXPHOS codificades a I'ADNmt i a I'ADNn. A més, s'observen canvis als
glicerofosfolipids de membrana que poden participar en l'estabilitzacié del CIV
residual en supercomplexos, apuntant a que aquesta reorganitzacié supramolecular
pot afavorir la preservacio de la funcionalitat de la CTE'2. Cal tenir present que, en
el nostre cas, els BN-PAGE efectuats han anat dirigits a I'analisi individual dels
complexos OXPHOS i seria interessant en un futur modificar les condicions
experimentals per tal de poder estudiar els supercomplexos. Els complexos
OXPHOS s‘acoblen entre ells formant supercomplexos, havent-se descrit que
d’aquesta manera millora I'eficiencia de la CTE i per tant el rendiment energetic’.
Llavors, no és estrany pensar que als fetges i cervells KI/KO es pugui donar una
reorganitzacié sobretot de CI i CIV en supercomplexos per compensar la seua
disminucié, o bé promoure la seua estabilitzacio tal i com ocorre amb altres models

murins''3, minimitzant aixi els efectes del fenotip COXPD.

S’ha observat que, depenent del grau i/o tipus d’afectaci6 de la traduccid
mitocondrial, el fenotip molecular derivat pot ser completament desigual entre
diferents models murins, especific per a cada teixit i oferint una progressio variable
amb l'edat en cada cas. Per a cada situacié, la resposta integrada d’estrés (ISR)
promoguda a través de diferents mecanismes, pot assolir diferents graus: des de no
engegar-se i desencadenar patogenicitat, fins a estimular-se causant modificacions
compensatories a nivell trascriptomic i protedmic que arribin a rescatar total o
parcialment el defecte inicial'%7-1'3, En la caracteritzacié molecular sobre biopsies de

pacients, llevat de la descripcié dels nivells basals dels factors d’elongacid i els ratios
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entre ells®%, no tenim constancia de que s’hagin explorat de moment altres possibles
mecanismes de resposta. En el cas de poder aprofundir en un futur en aquest estudi
sobre diferents teixits tant de pacients com del model muri KI/KO, es podrien fer
visibles mecanismes que ajuden a que els ratolins aconsegueixin compensar o
esquivar els efectes de la deplecio dEFG1 i possiblement no estan activats en
humans, obrint la porta a cercar formes de promoure o imitar 'escenari del model

muri en humans i suggerint noves aproximacions terapéutiques per a la COXPD1.

6.1.5. Alternatives i perspectives de futur del model Gfm1Ré7:¢/-

Els defectes mitocondrials no sempre desencadenen un fenotip detectable a través
de 'observacio o de proves funcionals no invasives als models in vivo, i de vegades
és sota certes condicions d’estrés quan aquest fenotip s’evidencia. Es el cas per
exemple del ratoli knock-out per a la topoisomerasa 1 mitocondrial (TOP1mt), sense
fenotip aparent en condicions normals, perd on la fibrosi en fetge induida amb CCl4
compromet el manteniment de I'ADNmt, les funcions mitocondrials i, en
conseqiiéncia, la regeneracié hepatica?*’. Resultats rellevants que, extrapolats a un
context de carcinoma hepatocel-lular, han demostrat la correlacié entre la manca de
TOP1mt i la major supervivéncia de pacients amb aquest tipus de cancer,
assenyalant la importancia de TOP1mt per al creixement tumoral i convertint-se en

una potencial diana per a futurs tractaments?.

D’altra banda, la deleci6 d’EFG1 induida amb tamoxifé sobre el ratoli Gfm1~/-
especific per a limfocits T durant el desenvolupament de I'encefalomielitis
autoimmunitaria experimental (EAE) protegeix dels simptomes de la malaltia,
demostrant que EFG1 és necessari per a la funcionalitat de les cél-lules Th17 i
aportant una evidéencia per considerar la inhibicié de la traduccié mitocondrial com a
un métode per combatre respostes patologiques de les cél-lules Th''8, A part de
proposar a EFG1 com una diana prometedora per controlar la traduccié mitocondrial
i modular la resposta immunitaria, aquests autors van subratllar la capacitat dels

antibiotics que actuen sobre el mitoribosoma per alterar les funcions cel-lulars '8,

Aquests exemples demostren que els models de ratoli amb defectes mitocondrials

sén de gran utilitat per a la recerca basica i translacional, tant en el camp de les
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malalties mitocondrials com en el d’'altres patologies amb major prevalenga. Aixo
posa en valor la potencial aplicabilitat futura del model Gfm1R67C¢~ al temps que
ajuda a pensar aproximacions que podrien posar-se sobre la taula per tal de millorar

el model perqué reprodueixi millor el quadre clinic de la COXPD1.

La combinacio dels al-lels knock-in i knock-out en el model Gfm1R671C- gconsegueix
reduir la proteina EFG1 fins a un 2-5% dels nivells basals als mitocondris de fetge i
cervell comparant amb animals WT. Tot i aix0, la taxa de traduccié mitocondrial es
manté lo suficientment elevada com per a que el defecte de la CTE i el sistema
OXPHOS no acaben desencadenant cap manifestacié patologica clara i, pel que
hem pogut detectar, els ratolins semblen mantenir-se basicament sans. Tenint en
compte que I'abséncia completa d’EFG1 resulta letal en estadis embrionaris, queda
de manifest que el llindar a partir del qual deu haver afectacio patologica ha de situar-

se en uns nivells de factor d’elongacié encara menors.

Davant d’aquesta situacio, és inevitable pensar en aproximacions dirigides a alterar
la funcionalitat de la proteina EFG1 residual dels ratolins KI/KO o que permetin
directament reduir un esglaé més els nivells basals del factor d’elongacid. Aixi doncs,
s’ha plantejat administrar els ratolins KI/KO amb antibiotics que puguin tenir efectes
deleteris sobre la traduccié mitocondrial, prioritzant I'is de molécules com 'ArgC
(Argyrin C) que tenen com a diana EFG1''8, De fet al propi grup ja s’han realitzat
estudis preliminars utilitzant fibroblasts de pacients amb COXPD1 i fibroblasts
embrionaris de ratolins (MEFs), i els resultats mostren com a part de I'ArgC, l'acid
fusidic i el tedizolid (que inhibeixen la traduccié bacteriana) produeixen certa toxicitat
cel'lular a nivell mitocondrial i podrien ser bons candidats per testar el seu efecte
sobre el model KI/KO. Alternatives una mica més inespecifiques i agressives podrien
incloure sotmetre als animals amb compostos que indueixen toxicitat hepatica, com
ara el CCls, tal i com s’ha fet amb altres models?#’. Una altra opcié podria ser I'estudi
d’'un ratoli KO de Gfm1 especific de fetge o cervell, que en el cas de no ser letal
durant I'etapa embrionaria seria molt Util per caracteritzar el desenvolupament i la

fisiopatologia de cada teixit amb abséencia completa d'EFG1.
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6.2. Terapia génica amb rAAV sobre el model Gfm1Ré7:¢/-

6.2.1. Estrategia preclinica plantejada

Donat que la COXPD1 és una malaltia monogénica, la correccié génica mitjangcant
la introduccié d’'una copia funcional de GFM1 amb un vector a les cél-lules dels teixits
afectats dels pacients podria evitar la progressié de la malaltia i corregir certs
defectes clinics ja presents. Al propi grup ja s’ha demostrat que el tractament de
fibroblasts de pacients amb COXPD1 amb un vector lentiviral (LV) que conté la
sequiéencia codificant de GFM1 sota la regulacié del promotor de la fosfoglicerat
quinasa humana (hPGK), ofereix una transduccié capag de dirigir I'expressio d’'EFG1
de forma eficient i estable, revertint el fenotip molecular caracteristic (resultats no
publicats). En aquesta tesi hem donat el primer pas de cara a extrapolar I'estudi
preclinic de terapia génica a un model in vivo, el ratoli Gfm1R677¢ que hem generat
i caracteritzat en aquest mateix treball i que ha demostrat tenir un clar fenotip

molecular susceptible de ser corregit.

Els rAAV son actualment 'opcio preferida per a les estratégies de terapia genica in
vivo ja que, a diferéncia dels LV, sén vectors amb una taxa d’integracié negligible i
per tant redueix la possible genotoxicitat. La seua biologia, estructura simple i
abséncia de malalties associades ha fet que siguin un dels vectors de transferéncia
liders en el desenvolupament clinic, i un gran nombre d’assaigs clinics ja ha

demostrat que son segurs i ben tolerats?5'.

L’ds de vectors adenoassociats permet la correccid génica d’'un teixit especific
mitjangant l'aplicacié sistémica gracies a la combinacié de diferents capsides
viriques amb un tropisme determinat i la regulacié de I'expressié génica mitjangant
promotors especifics, la qual cosa permet dirigir la terapia als teixits afectats 192252253,
En el context de I'hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1, tenint en
compte el quadre clinic dels pacients es prioritza fer arribar la copia funcional de
GFMT1 a cervell i fetge, que son els teixits amb afectacio més greu. Vam elegir la
forma humana de GFM1 com a gen terapéutic dels rAAV generats ja que, en cas
d’obtenir resultats positius en els ratolins, aix0 facilitara la seua possible translacio

futura cap a assaigs clinics. De cara a aplicar la terapia génica sobre el model
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Gfm1R671C~ fins I'actualitat no es tenia coneixement que la forma humana d’EFG1
fos capag d’importar-se correctament des del citosol als mitocondris de ratoli i exercir
la seua funci6 a la maquinaria de traduccié mitocondrial murina. Davant d’aquesta
incertesa, es va decidir comencar pel fetge com a diana, ja que a diferéncia del
cervell és un teixit molt més accessible utilitzant rAAV amb tropisme natural'®?, i tal i
com s’ha comentat a la introduccio, ofereix avantatges com l'alta taxa de transduccio
dels hepatocits, la quiescéncia amb I'edat®>* i la capacitat d’esquivar la resposta

immunitaria cap al gen terapéutic'93.

Entre els serotips que presenten tropisme hepatic es va decidir utilitzar la capsida de
'AAVY, ja que també s’ha descrit que té capacitat per transduir cervell?®® i d’aquesta
forma es podrien obtenir resultats utils de cara al disseny d’'una futura estratégia
preclinica dirigida a aquest teixit. Pel que fa al genoma del vector, es van utilitzar les
ITR de I'AAV2 i el casset ApoE-hAAT (enhancer-promotor), que al propi grup han
donat lloc a resultats exitosos en estudis preclinics amb el model muri d’una altra
malaltia, el MNGIE, amb TYMP com a gen terapeutic?°/2%8, Altres elements del
nostre vector, com ara l'intr6 HBB2 i el seu senyal de poliadenilacio, també

acompanyaven el casset ApoE-hAAT i ’ADNc de TYMP als estudis anteriors.

Tenint en compte la influéncia significativa del sexe dels ratolins sobre la transducci6
hepatica dels rAAV233 vam decidir incloure mascles i femelles en el nostre estudi,
analitzant en paral-lel i de forma independent I'efecte de la terapia sobre els dos
sexes. La injeccid intravenosa del vector és una de les més utilitzades pel fet de ser
poc invasiva; la dosi (51012 gv/kg) es troba dintre del rang administrat normalment
en estudis similars'?” i I'edat d’administracié (6 setmanes) és equivalent en humans
a la d’alguns pacients amb COXPD1. El grup de ratolins KI/KO tractats amb vehicle,
s’ha utilitzat per controlar efectes adversos notables que aquest pogués originar, tot
i que en estudis futurs dirigits a analitzar la immunogenicitat del gen terapéutic i del
seu producte d’expressio, es deuria substituir per animals KI/KO administrats amb

un AAV9 amb un constructe similar al del nostre vector pero sense GFM1.

Per ultim, la manca d’'un marcador bioquimic circulant o qualsevol altre tipus de
biomarcador associat al perfil COXPD dels ratolins Gfm1R677¢* impossibilita seguir

periodicament I'efecte de la terapia als animals tractats amb el rAAV. Com que es
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feia necessari sacrificar els ratolins per analitzar I'eficacia de I'estrategia preclinica
sobre els teixits diana, es va plantejar que quatre setmanes post-tractament podria
ser temps suficient per detectar transduccié hepatica2’®, expressié de GFM1T i
recuperacio del defecte OXPHOS'?’. Afortunadament, les prediccions han resultat
exitoses, perd continua sent interessant avaluar en un futur el fenotip COXPD a
temps més prolongats (p. ex. a les 30 setmanes d’edat), per tal d’analitzar el
manteniment de I'efecte aconseguit i el grau de dilucié del gen terapéutic amb el

temps.

El vector ssAAV9-hAAT-GFM1 administrat segons les condicions descrites no
s’associa amb cap alteracié de pes corporal ni del pes relatiu de fetge dels ratolins
KI/KO. Les necropsies no revelen cap anormalitat macroscopica als teixits dels
ratolins tractats i no s’ha detectat cap alteracidé que suggereixi efectes adversos
relacionats amb el tractament, tal i com s’ha observat en altres ocasions'’475. No
obstant aixd, aquest estudi s’ha centrat en 'avaluacié de I'eficacia del rAAV generat
i seria necessari efectuar estudis exhaustius de bioseguretat (analisi histologica dels
teixits, biomarcadors, analisis de supervivencia prolongada, etc.) per tenir informacio

acurada d’aquest aspecte, que no formava part de I'abast dels nostres objectius.

6.2.2. Transduccio dels teixits diana i expressio hepatica del gen terapéutic

El vector ssAAV9-hAAT-GFM1 transdueix de forma exitosa el fetge dels ratolins
KI/KO, detectant-se un niumero de copies de genoma viral significativament superior
en mascles que en femelles, d’acord amb el que s’ha descrit en referéncia a la
influeéncia dels androgens per augmentar la transduccié dels AAV fins a 7 vegades
als fetges dels ratolins mascles en comparacié amb les femelles?32. D’altra banda, la
quantitat ’EFG1 en mitocondris de fetge augmenta fins aproximadament el 20% i
50% en femelles i mascles respectivament, en comparacié als nivells basals WT. A
més es confirma una correlacio positiva entre el nUmero de copies de vector i els
nivells mitocondrials d’EFG1. La caracteritzaci6 dels models murins Kl i KI/KO ha fet
visible que EFG1 es troba en excés en condicions normals, i tal i com es discuteix a
continuacio, creiem que no és necessaria una recuperacié completa del factor

d’elongacio per a poder restituir la CTE i el sistema OXPHOS.
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Tal i com ha ocorregut amb altres estudis de terapia génica basada en AAV sobre
models murins, la forma humana de la proteina expressada pel gen terapéutic, en el
nostre cas EFG1, aconsegueix importar-se satisfactoriament a mitocondris200:206.210,
Aquest pas és critic i la seua eficieéncia podria avaluar-se, tal i com s’ha fet en el
context de LHON, on sota injeccions intraoculars d’AAV2-ND4FLAG s’ha confirmat
per immunoprecipitacié i immunofluorescéncia que la forma humana de ND4 es
processa i importa correctament als mitocondris de cél-lules ganglionars de la retina

i axons del nervi optic murins256,

Idealment el tractament hauria d’arribar per igual a totes les cel-lules hepatiques,
assolint una transduccié generalitzada. Aixi doncs, un aspecte a tenir en compte i
pendent de ser avaluat és si la transduccio del rAAV i per conseglent I'expressio de
la proteina terapéutica es distribueix de forma homogeénia al llarg del fetge. Les
analisis per immunohistoquimica o immunofluorescéncia utilitzant un anticos
especific contra 'TEFG1 humana, podrien ser una bona estratégia per quantificar el
percentatge de cel-lules hepatiques eficientment tractades, aixi com identificar arees

del fetge on el vector té més dificil 'accés.

Contrariament al que ocorre en fetge, la transduccié del ssAAV9-hAAT-GFM1 en
cervell és molt poc eficient, i encara que a la qPCR s’arriba a amplificar GFM1 al
cervell de ratolins tractats, a diferéncia del que passa als controls negatius (WT i
KI/KO V), pensem que el VCN obtingut és poc fiable ja que es van haver d’utilitzar
extractes d’ADN total molt concentrats per tal d’amplificar GFM1, la qual cosa
s’associava a una certa interferéncia de la reaccid6 qPCR. L'eficiéncia de la
transduccié del CNS per part del serotip AAV9 administrat per via intravenosa sovint
ha ofert resultats divergents?57:2%8, i depén de diverses variables entre les quals hi ha:
la dosi (que correlaciona amb el VCN), la formulacié del vehicle (que pot facilitar
travessar la barrera hematoencefalica), si es tracta d’'un genoma scAAV (que
incrementa el grau de transduccié en comparacié amb els ssAAV), o la preséncia
d’anticossos neuralitzants (NAbs), entre d’altres?%. Llavors, és cert que d’entre els
serotips naturals 'AAV9 és, a part de 'AAVrh10, el que major transduccio al sistema
nervios central ofereix, perd depenent del tipus cel-lular, I'area cerebral a la qual es
vulgui arribar i el gen terapéutic seleccionat, I'eficiencia obtinguda amb una

administracié sistémica es veu compromesa i és limitada en molts casos25¢.259, Una
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alternativa per tal d'incrementar I'eficiencia de transduccié de 'AAV9 al CNS seria
testar vies d’administracié alternatives, com ara la intratecal?%°. No obstant aixo, com
que en el nostre cas preferim optar per una administracié intravenosa del rAAV, i
l'opcié d’incrementar de la dosi podria causar efectes adversos sobre teixits
periférics2°¢, potser la millor opcié és la de seleccionar una capsida de nova

generacio de cara als futurs estudis preclinics dirigits a cervell.

6.2.3. Correccio del perfil COXPD molecular del fetge

La proteina EFG1 humana expressada pel gen terapéeutic, que conserva un 94% de
similitud amb la proteina ortdloga murina®?, s’importa a mitocondris i a més deu ser
funcional tal i com demostra la reversié del fenotip molecular COXPD hepatic dels
ratolins KI/KO tractats amb el rAAV.

Les analisis de traduccié mitocondrial in organello aquest cop van oferir resultats poc
consistents (no mostrats en aquesta tesi) que no van replicar als diferents intents
realitzats. Segurament la causa deu estar relacionada amb algun factor experimental
desconegut, i com que es tracta d'un metode on s'utilitzen mitocondris frescs, es va
esgotar el nombre de ratolins KI/KO AAV i per tant d’oportunitats per tal de resoldre
el problema. No obstant aix0, els mateixos extractes mitocondrials obtinguts van
permetre detectar la restitucid parcial dels nivells basals de les subunitats NDUFA9,
NDUFA10, COXI i COXIl als ratolins KI/KO tractats. Resultat que associem a
'augment de la taxa de sintesi dels polipéptids codificats a TADNmt (com COXI i
COXII) gracies a la funcié de 'EFG1 humana. La recuperacié quasi per complet dels
complexos Cl i CIV mitocondrials demostra que els polipéptids derivats de la
traduccioé mitocondrial als animals KI/KO AAV deuen ser estables i acoblar-se junt
amb les subunitats codificades a ’ADNn, explicant que aquestes ultimes deixin
d’estar lliures i degradar-se (com NDUFA9 i NDUFA10). Finalment, les activitats
enzimatiques de CI i CIV confirmen la millora del defecte de la CTE amb la terapia,
mostren la funcionalitat dels complexos i la correccié del fenotip COXPD molecular
del fetge (Figura 6.2).
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Figura 6.2. Efecte de I'estratégia preclinica de terapia génica sobre el model de ratoli
Gfm1R671C~ (A) Fenotip COXPD molecular al fetge del model Gfm1R67'% on la deplecio
d’EFG1R7C (taronja) redueix I'eficiéncia de sintesi dels polipéptids codificats a '’ADNmt, donant lloc
a una afectacio de Cl i CIV (complexos acoblats i activitat enzimatiques inferiors). (B) El ssAAV9-
hAAT-GFM1 transdueix els hepatocits del model muri, proveint-los de la seqliéncia correcta de
GFM1. L’EFG1 humana expressada pel gen terapéutic (blau) s'importa a mitocondris i €s funcional,
revertint el perfil COXPD inicial.

El balang de subunitats codificades a ’TADNmt i TADNn ha permeés en altres ocasions
corregir el defecte d’'un complex OXPHOS determinat a través de terapia génica amb
rAAV dirigida a restituir subunitats codificades a TADNn (NDUFS4200-202) o TADNmt
(ND4293), aixi com de factors d’acoblament i estabilitzacié de complexos (SURF1204),
Tanmateix, nosaltres hem donat un pas addicional incrementant el pool de
polipéptids provinents de la traduccié mitocondrial per tal d’equilibrar els seus nivells

amb els dels codificats a '’ADNn i recuperar I'estat basal dels complexos Cl i CIV.
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Tal i com s’ha avancat anteriorment, el grau de transduccié (VCN) correlaciona
positivament amb la quantitat de proteina EFG1 mitocondrial. Aquesta correlacié no
es detecta entre els nivells basals d’EFG1 i els d’algunes subunitats OXPHOS
(COXII, NDUFA9, NDUFA10), els complexos Cl i CIV, i les seues activitats
enzimatiques als ratolins KI/KO tractats. En canvi, s’observa correlacié positiva
clarament significativa entre les quantitats d’EFG1 i COXI i aix0 podria deure’s a que
el turnover de COXI és major' i llavors aquesta subunitat reflecteix millor els canvis
d’eficiencia de la traduccié mitocondrial dependents d’EFG1. D’altra banda, el fet que
el CIV estigui més afectat que el ClI al fetge del model KI/KO pot justificar que el
tractament amb els rAAV restitueixi I'activitat del Cl de forma més clara en
comparacié amb la del CIV.

Les nostres observacions sobre els ratolins tractats amb ssAAV9-hAAT-GFM1
consoliden la idea que EFG1 es presenta en excés en condicions basals i encara
que aquest no restitueixi els seus nivells per complet als animals KI/KO tractats, el
seu increment a partir d’'un determinat llindar ja aconsegueix un marcat efecte sobre
el sistema OXPHOS ila CTE. De fet, als fetges de les femelles KI/KO AAV, toti que
I'expressié de 'EFG1 humana és inferior, les quantitats i activitats de Cl i CIV
assoleixen valors similars als detectats en mascles KI/KO AAV. Llavors, de cara a la
translacio de la terapia a altres teixits murins o inclis a humans, aquesta observacio
suggereix que la I'is dels rAAV pot arribar a corregir en gran mesura el perfil
COXPD1 molecular encara que I'expressioé del gen terapéutic no sigui optima i els
increments de la quantitat ’EFG1 siguin modestos. A més a més, és possible que
I'acoblament dels complexos OXPHOS requereixi més temps i que I'efecte terapéutic
encara pogués millorar respecte a I'observat, aspecte que podria analitzar-se en un

futur prolongant el periode entre 'administracié del vector i el sacrifici dels animals.

Els resultats obtinguts amb I'estratégia de terapia génica sén molt encoratjadors,
perd conve tenir presents algunes consideracions en les que es deuria d’'indagar per
tal de descartar possibles efectes perjudicials. La sobre-expressio excessiva de
proteines mitocondrials pot, per si sola, causar defectes en la funcié mitocondrial i el
metabolisme. La produccié de proteines mitocondrials defectuoses o mal plegades
codificades a 'ADNn pot donar lloc a estrés per sobreacumulacié de precursors

mitocondrials (mPOS), aixi com disfuncié dins dels propis mitocondris per
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acumulacio de proteines mal plegades (ISR, UPR)%'. En el nostre cas seria
interessant confirmar que 'EFG1 codificada pel gen terapéutic no s’acumula al
citosol, ja que podria col-lapsar els canals d’'import de les membranes externa i
interna mitocondrials. D’altra banda, si la traduccié mitocondrial es veiés accelerada
en excés i fos poc acurada podria donar lloc a un excés de polipéptids aberrants a
l'interior dels mitocondris i desencadenar una resposta d’estrés perjudicial. Per altim,
pel que fa al balang de proteines codificades als dos genomes?®" a la nostra situacio
segurament s’esta contribuint més a la seua estabilitzacié que desregulacié. No
obstant aixd, de nou convé assegurar que els polipéptids mitocondrials no es

sobreexpressin en excés.

6.2.4. Translacio de la terapia génica als pacients amb COXPD1

La terapia basada en substitucié genica mitjangant rAAV esta actualment en fase
d’assaig clinic per a una de les malalties mitocondrials més freqlients (LHON)'28, i
s’han publicat diversos estudis preclinics aplicant aquesta estratégia sobre models
de ratoli d’altres malalties mitocondrials'?’. D’entre aquestes hi ha les sindromes de
deplecio i delecions de 'ADNmt i deficiéncies relacionades amb la sindrome de
Leigh, entre d’altres. Actualment, no tenim coneixement que s’hagin dut a terme
estratégies precliniques similars sobre models murins amb defectes a la traduccio
mitocondrial que estiguin relacionats amb algun subtipus de COXPD, de manera que

el nostre estudi possiblement en constitueix el primer exemple.

De cara a la translacié de la terapia a humans, com que el déficit ’'EFG té lloc de
forma generalitzada a tots els teixits, I'is d’'un vector amb un promotor constitutiu i
una capsida amb tropisme ampli podria ser I'opcié més convenient'9426'. No obstant
aixo, cal tenir en compte que amb aquesta estratégia es complicaria encara més el
control de la terapia sobre els diferents teixits, sent altament dificil fixar la dosi
necessaria per a que a tots els tipus cel-lulars el grau de transduccid, expressié
d’EFG1 i restitucidé de la traduccié mitocondrial entre d’altres, fossin els optims:
suficients per a corregir el defecte del sistema OXPHOS, perd no excessius per evitar
efectes adversos?6'. Llavors, potser seria preferible dirigir la terapia als organs més
afectats, és a dir, fetge i cervell, utilitzant un rAAV i unes condicions d’administracio

especifiques i independents per a cada teixit diana.
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D’altra banda, cal destacar que en estudis en primats no humans i en pacients no
s’ha detectat transduccié hepatica diferencial entre sexes?%?, de manera que a priori

no caldria tenir en compte aquest aspecte en el cas d’un futur assaig clinic.

El rol dEFG1 en humans pot tenir especial importancia durant l'etapa del
desenvolupament i potser superada una certa edat el seu déficit deu tenir menor
transcendéncia. Aixd explicaria el quadre clinic post-natal i de rapida evolucié en
molts pacients, i la rad per la qual als pacients que sobreviuen aquesta primera etapa
sembla que es frena la progressio de la malaltia, tot i que romanen les afectacions
existents. Llavors, és possible que una unica administracié dels rAAV tan aviat com
fos possible (idealment al fetus dins del propi uter'9426%) pogués ser suficient per
rescatar el desenvolupament neonatal, diluir les afectacions cerebral i hepatiques, i

allargar I'esperanca de vida dels pacients amb COXPD1.

A més a més, el fet d’iniciar la terapia a etapes primerenques del desenvolupament
faria que als pacients la preséncia de NAbs contra els rAAV fos menys probable. Per
contra, a la terapia genica sobre infants el genoma del vector tendeix a diluir-se amb
el creixement, disminuint I'expressié del gen terapéutic i fent que s’hagin de re-
administrar noves dosis dels rAAV. En el cas de veure’s en aquesta necessitat al
context de la COXPD1, s’haurien d’implementar estratégies per tal d’esquivar la
resposta immunitaria i els NAbs pre-existents als pacients: des de I'Us
d’'immunosupressors'®? fins a I'aplicacié de nous rAAV amb cassets terapéutics o

capsides modificades’’.

Des del 2019 fins ara s’han publicat 18 pacients nous amb COXPD1646567-69 (un
46,2% del total de casos publicats) suggerint que amb la millora del diagnostic
genétic aquestes xifres es poden veure incrementades notablement en els propers
anys. El diagnostic preco¢ per se és un factor limitant en la majoria de malalties
mitocondrials i concretament en la COXPD1. Aquest, és un aspecte clau per tal de
poder aplicar a temps qualsevol potencial aproximacio terapéutica i aixi evitar la mort
prematura i I'aparicié de trets clinics com I'encefalopatia que, amb el temps, son

dificils de corregir.
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Els resultats d’aquest estudi conviden a pensar que el vector ssAAV9-hAAT-GFM1
podria ajudar a evitar la insuficiéncia hepatica associada a la letalitat de molts dels
pacients amb COXPD1. Aixi doncs, aquest darrer bloc de |a tesi reforga la idea que
la terapia génica basada en rAAV és una aproximacio factible per al tractament de
'hepatoencefalopatia deguda a mutacions en GFM1, i a més a més, constitueix una
prova solida de la gran utilitat del ratoli heterozigot compost Gfm1R677¢> com a model
de la COXPD1, tant per a l'estudi de la malaltia com per a testar potencials

aproximacions terapéutiques.
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La mutacié p.R671C desestabilitza la proteina EFG1 i redueix drasticament els
seus nivells als extractes mitocondrials i homogenats de teixits. Tanmateix,
I'EFG1RS71C residual preserva la seua capacitat d’'unio al mitoribosoma, tot i que

la mutacié podria debilitar subtilment aquesta interaccié.

L’al-lel Gfm1- en homozigosi és incompatible amb el desenvolupament
embrionari, mentre que la seua preséncia al model Gfm1R671C¢~ accentua la
depleci6 d’EFG1, el defecte de traduccié mitocondrial i el perfii COXPD

molecular al fetge i cervell respecte al fenotip dels ratolins Gfm1R671C/R671C,

En condicions normals, la proteina EFG1 es troba en excés en ratolins, ja que
reduccions del ~85-95% (model Gfm1R671C/R671C) només donen lloc a disfuncié
moderada del CIV en fetge, i és necessaria una reduccié més acusada (~98%,
model Gfm1R671¢+) per causar COXPD en fetge i cervell, sent el CIV de la CTE
el més sensible al defecte de traduccié mitocondrial del nostre model, seguit dels

complexos Cl i CIII.

El perfil COXPD molecular observat al fetge i cervell del model Gfm1R671C+ no
desencadena I'hepatoencefalopatia que manifesten els pacients, suggerint que,
als ratolins, I'activacié de mecanismes moleculars de resposta com 'augment de
la biogénesi i/o estabilitzaci6 dARNmt i MRPs podria compensar el déficit
d’EFG1, mantenint una traduccié mitocondrial que, tot i ser disfuncional, no

sembla arribar a ser patogeénica.

El vector ssAAV9-hAAT-GFM1 administrat per via intravenosa a una dosi de
5-10"2 gv/kg transdueix de forma eficag les cél-lules hepatiques, assolint VCN

equiparables als obtinguts en estudis preclinics similars.

L’EFG1 humana codificada pel gen terapéutic s’expressa de forma exitosa,
restituint parcialment els nivells del factor d’elongacié als mitocondris de fetge
del model Gfim1R671C¢~ A més, la correccio del perfil COXPD molecular al fetge
dels ratolins tractats apunta a que el factor d’elongacié huma és funcional a la

traduccié mitocondrial murina.
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7.

El ratoli Gfm1R671C/ manifesta un clar fenotip molecular al fetge i cervell, i encara
que seria convenient ampliar la seua caracteritzacié per identificar altres
possibles trets fenotipics, constitueix un model animal de gran utilitat per a la
COXPD1: tant per a investigar els mecanismes fisiopatologics de la malaltia com

per a testar terapies potencials.

La terapia génica basada en I'addicié d’una copia funcional de GFM1 mitjangant
I'ds de rAAV representa una aproximacio terapéutica potencialment eficag per a
la COXPD1, que mereix ser investigada més a fons per tal de confirmar la seua

possible utilitat futura.
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[

& e

Figura suplementaria 1. Nivells d’EFG1 en homogenats de gastrocnemi de ratolins
GFfm1R67TIC/R671C 3 |es 6 setmanes d’edat. Western blots representatius per detectar EFG1 en
homogenats de muscul gastrocnemi de ratolins de 6 setmanes d’edat. Cada valor d’EFG1
quantificat per densitometria es corregeix pel valor de GAPDH. Els valors, s’expressen com
quantitat relativa (RQ) i es representen com al percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es

correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent. Els asteriscs indiquen significanca
R671C/R671C.

estadistica (**p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI (Gfm1 ).

EFG1

SDHA

&
Figura suplementaria 2. Nivells d’EFG1 en mitocondris de fetge i cervell de ratolins
Gfm1R671C- 3 les 30 setmanes d’edat. Western blots representatius per detectar EFG1 en
mitocondris de fetge (A) i cervell (B) de ratolins de 30 setmanes d’edat. Cada valor d’EFG1
quantificat per densitometria es corregeix per SDHA. Els valors, expressats com quantitat relativa
(RQ) es representen com al percentatge de la mitjana dels WT i cada punt es correspon amb una

mostra provinent d’un ratoli diferent. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (**p<0,01; Mann-
R671C/-

Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1”") i KI/KO (Gfm1 ).
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Figura suplementaria 3. Traduccié mitocondrial en fetge i cervell de ratolins Gfm1R671C~
de 30 setmanes d’edat. La traduccié mitocondrial in organello es va dur a terme utilitzant
extractes mitocondrials de fetge (A) i cervell (B). Les proteines sintetitzades de novo es marquen
radioactivament i detecten per autoradiografia. Per a cada mostra es densitometra el conjunt de
bandes i el valor obtingut es corregeix per la quantitat total de proteina carregada al gel i tenyida
amb blau de Coomassie. S’obtenen valors de traduccié mitocondrial de novo, que s’expressen com
al percentatge de la mitjana dels WT. Les barres representen la mitjana de la quantitat relativa i els

punts representen els valors de ratolins individuals. Els asteriscs indiquen significanca estadistica
R671C/-

(*p<0,05; **p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI’/KO (Gfm1 ).
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Figura suplementaria 4. Nivells de subunitats dels complexos | i IV en fetge i cervell dels
ratolins GFm1R671C de 30 setmanes d’edat. Western blots representatius de subunitats del CIV
(COXIl'i COXIV)idel CI (NDUFA9) en mitocondris de fetge (A) i cervell (B). Les quantificacions per
densitometria de les dues proteines es van corregir per SDHA. Els valors, expressats com quantitat
relativa (RQ), representen el percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt es correspon amb una
mostra provinent d’un ratoli diferent i les barres representen la mitjana relativa per a cada grup. Els

asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05; **p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT
R671C/-

(Gfm1™") i KIIKO (Gfm1 ).
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Figura suplementaria 5. Complexos OXPHOS en mitocondris de fetge i cervell de
ratolins GFm1R671C- 3 les 30 setmanes d’edat. Quantificacié dels complexos OXPHOS acoblats
en mitocondris de fetge (A) i cervell (B). L’analisi es va dur a terme per immunodeteccié per BN-
PAGE amb anticossos especifics contra CI (NDUFA9), Cll (SDHA), Clll, (UQCRC2), CIV (COXIV)
i CV (ATP5A). La quantitat relativa (RQ) es va quantificar per densitometria de la banda de complex,
normalitzada per la quantitat de Cll i referida a una mostra calibradora carregada a tots els western
blots. Els punts representen valors de ratolins individuals que s’expressen com al percentatge de la
mitjana dels WT; i les barres representen mitjana dels valors de cada grup. Els asteriscs indiquen
significanga estadistica (*p<0,05; **p<0,01; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI'IKO

R671C/-
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Figura suplementaria 6. Activitats enzimatiques dels complexos de la CTE en fetge i
cervell de ratolins Gfm1R671¢- a les 30 setmanes d’edat. Peu de figura a la segiient pagina.
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Figura suplementaria 6. Activitats enzimatiques dels complexos de la CTE en fetge i
cervell de ratolins Gfm1R671C- 3 les 30 setmanes d’edat. Activitats enzimatiques dels
complexos de la CTE (CI, Clll i CIV) normalitzades respecte I'activitat citrat sintasa (CS) sobre
homogenats de fetge (A) i cervell (B). Els cercles oberts representen valors de ratolins individuals i
les barres fan referencia a la mitjana dels valors de cada grup. Els asteriscs indiquen significanca

+/+

estadistica (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; Mann-Whitney U-test). Ratolins WT (Gfm1 ") i KI/IKO
R671C/-

(Gfm1"™°7"".
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Figura suplementaria 7. Nivells d’EFG1 i activitats de CTE en cor als ratolins Gfm1R671¢/
de 8 setmanes d’edat. (A) Western-blot representatiu d’EFG1 en homogenats de cor. Cada valor
d’EFG1 quantificat per densitometria es corregeix per SDHA. Els valors, expressats com quantitat
relativa (RQ) es representen com al percentatge de la mitjana dels WT i cada punt es correspon
amb una mostra provinent d'un ratoli diferent. (B) Activitat enzimatica dels complexos de la CTE
normalitzats respecte I'activitat citrat sintasa (CS) sobre homogenats de cor. Els cercles oberts
representen valors de ratolins individuals i les barres fan referéncia a la mitjana dels valors de cada
grup. Es va aplicar el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferencies significatives (p<0,05),
es van comparar els grups WT, Kl i KI/KO entre ells aplicant el test de comparacions multiples de
Dunn. Els asteriscs indiquen significanga estadistica (*p<0,05; **p<0,01). Ratolins WT (Gfm1**), Kl
(Gfm1R671C/R677C) i KI/KO (Gfm1R671C/-)_
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Figura suplementaria 8. Analisi de les concentracions de lactat, amoni i fosfatasa
alcalina al plasma de ratolins Gfm1R677¢~ Sobre el plasma de ratolins mascles (A) i femelles
(B) es va determinar la concentracié de lactat a les 8 i 20 setmanes d’edat, i els nivells d’amoni i

fosfatasa alcalina a les 8 setmanes d’edat. Els punts representen els valors individuals i les barres

horitzontals marquen la mitjana de cada grup Ratolins WT (Gfm1+/+) i KI’/KO (Gfm1R671C/').
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Figura suplementaria 9. Nivells de MRPs al fetge i cervell de ratolins Gfm1R¢77¢* de 30
setmanes d’edat. Western-blots representatius de les mitoriboproteines MRPS35 i MRPL13 en
mitocondris de fetge (A) i cervell (B). Les quantificacions per densitometria d’aquestes proteines es
van corregir per SDHA. Els valors, expressats com quantitat relativa (RQ), representen el

percentatge de la mitjana dels WT. Cada punt representa una mostra provinent d’un ratoli diferent i

les barres indiquen la mitjana de cada grup. Ratolins WT (Gfm1™") i KI/KO (Gfm1~"""").
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Figura suplementaria 10. Correlacié entre els nivells mitocondrials d’EFG1 i els de COXI
al fetge dels ratolins GFm1R677¢" tractats amb el rAAV. Analisi efectuada prenent els valors
d’EFG1 i de COXI en mitocondris (RQ, % de la mitjana dels WT) als fetges dels ratolins KI/KO AAV
femelles (quadrats) i mascles (cercles). La linia discontinua representa la regressio lineal calculada
(Y = 2,369 - X + 25,78). Es va aplicar el test estadistic de Spearman, resultant significatiu
(****p<0,0001), amb r = 0,929.
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Figura suplementaria 11. Comparacié dels nivells basals d’EFG1 mitocondrial entre
teixits de ratolins WT. Western blot representatiu ’'EFG1 en mitocondris de fetge, cervell, cor i
ronyo de ratolins WT. Cada valor d'EFG1 quantificat per densitometria es corregeix per VDAC1. Els
valors, expressats com quantitat relativa (RQ) es representen com al percentatge de la mitjana del
valors de fetge i cada punt es correspon amb una mostra provinent d’un ratoli diferent. Es va aplicar
el test Kruskal-Wallis i quan es van detectar diferencies significatives (p<0,05), es van comparar els
diferents teixits entre ells aplicant el test de comparacions multiples de Dunn. Els asteriscs indiquen
significanca estadistica (*p<0,05; **p<0,01). Ratolins WT (Gfm1**). Resultat provinent del treball fi
de master de Sandra Pérez Ramos, “Search of mechanisms that compensate for the deleterious
effects of R671C mutation in a Gfm1 knock-in mouse model of the hepatoencefalopathy due to
combined oxidative phosphorylation deficiency 1”7, setembre del 2018.
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Resum original:

Hepatoencephalopathy due to combined oxidative phosphorylation deficiency type 1
(COXPD1) is a recessive mitochondrial translation disorder caused by mutations in
GFM1, a nuclear gene encoding mitochondrial elongation factor G1 (EFG1). Patients
with COXPD1 typically present hepatoencephalopathy early after birth with rapid
disease progression, and usually die within the first few weeks or years of life. We
have generated two different mouse models: a Gfm1 knock-in (KI) harboring the
p.R671C missense mutation, found in at least 10 patients who survived more than 1

year, and a Gfm1 knock-out (KO) model.

Homozygous KO mice (Gfm1~-) were embryonically lethal, whereas homozygous Ki
(Gfm1R671C/R671C) mice were viable and showed normal growth. R671C mutation in
Gfm1 caused drastic reductions in the mitochondrial EFG1 protein content in different
organs. Six-to eight-week- old Gfm1R671C¢/R671C mice showed partial reductions of in
organello mitochondrial translation and respiratory complex IV enzyme activity in the
liver. Compound heterozygous Gfm1R677C¢/~ showed a more pronounced decrease of

EFG1 protein in liver and brain mitochondria, as compared with Gfm1R671C/R671C mjce,
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At 8 weeks of age, their mitochondrial translation rates were significantly reduced in
both tissues. Additionally, Gfm1R677¢~ mice showed combined oxidative
phosphorylation deficiency (reduced complex | and IV enzyme activities in liver and
brain), and blue native dysfunctional molecular phenotype, showing impaired
mitochondrial translation and combined respiratory chain dysfunction, making it a
suitable animal model for the study of COXPD1.
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