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Introduccio

1. INTRODUCCIO

Els defectes congenits de la glicosilacio (CDG) son un grup de malalties que afecten a la
sintesis o al processament del glicans units a glicoproteines o glicolipids. La presentacio
clinica que es considera classica consisteix en: retard psicomotor, hipotonia, convulsions,
anormalitats oftalmologiques, signes neuronals, microcefalia, problemes de desenvolupament,
endocrins i1 de coagulacio, i facies anomales, mamil-les invertides 1 acimuls anormals de greix
subcutanis. Perd, a mesura que s’han anat descrivint més pacients, s’ha observat que la
presentacid clinica pot variar des de exifus neonatal amb severes malformacions fins a casos
asimptomatics, passant per tots els esglaons de severitat possibles (Jaeken i col 2001;
Griinewald 2007).

El complex piruvat deshidrogenasa €s responsable de la conversid de piruvat en acetil-
coenzim A (acetil-CoA) permetent aixi I’entrada dels carbohidrats al cicle de Krebs. El
sistema nervids central és altament dependent de glucosa i el complex PDH és 1’enzim
limitant d’aquesta via energgetica; aixo fa que lleus deficiéncies en la seva activitat puguin
tenir significat patologic. El complex PDH esta format pels components: PDH-EI
(heterotetramer o,f3;), PDH-E2, PDH-E3 i E3BP; a més a més ¢és un complex altament
regulat, que s’inactiva mitjancant fosforilacié per I’accié de 1’enzim PDH kinasa (4
isoenzims), i s’activa per 1’accid desfosforilant de la PDH fosfatasa (2 isoenzims). Les
primeres caracteritzacions cliniques descrivien pacients que en l’etapa neonatal o en la
primera infancia presentaven una acidosis lactica severa, habitualment fatal. Descripcions
posteriors mostren diferents graus de severitat clinica que inclou ataxies, sindrome de Leigh,
o també malalties neurodegeneratives i anormalitats del desenvolupament (Robinson 2001,
Brown 1992, Patel 1995).

Tant els CDG com els defectes de PDH alteren vies molt importants pel correcte
funcionament de 1’organisme, aixd fa que deficiéncies molt parcials tinguin conseqiiéncies
patologiques. En aquestes formes menys severes, les manifestacions cliniques de les
deficiencies de glicosilacié i de piruvat deshidrogenasa es superposen dificultant aixi la
correcta orientacio del diagnostic.

L’objectiu d’aquest treball ha estat millorar i implementar metodologies, tant bioquimiques
com genctiques, per I’estudi d’aquests dos grups de malalties, 1 aixi poder descartar o
confirmar aquests defectes, 1 per tant agilitzar el diagnostic dels pacients. Per una banda hem
intentat facilitar el cribratge dels defectes congenits de la glicosilacié 1 avancar més en el seu
diagnostic, 1 per 1’altre ampliar i aprofundir en I’estudi genétic de les deficiencies de piruvat

deshidrogenasa.






Introduccio

1.1.  GLICOSILACIO

La glicosilacié consisteix en I’addicid enzimatica de carbohidrats a proteines o lipids. Segons
la base de dades SwissProt (www.expasy.org), més de la meitat de les proteines de
I’organisme estan glicosilades (Apweiler i col 1999). Aquests oligosacarids que s’uneixen a la
proteina tenen la funcié de modular la seva estabilitat, la conformacié i també participen en
I’adhesio, migracio i diferenciacid, i en conjunt afecten al desenvolupament cel-lular (Varki
1993, Helenius i Aebi 2004, Hatliwanger i Lowe 2004). La majoria de proteines secretades,
de superficie cel-lular i de matriu extracel-lular estan glicosilades.

La unié d’aquests glicans a la proteina es fa mitjangant un grup amino de determinades
asparagines en el cas de la N-glicosilacio, o a través d’un grup hidroxil de treonina, serina o
hidroxilisina quan es tracta de O-glicosilacio.

La major part dels defectes congenites de la glicosilacio (CDG — Congenital Disordes of
Glycosylation) coneguts fins al moment en humans son defectes de la N-glicosilacio, tot i que
cada vegada es descriuen més defectes associats a la O-glicosilacid, o que afecten per igual a

la N ia la O-glicosilacio, i també defectes dels glicolipids.

N-glicosilacio:
La via de la N-glicosilacié és una via metabolica molt conservada en eucariotes (Freeze i col
2005). Compromet tres compartiments cel-lulars (Jaeken i col 2003; Marquard i Denecke
2003):

I. Citosol: en ell es sintetitzen els diversos donadors de monosacarids (nucleotid-sucre), i
també s’uneixen 2 N-acetilglucosamines i 5 manoses a un dolicol-fosfat ancorat a la
membrana del reticle endoplasmatic (RE). Un cop obtinguda aquesta estructura sera

translocada al limen del RE mitjancant I’accié d’una flipasa (Helenius i col 2002).

II. Reticle endoplasmatic (RE): Un cop I’estructura de MansGlcNAc,-PP-Dol es troba dins
el lumen del RE es continuen unint manoses i glucoses, que sén donades per dolicol-sucres
encorats a la membrana, mitjancant 1’accid6 de multiples glucosiltransferases (Burda i col
1999) fins a obtenir 1’oligosacarid estandard o glica precursor Glc;ManygGlcNAc,-PP-Dol, que
ja podra ser transferit a la proteina mitjangant 1’accid del complex enzimatic oligosacaril
transferasa (OTasa). Aquest complex enzimatic presenta gran especificitat per 1’estructura
correctament formada, i per tant només transferira el glica precursor del PP-Dol a la proteina
quan aquell estigui complet. Encara en reticle endoplasmatic, 1’estructura de glicans unida a la
proteina comengara a ser modificada perdent la primera glucosa, per I’acci6é d’una glucosidasa

(o-glucosidasa I).
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III. Aparell de Golgi: L’estructura Glc,MangGlcNAc,-Prot passa a ’aparell de Golgi on
continua essent modificada per [’acci6 de varies glucosidases, manosidases i
glucosiltransferases fins a obtenir 1’estructura final: Sia,Gal,GalNAc,Man;GIcNAc,; alguns
d’aquests glicans es poden fucosilar (Hirschberg i col 1998) en la primera GlcNAc. Els sucres
activats (nucleotid-sucre) requereixen transportadors de membrana especifics per entrar a
I’Aparell de Golgi. En els darrers anys s’ha demostrat la gran importancia que té el
manteniment de la integritat de Golgi, ja que s’han descrit nous defectes de la glicosilacio
relacionats amb la pérdua d’aquesta integritat: defectes del complex oligoméric conservat de
Golgi (COG) (Wu i col 2004, Spaapen i col 2005, Foulquier i col 2006, Foulguier i col 2007)
1 defectes en ATPases (Kornak i col 2008).

Ia Ib
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Figura 1. Esquema del procés de glicosilacié. En blau s’indiquen els defectes descrits fins al
moment amb la nomenclatura establerta el 1999.
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O-glicosilacio:
A diferéncia de les estructures de N-glicosilacid, la O-glicosilacié no presenta un unic model i
un unic procés. Actualment es coneixen 7 tipus diferents de estructures O-glicosilades, que es

classifiquen segons el primer sucre unit a serina/treonina (Wopereis i col 2006). Segons aix0

trobem:
*  Mucin type * O-manosilades
» GAG * O-glucosilades
= O-galactosilades * O-fucosilades
= O-N-acetil-glucosaminades

Mucin type

Aquest grup es caracteritza pel fet que el sucre unit a la proteina és N-acetil-galactosamina.
Dins aquest grup es troba una gran varietat d’estructures finals. En son un exemple d’aquest

grup les proteines que determinen el grup sanguini (A i B)

Glicosaminoglicans (GAG)

Es caracteritzen per utilitzar xilosa en la seva unio a la proteina. Junt amb el mucin type sén
els dos tipus de O-glicosilacié que resulten en varies estructures finals de glicans. Els trobem

en els proteoglicans

O-galactosilades

En aquest grup es troba la cadena de glicosilacié unida a lisina mitjancant un residu de

galactosa. Aquesta estructura la trobem en col-lagen.

O-N-Acetil-glucosaminades

En aquests casos es tracta de 1’addicio unica i reversible d’una GlcNAc, actuant com una
modificacié posttraduccional analoga a una fosforilacid. Els enzims responsables d’aquesta

procés son: O-GlcNAc transferasa 1 O-GlcNAcasa.

O-manosilades

El carbohidrat que s’uneix directament a la proteina €s una manosa. Es [’estructura O-

glicosilada menys comu en humans, que es troba en la proteina o-distroglica.

O-glucosilades

La seva estructura consisteix en un residu de glucosa unit a la proteina a través de serina. Es

troba en els factors de coagulacié VII i IX.
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O-fucosilades
En les proteines O-fucosilades, I’addicié dels carbohidrates es fa mitjancant un residu de
fucosa. Igual que en el cas de la O-glucosilades, es trobem en els factors de coagulacio VII i

XII.

1.1.1. Defectes Congenits de la Glicosilacio de proteines (CDG)

Els CDG so6n un grup de malalties hereditaries causades per defectes en algun dels molts
passos de les vies de la glicosilacio. Degut al gran nombre de proteines glicosilades i a la
importancia dels processos on participa, la hipoglicosilacié es manifesta amb afectacid
multisistémica i alta heterogeneitat clinica.

El 1980, el professor Jaeken 1 col-laboradors (Jaeken i col 1980) van descriure els primers
pacients amb una estranya combinacio de desordres en diferents glicoproteines circulants, i
van arribar a la conclusid que el defecte primari es trobava en els glicans 1 no en les proteines.
Aixi es va descriure el primer defecte de la glicosilacid, 1 des del moment de la seva

publicaci6 el nombre de defectes ha anat creixent continuament.

Defectes de la N-glicosilacio.
Tradicionalment, els defectes de la N-glicosilacié s’han dividit en dos grups en funcié de la

localitzacié de I’enzim alterat (Jaeken 2003):

CDG-I El defecte es troba en qualsevol dels passos de la sintesis i transferéncia a la
proteina de 1’oligosacarid lligat a dolicol (LLO — Lipid Linked Oligosaccharide). Com

a conseqiiencia es produeix una hipoglicosilacio.

CDG-II El defecte es troba en el processament que es dona després de la unid de
I’oligosacarid a la proteina i fins a finalitzar I’estructura completa, resultant en una

glicosilacié anomala.

En la figura 1 esta esquematitzat el punt d’alteracié de cadascun dels diferents defectes.

El 1999 es va introduir la classificacid dels CDG en base al patr6 de transferrina obtingut per
isoelectroenfoc (IEF) (CDG-I i CDG-II) i dins de cada subtipus es classificaven
alfabeticament per ordre de la seva descripcié (CDG-la, Ib, Ic...) (debi i col 1999).
Actualment, degut a que el nombe de CDG ha incrementat molt en els ultims anys i s’espera
que encara continui creixent, s’ha considerat que aquesta nomenclatura esta obsoleta ja que no
déna cap informacid sobre el gen o I’enzim afectat i a més a més els defectes de O-

glicosilacid o de glicolipids no estan representats dins aquesta classificacid. Es per aixo que
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s’ha proposat una nova nomenclatura que consta del nom del gen deficient seguit de les sigles

CDQG, p. ex. deficiencia de PMM?2-CDG (Jaeken i col 2008)

Defectes Congeénits de la Glicosilacid tipus I (CDG-I)

Els defectes de glicosilacié de tipus I son deguts a una incorrecta sintesis dels LLO i, com a
conseqiiencia, el glica precursor defectuds no sera reconegut per la oligosacaridil transferasa
(OTasa) i no sera transferit a la proteina. Recentment s’ha descrit un nou defecte de tipus I
localitzat en la OTasa, en aquest cas el glica es sintetitza correctament perd igualment no es
transfereix a la proteina (Molinari i col 2008, Garshasbi i col 2008). La formacié del LLO en
reticle endoplasmatic depén de molts enzims, i per tal de con¢ixer quin d’ells €s el defectuos,
s’analitzen per HPLC les estructures erronies acumulades en fibroblasts mitjangant la
incubacié amb manosa radioactiva; aixd permet recongixer quin és el pas truncat i per tant
I’enzim defectuos.

Aixi doncs, en tots els defectes de tipus I, es dona una hipoglicosilacio de les glicoproteines
(Wada i col 1992); perd malgrat tenir les mateixes conseqiiencies bioquimiques, la
presentacid clinica no és la mateixa en tots els tipus. S’ha comprovat que com més a I’inici de
la construccio del LLO es troba el defecte, 1’afectacio clinica €s més severa. Aixo podria ser
degut al fet que la OTasa podria acceptar parcialment com a correctes estructures molt
semblants a la que ha de transferir a la proteina, en canvi, un estructura molt allunyada de la
correcta no seria mai transferida (Eklund i Freeze 20006).

Cada subtipus de CDG-I presenta una clinica més o menys diferenciada de les altres, pero
dins un mateix subtipus de CDG-I també es troba variabilitat clinica. Possiblement les
diferéncies de fenotip estan relacionades amb el grau d’activitat residual de la proteina
alterada; es creu que una falta total d’activitat és incompatible amb la vida (Jaeken i col 2001
Schollen i col 2004)

Per tant els CDG es presenten amb una gran variabilitat de simptomes que fa dificil classificar
un defecte concret de glicosilacié sense un estudi bioquimic que permeti localitzar on esta

situat el defecte enzimatic.

Deficiéncia de PMM2-CDG (CDG-Ia). Deficiéncia de fosfomanomutasa

Es el més comu dels defectes congenits de la glicosilacié. Es coneixen més de 700 casos arreu
del mon (Griinewald 2007). Els CDG-Ia estan causats per la deficiéncia d’activitat de I’enzim
fosfomanomutasa (PMM?2) (Van Schaftingen i col 1995), localitzat en el citosol, que
transforma la manosa-6-fosfat en manosa-1-fosfat. Degut a la deficiéncia, no es produeix prou

GDP-manosa i per tant tampoc prou dolicol fosfat manosa (Dol-P-Man), que és el donador de

7
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manosa, per tal d’obtenir el LLO correcte .

Les primeres pacients (dues germanes bessones) diagnosticades de CDG-Ia presentaven
mamil-les invertides, acimuls anomals de grassa subcutanis, retard psicomotor, ataxia deguda
a hipoplasia cerebelar, retinitis pigmentosa i estatura baixa (Jaeken i col 1980). Aquests
simptomes, juntament amb alteracions hormonals i de la coagulacid, hepatopatia i facies
anomales, es consideren encara la presentacio “classica” de la CDG-la (Miossec-Chauvet i col
2003). Pero avui en dia se sap que es pot trobar un ampli ventall de simptomes, des de retard
psicomotor profund, convulsions intractables i greus dismorfies en pacients severament
afectats, fins a retard mental lleu, problemes gastrointestinals, hipoglucémies o hipertrofia del
miocardi en pacients amb clinica més lleu. Fins i tot en el decurs d’un estudi familiar es va
trobar un individu amb deficiéncia de PMM2-CDG perd completament asimptomatic (Dupre i
col 2005).

La proteina PMM2 esta codificada pel gen PMM?2, que es troba localitzat en 16pl13. La
mutacio més comu ¢s p.R141H que mai s’ha trobat en homozigosi. Aquesta falta
d’homozigots s’explica pel fet que [Dactivitat residual deguda a aquesta mutacid és
practicament zero, indicant que la manca total d’activitat PMM2 és incompatible amb la vida
(Jaeken i col 2001; Schollen i col 2004).

El més habitual és aconseguir el diagnostic en el periode neonatal o en la primera etapa de la
infancia, on ja es manifesten les caracteristiques cliniques tipiques. La mortalitat infantil es
presenta aproximadament en el 20% dels casos (Matthijs i col 2000). Perd també es realitzen
diagnostics de casos més lleus en 1’edat adulta, on el pacient acostuma a presentar ataxies,
retard mental no progressiu i neuropatia periferica.

La resta de CDG-I tenen, en general, un fenotip caracteritzat per hipotonia muscular,
anomalies dels sistema nervios, retard del creixement, problemes de coagulacid i hepatopatia,
excepte els CDG-Ib i Th que es manifesten amb alteracions hepato-intestinals, coagulopatia,
enteropatia amb perdua proteica i, classicament, sense alteracions neurologiques. Tots aquest
tipus de CDG estan representats per un baix nombre de pacients, excepte els CDG-Ib i Ic amb

uns 40 casos descrits.

Defectes Congenits de la Glicosilaci6 tipus II (CDG-1I)

Els defectes de glicosilacio de tipus II son deguts a un incorrecte processament del glica un
cop esta unit a la proteina. Es coneixen defectes en transportadors de sucres activats
(nucleotid-sucre) dins de I’aparell de Golgi, en transferases, en enzims catalitics, i més
recentment en proteines que contribueixen a I’estabilitat de ’aparell de Golgi (diferents

subunitats de COG 1 V-ATPasa). No s’ha descrit un nombre significatiu de pacients en cap
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dels subtipus de CDG-II, la qual cosa fa dificil establir unes caracteristiques cliniques
especifiques.
Resten molts pacients classificats com a CDG-IIx, cosa que suggereix un ampli espectre de

defectes no descrits fins al moment.

La taula 1 resumeix tots els defectes tipus I 1 II de la N-glicosilacié coneguts fins al moment.

Aquests defectes es troben també identificats en la figura 1.

Defectes de la O-glicosilacio:

Els processos de O-glicosilacio son molt complexos, amb un gran nombre de gens implicats.
A diferencia de les deficieéncies de la N-glicosilacid, els defectes de la O-glicosilacié no son
facilment classificables 1 la majoria tenen noms sindromics o bioquimics que no mantenen
relacio amb la resta de defectes de la O-glicosilacid. Poden afectar a una sola estructura de
glica o a més d’una. Dins aquest tipus de defectes es troba un ventall molt gran de
presentacions cliniques, des de afectacid multisistétmica amb afectacié neurologica fins a
fenotips completament normals (Wopereis i col 2006).

Actualment hi ha un gran creixement en el coneixement d’aquest tipus de patologies, i
s’espera que en els proxims anys es descriguin moltes més malalties relacionades amb aquest

tipus de glicosilacio.

La taula 2 resumeix tots els defectes de la O-glicosilacio coneguts fins al moment.
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Introduccio

1.1.2. Diagnostic dels Defectes Congenits de la N-Glicosilacio

Cribratge

Pel diagnostic de les CDGs s’utilitza una proteina abundant en sérum, la transferrina, com a
model de proteina N-glicosilada (Keir i col 1999). L’estudi de la hipoglicosilacié de la
transferrina era una metodologia ja establerta quan es van descriure els defectes de
glicosilacid, ja que s’utilitza com a marcador pel control de I’abtis d’alcohol.

La transferrina és un proteina serica, de sintesis hepatica 1 que presenta dos punts de N-
glicosilacié. Cada punt de glicosilacid conté un glica habitualment biantenal, perd que en
ocasions també es troba més ramificat, i cada antena acaba amb un acid sialic. L’acid sialic té
carrega negativa, la qual cosa permetra separar les diferents isoformes segons la seva carrega i
per tant el seu nombre d’acids sialics. Es formen fins a 8 isoformes diferents, des de
I’asialotransferrina fins a la octosialotransferrina, essent la isoforma més abundant la
tetrasialilada (Leroy 2006). Els defectes de la N-glicosilacié poden donar lloc a
hipoglicosilacid o a glicosilacido andomala, de manera que s’observa disminuci6 relativa de la
banda tetrasialilada i augment de les tri-, di-, mono- o asialilades (Stibler and Jaeken 1990).
La primera metodologia utilitzada per estudiar el grau de glicosilacid va ser la determinacio
del % de transferrina deficient en carbohidrats (%CDT), on es mesura el percentatge de la
suma de les bandes di-, mono- i asialotransferrina respecte la transferrina total. Més endavant
es va utilitzar el sistema de isoelectroenfoc de la transferrina (Tf-IEF), que permet observar
les diferents isoformes de la transferrina. El métode del %CDT només indica si hi ha un
augment de les isoformes poc sialilades, perd no quines son les isoformes alterades, mentre
que amb el sistema Tf-IEF s’aconsegueix la seva identificacid. El Tf-IEF és el sistema de
referéncia més utilitzat pel diagnostic dels defectes de la glicosilacio. Separa les isoformes de
la transferrina en funcié del seu pl, de manera que quan existeix un defecte s’observa alteracio

del perfil obtingut (Jaeken i col 1984).

Els patrons alterats es poden classificar en dos grups: patr6 del tipus 1 o patrd tipus 2 (Fig. 2).
Tal com ja s’ha esmentat, el patr6 tipus 1 correspon a una hipoglicosilacié deguda a defectes
enzimatics localitzats en el citosol o en el RE. En la majoria dels casos hi ha una sintesi
alterada del LLO que s’ha d’unir a la proteina, pero també poden ser defectes en la OTasa. En
qualsevol dels casos, el patrd que s’observa en aquest tipus de defectes s’explica per la manca
de branques de glicans unides a la proteina. En el Tf-IEF es veuen augmentades les bandes di
1 asialo 1 una disminucio de la tetrasialotransferrina.

En canvi, en un patr6é de tipus 2 el defecte esta en el processament de 1’estructura del glica

unit a la proteina que es produeix majoritariament en Golgi. El que es troba €s un augment de
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Introduccio

les bandes menys sialilades, sobretot tri, di i monosialilades. En aquests casos, el glica
precursor es sintetitza correctament, i per tant es transfereix normalment, pero es processa de

forma erronia, produint una manca dels acids sialics terminals dels glicans (Jaeken 2003).

_ (CDG-Ila) ‘
Patro tipus 1 Patr6 tipus 2

Figura 2. Esquema de la correlacid entre les bandes observades en 1’isoelectroenfoc i la corresponent isoforma

A més del %CDT 1 de I'IEF, hi ha altres técniques que s’han proposat més endavant 1 que
també permeten estudiar les diferents isoformes entre les quals es troba la cromatografia
liquida d’alta pressio (HPLC) (Helander i col 2003) 1 I’electroforesi capil-lar (CZE) (Carchon
i col 2004). Aquestes noves metodologies van associades a una menor manipulacié de la
mostra, i per tant, a una reduccié del temps de treball. També permeten una separacid
reproduible 1 una semi-quantificacid de les isoformes de transferrina, fet que disminueix la

subjectivitat en la interpretacio.

Diagnostic

Un cop es detecta un patrd alterat, cal trobar el defecte enzimatic que produeix aquesta
alteracio.

Existeixen malalties que secundariament alteren el patrd de transferrina presentant un perfil
tipus 1, és el cas de la galactosemia, on I’acimul de galactosa-1-P inhibeix la
galactosiltransferasa de la via de la glicosilacio, o el de la intolerancia hereditaria a la
fructosa, on s’inhibeix la fosfomanosaisomerasa degut a les altes concentracions de fructosa-
1-P, o el cas de I’alcoholisme cronic, etc. Altres situacions com la hepatopatia o la
immaduresa, provoquen un patrd tipus 2 secundari. Per tant, sigui quin sigui el tipus de patro
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alterat que presenti el pacient és important descartar causes secundaries. En cas d’alteracio
secundaria 1 en particular en els casos a dalt esmentats, es corregeix el patrd de transferrina en

administrar el tractament adequat.

Seleccio clinica de pacients

|

Seleccio bioquimica de pacients

|

/

™~

TE-IEF tipus 1 w TE-IEF tipus 2 W
g | ; Tf-IEF normal |
Descartar &/ / \
causes Valoraci6 PMM / PMI
secundaries: ] - ApoC-III-IEF } Estructures de
galactosemia, J N | glicans
fructosemia, \ |
alcoholisme... . PMM / PMI /
Deficiéncia normal
PMM / PMI Si hi ha sospita d’un
\L defecte concret anar a
J/ I’estudi mutacional
Estudi LLO 1 I
o
Estudi de Sino queda definit el defecte fer altres
mutacions Estudi de estudis: immunoblot subunitats de
mutacions COG,...

Figura 3. Esquema de ’algoritme a seguir pel diagnostic dels defectes de la glicosilacié de proteines.

En el cas d’un patr6 de tipus 1, I’algoritme diagnostic a seguir €s bastant clar (Fig. 3). En
certes ocasions la clinica que presenta el pacient ens pot orientar cap a un subtipus determinat
de CDG. El més freqiient €s el que afecta el gen PMM?2 (CDG-Ia); per aixo davant d’un patro
tipus 1 s’estudiara inicialment I’activitat de I’enzim fosfomanomutasa (PMM?2) en fibroblasts
o leucocits (Aebi i col 1999). Si la clinica és compatible, també s’ha d’estudiar 1’activitat
enzimatica de fosfomanoisomerasa (PMI), que correspon a la deficiencia de PMI-CDG
(CDG-Ib). Encara que aquest tipus no és molt freqiient, és important confirmar-lo o descartar-
lo el més rapidament possible, ja que és 1’unic tipus de CDG on és possible aplicar un
tractament eficag 1 interessa iniciar-lo abans que s’instauri una hepatopatia severa.

En el cas que s’hagi descartat un defecte de PMM 1 PMI, el segiient pas ¢s estudiar la
composicidé dels LLO en fibroblasts cultivats amb manosa radioactiva; 1’estructura que
s’acumuli senyalara el pas bloquejat. Aquesta técnica permet identificar gran part dels altres

defectes tipus [ (Burda i col 1998).
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Si el patro6 trobat en el cribratge ¢s del tipus 2, I’algoritme a seguir no esta tant definit. Igual
que en els patrons tipus 1, cal descartar una alteracid secundaria (hepatopatia, immaduresa,
polimorfismes de la transferrina, etc). El segiient pas a seguir seria I’estudi de les isoformes
de I’apolipoproteina C-III (apoC-II). Aquesta proteina s’utilitza per al diagnostic com a
exemple de proteina O-glicosilada que comparteix alguns passos del seu procés de
glicosilacié amb el processament en Golgi de les proteines N-glicosilades. Per tant, un patro
tipus 2 de la transferrina junt amb un patro6 alterat d’apoC-III serveix per acotar alguns tipus
de CDG-II (Wopereis i col 2005). L’estudi de les isoformes d’apoC-III també es realitza per
IEF.

En un patr6 tipus 2 també s’aconsella fer un estudi de I’estructura de glicans. El sistema
utilitzat és 1’analisi per MALDI-TOF dels glicans units a proteines sériques, no només a la
transferrina. Amb aquesta técnica es pot detectar 1’estructura anomala dels glicans acumulats i

aixi orientar la localitzacio del defecte enzimatic.

Altres estudis

Oligosacarids en orina: I’tnic pacient diagnosticat amb deficiencia de GLSI-CDG (CDG-IIb)

presentava un patré de Tf-IEF sense alteracions pero excretava un oligosacarid anomal (De
Praeter i col 2000). La glucosidasa I, és I’enzim encarregat de hidrolitzar la primera de les
tres glucoses del glica precursor un cop unit a la proteina. Al no produir-se aquesta hidrolisi,
s’activa la endo-ol,2-mannosidasa que allibera les tres glucoses i una manosa unides.
D’aquesta manera el processament del glica pot continuar, donant una estructura de glicans
correcte. I el tetrasacarid de glucoses i manosa (GlcsMan) s’excreta en orina.

Aixi doncs, I’estudi d’oligosacarids en orina per cromatografia en capa fina (TLC) és també

una técnica util pel diagnostic d’alguns CDG’s.

1.1.3. Tractament dels Defectes Congenits de la N-Glicosilacio

No es disposa d’un tractament efica¢ per a la majoria dels defectes. En els pacients CDG-Ia
s’havia proposat I’administracié de manosa, ja que in vitro s’havia observat que addicionant
manosa al medi de cultiu dels fibroblasts s’aconseguia millorar la incorporacié d’aquesta en la
via de la glicosilaci6. Pero, al assajar ’administracié de manosa en pacients no es va produir
cap millora clinica ni bioquimica (Jaeken i Casaer 1997). El tractament simptomatic ¢€s, fins

al moment, la unica mesura possible per tal d’aconseguir una millor qualitat de vida.

El subtipus CDG-Ib si que gaudeix d’un tractament eficag que corregeix el defecte;
consisteix en I’administracié via oral de manosa: 1g/Kg/dia dividit en 4-6 dosis (Niehues i col

1998; Martin-Hernandez i col 2008). La manosa administrada es transforma, per 1’accid
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d’una hexoquinasa, en la manosa-1-P necessaria per a la via de la N-glicosilacié (Fig. 4).
Aquest €s un tractament que els pacients han de prendre tota la vida; com a efecte secundari,

I’administracié d’altes dosis de manosa pot causar diarrees osmotiques (Leroy 2006).

Hexoquinasa
Manosa (tractament)

Glicolisis —— Fructosa-6-P % Manosa-1-P  —<—» Manosa-6-P

CDG-Ib CDG-Ia /

Dolicol-P-manosa  «———— GDP-Manosa

Figura 4. Representacio de la via metabolica afectada en els CDG-Ia i CDG-Ib, i com el tractament amb manosa

pot restaurar la manca de manosa-1-P deguda a la deficiéncia d’activitat de PMI.

El subtipus CDG-Ilc que presenta alteracio en el transportador de GDP-fucosa, també té
tractament efica¢. L’administracioé de fucosa, 25 mg/Kg/dia en 3 dosis, aconsegueix millorar

les infeccions recurrents (Marquardt i col 1999).
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1.2. COMPLEX PIRUVAT DESHIDROGENASA

El piruvat €s un metabolit molt important per la cel-lula, i prové majoritariament de la via de
la glicolisi. Pot ser metabolitzat per quatre enzims diferents: lactat deshidrogenasa (per la
formacid de lactat), alanina aminotransferasa (per la produccio d’alanina), piruvat carboxilasa

(primer pas de la gluconeogenesis)

Glucosa

1 el complex piruvat l

Glucosa-6-P
deshidrogenasa (encarregat de la i

Fructosa-6-P
formacid de acetil-CoA que entrara J

. . Fructosa-1,6-bisP

al cicle de Krebs). El cicle de
KI'CbS éS un pas central del 2-oxoglutarat L-glutamat PEP NADH NAD*
metabolisme energétic, ja que té ®-Alanina Piruvat Lactat

com a objectiu la formacid

d’equivalents reduits que seran Piruvat
transferits a la cadena respiratoria PDH Acids grassos

. . Amino acids
on s’oxidaran per tal de produir NADI-/ o s
energia ~en forma  d’ATP Acedl-CoA kq

. . . Cicle de NAD Cadena

(Pithukpakorn  2005;  Robinson ,~ Krebs < NAGH respiratc‘)ria/_ﬁ
2006). Co, s

Figura 5. Esquema de la glicosilacio i el cicle de
Krebs, amb el complex PDHc conectant les
dues vies.

Aixi doncs un pas clau d’aquesta via metabolica és la conversi6 del piruvat en acetil-CoA

mitjancant el complex piruvat deshidrogenasa.

El complex piruvat deshidrogenasa (PDHc) es troba associat a la membrana interna
mitocondrial, i €s un enzim limitant d’aquesta via oxidativa de la glucosa, en una posicio clau

entre la glicolisis 1 el cicle de Krebs. Catalitza la reaccié segiient:

PDHc
Piruvat + CoA-SH + NAD" » Acetil-CoA + NADH + H™ + CO,

Es un complex multi-enzimatic format per multiples copies de tres proteines catalitiques i

altres elements estructurals i1 reguladors (Fig. 61 7):
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« El o piruvat decarboxilasa, que catalitza la formacio de CO; i transfereix el grup acetil
a la segiient proteina catalitica (E2). El component E1 €s un heterotetramer format per
2 subunitats o i 2 subunitats 3.

e E2 o dihidrolipoamida acetil transferasa, que catalitza la formacié de acetil-CoA.

o E3 o dihidrolipoamida deshidrogenasa (LAD), que catalitza la formaci6 de NADH.
Aquesta deshidrogenasa és una flavoproteina comu als complexes o-cetoglutarat
deshidrogenasa, al complex deshidrogenasa dels aminoacids ramificats i també al
sistema de fragmentacio de glicina.

« Proteina X o E3 binding protein, que actua com a lipoiltransacetilasa i té com a funcio
mantenir unida la subunitat E3 al nucli de E2.

o Piruvat deshidrogenasa kinasa, n’existeixen 4 isoformes que s’expressen en diferents
teixits. La seva funcio és la fosforilacid de tres residus de serina de la subunitat Elo
per tal d’inactivar el PDHc.

o Piruvat deshidrogenasa fosfatasa, existeixen 2 isoformes, també distribuides en

diferents teixits. La seva funci6 és la desfosforilacio i per tant 1’activacié del PDHc.

Kinasa

TPP —— acetil

Inactiu Fosfatasa lipoil (oxidat)
FAD (H
lipoil (H,)-acetil (@) (H,) NAD
CoA
(@) FAD(oxidado) NADH-+H*
lipoil (H,)
Acetil CoA

E,BP

Figura 6. Esquema de la reaccid que es duu a terme en cada una de les subunitats del complex PDH

Cadascuna d’aquestes subunitats esta present en més d’una copia, aixi doncs un complex
correctament format conté 20-30 copies de E1, 60 copies de E2 1 6 copies de E3 1 X, donant

un pes molecular de 7 — 8,5 x 10° Da (Robinson 2001).
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Figura 7. Esquema del complex piruvat deshidrogenasa, amb les multiples copies de cadascuna de les
seves subunitats. Extret de Aevarsson i col 1999.

A més a més de les subunitats del complex piruvat deshidrogenasa, també es requereixen 5
coenzims pel seu funcionament:
e Tiaminpirofosfat (TPP), s’uneix a la subunitat E1 i1 és un factor critic per la
descarboxilacio del piruvat.
e Acid lipoic
e FAD
e Coenzim A

e NAD'

Degut a la seva importancia en la via, el PDHc esta altament regulat. En preséncia d’ATP, la
PDH quinasa fosforila tres residus de serina de la subunitat Elq, el primer dels quals és el
responsable real de la inactivacid, mentre que els altres dos inhibeixen la reaccié de la
fosfatasa (Randle 1981). Perod també esta regulat per diferents substrats i productes de la via:
la piruvat quinasa és molt sensible a la relaci6 NAD/NADH i acetil-CoA/CoA, de manera que
quan s’acumula NADH o acetil-CoA (significa que la cel-lula té nivells alts d’energia)
s’activa la piruvat quinasa per tal que s’inhibeixi el PDHc. En canvi, quan la ce¢l-lula té un
déficit d’energia representat per uns nivells alts de ADP, NAD" i CoA, s’inhibeix la piruvat

quinasa i s’activa el PDHc. L’enzim encarregat d’activar el PDHc, la piruvat deshidrogenasa

22



Introduccio

. . . \ . 24+ .~ 24 .
fosfatasa, aconsegueix 1’activacio completa quan esta en preséncia de Mg~ i Ca”™ (Robinson

2001).

1.2.1. Deficiéncies del complex piruvat deshidrogenasa

La deficiéncia de piruvat deshidrogenasa €s una de les causes més comunes d’acidosis lactica
primaria en nens (Robinson 2001). S’han descrit deficiéncies de totes les subunitats (Brown
1992; Brown i col 2004, Head i col 2005, Robinson i col 1977; Robinson i col 1990;
Robinson i col 1975), encara que el major nombre de casos pertanyen a la subunitat Elo.,

codificada pel gen PDHA I localitzat en el cromosoma X.

El nivell d’activitat del complex PDH determina el balang entre 1’us de diferents substrats
energetics 1, en alguns teixits, I’enzim treballa quasi a velocitat maxima. Per tant, una modesta
reduccio en I’activitat provoca una acumulacié d’acid piruvic i per tant d’acid lactic. E1 PDHc
juga un paper important en tots els teixits, perd €s especialment critic en el cervell, on
normalment obté tota la seva energia a partir de la oxidacid aerdbica de la glucosa (Brown i
col 1994). Aixod explica el fet que tots els pacients amb deficiéncia de PDH presentin algun
grau de dany neurologic.

Inicialment les deficiéncies de PDHc es van associar a un fenotip clinic de presentacio
neonatal o en la primera infancia amb acidosis lactica severa, sovint fatal. La descripcié de
nous pacients ha ampliat molt ’espectre clinic d’aquesta deficiéncia, incloent episodis
d’acidosis lactica amb ataxies, sindrome de Leigh o malaltia neurodegenerativa cronica amb
atrofia cerebral 1 problemes de desenvolupament, sobretot entre pacients de sexe femeni

(Brown i col 1989; Brown i Sperl 2008).

Deficiencia de PDH-Ela

La majoria de deficiéncies de PDHc son degudes a mutacions en el gen PDHAI (MIM
300502), localitzat en el cromosoma Xp22, que codifica per la subunitat PDH-Ela. Consta
d’onze exons i un total de 17 Kb. Malgrat la seva localitzacié en el cromosoma X trobem
igual nombre de pacients en ambdos sexes.

En mascles totes les cel-lules de 1’organisme estan afectades, per tant la severitat de la
presentacid clinica dependra de la mutacid que presenti el pacient la qual determinara
I’activitat residual de PDH E1; mutacions que suprimeixin o redueixin quasi completament
I’activitat PDH presumiblement provoquen mort en el periode intrauteri, ja que les cel-lules
no generen suficient ATP per sobreviure. Quan 1’activitat residual de PDH és del 20 — 30%
dels controls s’acostuma a observar una clinica neonatal regida per acidosis lactica. I quan
’activitat residual és superior al 40 — 50% dels controls s’observa una presentacid clinica més
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tardana amb simptomes neurologics 1 acidosis lactica lleu o moderada (Dahl 1995).

En canvi en femelles el quadre és més complicat ja que el grau d’afectacié no només
dependra de la severitat de la mutacio sind també de la lionitzacio del cromosoma X. Degut a
aquest fenomen de lionitzacio €s habitual I’absencia d’acidosis lactica en femelles, ja que el
lactat produit per les cel-lules que tenen actiu el cromosoma X mutat sera metabolitzat per les
cel-lules que mantenen actiu el cromosoma X normal, encara que la falta d’ATP de les
cel-lules mutades no podra ser contrarestat per les cel-lules normals, donant lloc al quadre

clinic (Fig. 8).

Pacients masculins Pacients femenines
Cél'lula Cél-lula
afectada afectada
(ATP) o
Cél'lula Acid  |Céllula Acid
afectada lactic | normal lactic
ATP /

Figura 8. Diferent efecte de les mutacions en Ela en mascles i femelles. En mascles, totes les cel-lules
estan afectades, i la magnitud de la deficiencia d’energia (ATP) o de I’acidosis lactica depen de la
severitat de la mutacio. En les dones, 1’acidosis lactica pot no ser aparent, perqué I’excés de lactic
produit per les cél-lules afectes és metabolitzat per les cél-lules normals. Mod. de Dahl 1995.

Tot aix0 incrementa encara més el ventall de presentacions cliniques observades en les
deficiencies de PDH, on es pot trobar des d’acidosis lactica severa, més freqiientment
observada en nounats mascles, fins a formes neurologiques croniques en femelles, 1 passant
per totes les formes intermitges (Brown i col 1994).

El diagnostic es realitza generalment mitjangant técniques enzimatiques, s’ha de tenir en
compte que les deficiéncies totals son incompatibles amb la vida, i que activitats inferiors al
50% indiquen patologia. Pero en femelles el diagnostic €s molt més complex ja que, a part de
la parcialitat del deficit, s’ha de tenir en compte la diferent lionitzaci6 en els diferents teixits
(Willemsen i col 2006). Per tant, una activitat dins el rang control en fibroblasts (el material

més utilitzat pel diagnostic) no descarta una activitat inferior a nivell cerebral, on a més a més
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les cel-lules son més dependents de 1’obtencid d’energia a partir de la glucosa (Robinson
2001). Aixo fa que s’aconselli I’estudi molecular del gen PDHAI davant una pacient amb
caracteristiques cliniques i bioquimiques que suggereixin una deficiéncia de PDH malgrat que
les activitats enzimatiques estiguin dins els valors de referéncia (Matthews i col 1994). Aixi
doncs I’estudi mutacional és necessari per confirmar la deficiéncia enzimatica. S’han descrit
més de 100 mutacions (Lissens i col 1996; Lissens i col 2000, Ridout i col 2005;
www.hgmd.cf.ac.uk/ac/index.php) que han permes veure la distribucid irregular que presenten

al llarg del gen, localitzant-se majoritariament entre els exons 51 11.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
s [—-H——HH—HH] »
~ -’
\\\\\ ///’
S o Phe
~ -’

Péptid senyal Llﬂ

Domini de unié a piruvat Punts de fosforilaci6 de serines

Domini de uni6é a TPP

mOOO

Zona implicada en la uni6 de les subunitats o/f3

Figura 9. Esquema del gen PDHA1 i localitzacié de les seqliéncies funcionals

El tipus de mutacions que trobem en mascles i femelles també varia. Les mutacions més
severes només es detecten en femelles, ja que una lionitzaci6 favorable permet la seva
viabilitat. En canvi pel que fa a les mutacions lleus només les detectem en mascles, ja que
segurament en les dones heterozigotes no causen patologia i per tant passen desapercebudes.
Un recull de mutacions fet per Robinson en el 2001 (Robinson 2001), mostrava que del total
de 41 mutacions corresponents a canvi d’amino acid (missense) o de codd stop (nonsense) es
distribueixen 14 entre les dones i 27 en homes, mentre que de 32 delecions / insercions, 21 es
troben en dones i 11 en homes, trobant-se aquestes ultimes sempre localitzades en els exons
101 11.

Una correlacié genotip — fenotip només és possible en homes, on s’observa que mutacions
iguals presenten cliniques similars, en canvi en dones 1’efecte de la lionitzacié impedeix fer

aquest tipus de correlacio.
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Degut a la gravetat de la patologia en molts casos, els pacients afectes de deficiencia de PDH-
Ela no tenen descendéncia, aixo fa que la majoria de mutacions siguin de novo. S’estima que
tan sols en un 25% dels casos les mares son portadores (Lissens i col 2000). S’ha de tenir en
compte que el fet de descartar la presencia de la mutacié en cel-lules sanguinies o en
fibroblasts de la mare (teixits d’on s’acostuma a extreure el DNA per I’estudi molecular) no
descarta la preseéncia de mutacions en les cel-lules germinals, la qual cosa justifica la
realitzacié d’estudis prenatals en futures gestacions. En fetus femelles portadors de
mutacions, els estudis prenatals no poden predir les conseqiiencies cliniques del futur nado, ja
que no es pot predir ’efecte de la lionitzacid en els diferents teixits de I’organisme (Brown i

col 1994).

Deficiéncia de PDH-E1p

L’any 2004 Brown 1 col-laboradors van descriure els dos primers casos de deficiéncia de
PDH-E1p, demostrant aixi que aquesta subunitat també podia ser causa de deficiéncia de E1.
Des de llavors només s’han descrit 4 casos més amb un total de set mutacions detectades.

La presentaci6 clinica d’aquests pacients no difereix de la presentada en les deficiéncies de
PDH-Ela: encefalopatia, hipotonia, dificultats respiratories, acidosis lactica i convulsions,
amb agenesia del cos callos en quatre dels sis pacients descrits (Brown i col 2004, Okajima i
col 2008).

El defecte molecular es troba en el gen PDHB (MIM 179060), localitzat en el cromosoma
3p13-g23, consta de 10 exons i té una mida de 18 kb. Al tractar-se d’un gen localitzat en el

cromosoma 3 I’heréncia és autosomica recessiva i per tant afecta per igual a homes i1 dones.

Deficiéncia de PDH-E2

La deficiencia de PDH-E2 és la de més recent caracteritzacid, amb dos pacients amb
mutacions en el gen DLAT (MIM 245348), localitzat en la posicid 11q23.1 (Head i col 2005).

Aquests pacients presenten una clinica més moderada que la descrita per la resta de subunitats
del complex PDH. El primer pacient descrit presentava ataxia i distonia que es va corregir
introduint una dieta cetogenica, restant només un problema residual d’incoordinacié de les
habilitats motores fines; sorprenentment la funcié mental no estava alterada. El segon pacient
presentava també distonia amb cert retard en el desenvolupament. L’estudi de lactat en serum
1 liquid cefaloraquidi va resultar normal. Els dos pacients mostraven lesions bilaterals

restringides al globus pallidus.
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Aquests pacients representen un repte diagnostic ja que la concentraci6 elevada de lactat en
liquid cefaloraquidi, que es considera clau pel cribratge inicial de les deficiéncies de PDH, era

normal.

Deficiencia de PDH-E3

Aquesta deficiéncia, a més d’afectar al complex piruvat deshidrogenasa, també altera la o-
cetoglutarat deshidrogenasa, la deshidrogenasa dels amino acids ramificats i del sistema de
fragmentacio de la glicina, ja que és un enzim comu a diferents deshidrogenases (Patel i
Roche 1990; Kikuchi i Higara 1982). El fet que tots aquests complexes estiguin alterats fa que
en les deficiencies de dihidrolipoamida deshidrogenasa (LAD / E3) s’observi increment de
lactat 1 piruvat, de a-cetoglutarat i d’amino acids ramificats aixi com de glicina en sang, orina
1 liquid cefaloraquidi (LCR). Els primers pacients diagnosticats presentaven una clinica molt
severa amb periodes de cetoacidosis 1 mort durant el primer any de vida. Perd més endavant
s’han descrit pacients molt més lleus, amb hipotonia i fatiga perod sense afectacid neurologica
(Odieve i col 2005).

El diagnostic es realitza amb la valoracié de D’activitat enzimatica, tot i que en algunes
ocasions s han observat activitats del 59 — 63% dels controls (Robinson 2001).

El gen que codifica per aquesta subunitat és DLD (MIM 238331) situat en el cromosoma
7q31-q32, consta de 14 exons i 20kb.

Deficiéncia de E3BP (PDH-X)

Es la segona causa més comu de deficiéncia de PDHc després de la PDHAI. Els pacients es
caracteritzen per presentar una clinica homogenia amb acidosis lactica 1 retard en el
desenvolupament psicomotor. Es molt comt trobar agenésia del cos callos a vegades
associada a atrofia cerebral. En general la clinica és semblant perd menys severa que en les
deficiencies de PDHAI, ja que la majoria sobreviuen a 1’adolesceéncia (Mine i col 2006) i
només s’ha descrit un pacient amb mort neonatal.

Aquesta clinica més lleu contraresta amb el fet que tots els pacients descrits presenten un
deficit total de E3BP perd amb una activitat de PDHc residual considerable, la qual evidencia
la capacitat d’uni6 entre E3 1 E2 sense 1’ajut de E3BP (Head i col 2005).

S’ha especulat que la uniformitat observada en la clinica dels pacients amb aquesta
deficiéncia ¢és deguda a que només s’han descrit pacients amb manca total de la proteina perod
hauriem d’esperar que poguessin haver-hi pacients amb reduccions parcials en la quantitat de
proteina o solsament alteracio de la seva funcid, que no es detecten perque les manifestacions

cliniques 1 bioquimiques no son prou significatives (Brown i col 2006).
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Les deficiéncies sén degudes a mutacions en el gen PDHX (MIM 245349) situat en el

cromosoma 11p13, que consta de 11 exons 1 80 kb.

Deficiéncia de piruvat deshidrogenasa fosfatasa

Es coneixen dues isoformes, PDP1 i PDP2, amb diferent distribucid tissular: la isoforma
PDP!1 es troba altament expressada en cor, cervell i testicles, i requereix de Ca®", Mg*" i de la
subunitat E2 per la seva activaci6. D’altra banda la isoforma PDP2 es troba en cor, fetge i
ronyons, no requereix elements activadors, i mostra una activitat 50 vegades menor que la de
PDP1 (Maj i col 2006).

S’han descrit diferents casos associats a defectes de piruvat deshidrogenasa fosfatasa, pero
només en una familia s’ha trobat la mutacié causant de la deficiéncia en el gen PDPI (MIM
608782) codificant per la isoforma PDP1 (Maj i col 2005). Es tracta de dos germans fills de
pares consanguinis que manifestaven hipotonia i lactat elevat, amb una activitat PDHc

inferior al 25%.

1.2.2. Diagnostic de les deficiéncies del complex piruvat deshidrogenasa

El diagnostic de deficiencia de PDHc s’ha de considerar en tots els pacients amb debut de
malaltia neurologica, sobretot si esta associat a anomalies estructurals cerebrals 1 amb acidosis
metabolica sense causa aparent. Habitualment presenten acidémia lactica, perd en ocasions
I’increment d’acid lactic només és detectable en liquid cefaloraquidi (Dalh 1995; Brown i col
1994).

Aixi doncs, el primer i més important analisi de laboratori per recone¢ixer possibles
deficiencies de PDH és la valoracié de lactat i piruvat en plasma i en liquid cefalorraquidi,
amb valors elevats dels dos metabolits donant lloc a una relacid lactat/piruvat normal o baixa
(Robinson 2001).

La valoracio de I’activitat enzimatica de PDHc basal i total o activada (amb inhibicid de les
PDH quinasa i/o activacié de la PDH fosfatasa) i de les subunitats E1 1 E3, es realitza
habitualment en fibroblasts i muscul, pero també es pot valorar en altres teixits o en limfocits
1 plaquetes tal i com descriuen alguns autors (Schofield i col 1980). Els fibroblasts algunes
vegades poden emmascarar defectes enzimatics pero, pel fet de ser un teixit viu, ens dona la
possibilitat de realitzar estudis genctics més extensius (Brown i Sperl 2008).

Perod malgrat la capacitat per a realitzar determinacions de 1’activitat enzimatica, els resultats
moltes vegades son dificils d’interpretar, ja que s’han descrit pacients amb un ampli rang
d’activitats residuals, aixi com pacients amb activitats PDHc en fibroblasts i/o muscul dins el

rang dels controls. S’observa diferent llindar d’activitat PDHc en funci6 dels teixits, essent el
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cervell el teixit més dependent d’activitat PDHc 1 aix0 explica el fet que pacients amb
activitats residuals molt altes en fibroblasts o muscul presentin encefalopaties.

A T’hora de determinar enzimaticament la subunitat on es localitza la deficiencia també hi ha
dificultats, ja que sobretot en femelles amb deficiencia de PDHAI es pot observar activitat
normal degut a una inactivacié favorable del cromosoma X (Dalh 1995).

El diagnostic diferencial de la deficiéncia de E3 s’aconsegueix per una activitat reduida i per
un increment en plasma d’amino acids ramificats i altres metabolits, perd s’han descrit també
alguns casos on cap d’aquestes alteracions es produeix.

Degut a totes aquestes dificultats diagnostiques, és indispensable la realitzacio de estudis

genetics per tal de confirmar les deficiencies de PDHc i localitzar la subunitat afectada.

1.2.3. Tractament de les deficiéncies del complex piruvat deshidrogenasa

No existeix una tractament totalment eficag, perd s’ha observat certa millora en alguns
pacients mitjancant 1’administracid de cofactors: tiamina, acid lipoic, carnitina o dicloroacetat
i també amb dieta cetogénica.

D’aquests tractaments caldria destacar 1’administracié de tiamina que ha mostrat molt bons
resultats en alguns pacients i quasi cap millora en altres. No s’ha pogut realitzar una
correlacid entre les mutacions que afecten els pacients i la resposta al tractament amb tiamina.
Per tant, es recomana 1’assaig de 1’administracié de tiamina en tots els pacients diagnosticats
de deficiéncia de PDHc. Degut al fet que la tiamina s’uneix a la subunitat E1, s’espera que la
seva administracié doni bons resultats en les deficiéncies de PDH-Ela 1 de PDH-E1, pero
s’han descrit bones respostes en pacients amb deficiéncies en altres subunitats, p. ex. E3
(Elpeleg i col 1995)

El tractament amb dicloroacetat presenta més controversia. Es tracta d’un inhibidor de les
PDH quinases que, per tant, augmenta 1’activitat de PDHc provocant que es trobi sempre en la
seva forma activada. Aix0 produeix una millora bioquimica perd no es tradueix en una
millora clinica, a més a més, els efectes secundaris associats a 1’administracio de dicloroacetat
(neuropatia periférica) fan que la seva administracid sigui molt limitada i poc recomanada.

En alguns casos s’ha obtingut millora clinica amb 1’administracié d’arginina, que al actuar
com a xaperona, permet allargar la vida mitja de I’enzim quan la seva estabilitat esta
compromesa degut a la mutacid (Silva i col 2008). Aixo es dona fonamentalment en les
mutacions missense.

Per ultim, la dieta cetogenica limita el consum de glicids i per tant la utilitzaci6 de PDHec,
potenciant la obtencié d’energia a partir de les grasses. Es efica¢ sobretot en pacients amb una

activitat residual alta, debut tarda i abséncia o minima neuropatia (Robinson 2001), entre

29



Introduccio

aquest grup cal destacar pacients lleument afectats de deficiencia de PDHA1 (Ela), i pacients

de DLD (E3) i DLAT (E2) (Brown i Sperl 2008).
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2. OBJECTIUS

L’ampli ventall de presentacions cliniques i1 bioquimiques tant en les deficiéncies congenites
de la glicosilacié com en les deficiencies de piruvat deshidrogenasa fa que sigui necessari
millorar el seu diagnostic, ampliar la seleccido de pacients i aprofundir en els casos ja
diagnosticats.

Pel que fa als defectes de la glicosilacio de proteines, son un grup de malalties relativament
noves. Els pacients presenten una gran variabilitat clinica 1 bioquimica, des de
simptomatologies molt severes amb patrons de sialotransferrina molt alterats fins a casos
quasi asimptomatics amb alteracions molt lleus. A més continuament es descriuen nous tipus
de CDG, i es creu que poden estar implicats en aquesta via almenys uns 200 gens (Jaeken i
col 2008). Per aquests motius €s important disposar de les técniques analitiques necessaries
per tal d’aconseguir un ampli cribratge i una facil interpretacio dels patrons que plantegen
dificultats.

D’altra banda, les deficiéncies de piruvat deshidrogenasa son un grup de malalties que
presenten certa complexitat en el diagnostic bioquimic pel fet que lleus canvis en 1’activitat
PDHc tenen conseqiiéncies patologiques. Aquesta complicacié s’incrementa en les femelles,
ja que la majoria de deficiencies de PDHc son degudes a mutacions en el gen PDHAI,
localitzat en el cromosoma X, de manera que en femelles la severitat de la malaltia dependra
del grau de lionitzacid de ’al-lel mutat. A més a més, una mostra ampliament utilitzada per
aquesta determinaci6 enzimatica son els fibroblasts cultivats, en els quals durant el procés de
creixement pot ser que s’afavoreixi I’increment de les cel-lules sanes, no mutades, respecte a

les mutades.

En conseqii¢éncia, els objectius concrets que ens varem proposar son:

Millorar les técniques de cribratge pels defectes congenits de la N-glicosilacié (CDG).

e Ampliacié de la metodologia per I’estudi dels pacients amb patrd de sialotransferrines

tipus 2.

e Aplicaci6 d’aquestes tecniques a I’estudi de pacients.

e C(Cribratge en fetus amb malformacions ecografiques i avortaments espontanis.

e Ampliaci6 de I’estudi molecular de les deficiéncies de PDHc.
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3. MATERIALS I METODES

3.1. DETERMINACIO D’ISOFORMES DE SIALOTRANSFERRINA PER IEF
MITJANCANT LA VISUALITZACIO DE BANDES EN UN GEL D’AGAROSA

Mostra:

- Seérum, descartar plasma amb EDTA

Aparells:

- Estufa

- Microones o bany termoestatitzat

- Sistema d’isoelectro enfoc Multiphor (LKB, Estocolm, Suecia)
- Font d’electroforesis amb programa per IEF

- Agitador orbital

- Secador

Reactius:

- Solucié per preparar el gel: 0,25 g d’agarosa per IEF, 3 g de sorbitol, 1,65 ml Ampholines
Preblended pH 4.0 — 6.5 (Amersham Biosciences). Portar a un volum final de 25 ml amb
aigua destil-lada. Des de setembre de 2007 aquest producte esta retirat del mercat i actualment
utilitzem Ampholyte high resolution pH: 5 — 7 (Sigma-Aldrich)

- Solucié d’anode per electrode: acid glutamic 0.04 M

- Solucid de catode per electrode: hidroxid de sodi 0,5 M

- Solucié de destenyir: mesclar 350 ml d’etanol, 100 ml d’acid acétic i 550 ml d’aigua
destil-lada

- Solucié de tenyir: 1,16 g/L de Coomassie Brillant Blue (BioRad), dissolt en solucié de
destenyir

- Solucié d’anticos anti-transferrina humana: dilucié 1:5 amb solucidé salina (250 ul
d’anticos (policlonal de conill contra transferrina humana, Dako, Dinarmarca) + 1250 ul de

solucid salina per un gel sencer de 265 mm x 125 mm)

Procediment:

Preparacié de les mostres:

Utilitzar 50 pl de sérum, al que s’afegeixen 5 pl de citrat de ferro III per tal de saturar la

transferrina amb ferro, 5 pl de bicarbonat de sodi (0.1 M), 1 finalment diluir la preparacié amb
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50 ul de solucid salina. Deixar saturar la transferrina 30 minuts a temperatura ambient,
centrifugar les mostres durant 5 minuts a 24°C 1 16.000 x g. Per aplicar la mostra, diluir 10 pl

de sobrenadant amb 20 pl de solucid salina. Carregar 2 1 5 il de la mostra diluida.

Preparacio del gel:

Polimeritzar el gel entre dos vidres que deixen un espai entre ells de 0.5 mm mitjangant unes
gomes que marquen la separacio (Fig. 10).

Preparar la solucio del gel, dissoldre la solucié d’agarosa i sorbitol al microones, portar-la a
73°C 1 afegir els Ampholines Preblended. Abocar-la entre els vidres i1 deixar refredar per tal

que polimeritzi.

Figura 10. Esquema de ’estructura per la construccio d’un gel d’agarosa

Separacio 1 deteccio:

Separar les isoformes de la transferrina de les mostres preparades mitjangant IEF utilitzant el
sistema Multiphor (LKB).

Les condicions limitants utilitzades son: 1000V - 25mA - 8W

Primer fer un prefocusing de 10 minuts, tot seguit carregar 2 i 5 ul de les mostres en sengles
pous de sembra, i continuar 1’electroforesis durant 45 minuts. Seguidament procedir a la
immunofixacié aplicant la solucié diluida d’anticos de conill anti-transferrina humana
(DAKO) que s’estén sobre el gel amb una nansa de vidre i deixar-la 2h a 4°C.

Eliminar I’excés d’anticos mitjancant rentats amb solucid salina en agitacio orbital durant
17h.

Seguidament precipitar les proteines per secat, amb paper Watman amb contacte directe amb
el gel 1 amb pes al damunt durant 30 minuts. Acabar d’assecar amb aire calent.

Per visualitzar les bandes, submergir el gel en solucid de tenyir durant 10 minuts amb agitacid

orbital i seguidament rentar amb solucid de destenyir.
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3.2. DETERMINACIO D’ISOFORMES DE SIALOTRANSFERRINA MITJANCANT
SEPARACIO PER HPLC I DETECCIO AMB ESPECTROFOTOMETRE UV/V
(Helander i col 2003 i 2004)

Mostra:

- Sérum

Aparells:
- HPLC-Agilent 1 compartiment per la columna termoestatitzats, acoblat a
espectrofotometre UV/Vis amb capacitat de lectura a multiples longituds d’ona, i amb el

software ChemStation

- Columna d’intercanvi anionic SOURCE 15Q (Amersham Biosciences)

Reactius:
- Nitrilacetat de ferro (FeNTA): Solucio de acid nitrilacetic ImM 1 clorur de Fe(IIT) 1mM
- Solucio de precipitacié de lipids: Barreja de volums iguals de clorur de calci 1 M i dextran

sulfat 20 g/L

- Tampd A: bis-tris 10 mM ajustat a pH 7 amb HCI

- Tampd B: bis-tris 10 mM en NaCl 0.5 M, ajustat a pH 6.2 amb HCI
- Tamp¢ C: bis-tris 10 mM ajustat a pH 6.2 amb HCI

- Solucio D: NaCl 2M

Procediment:

Preparacid de les mostres:

Barrejar serum, FeNTA 1 solucio de precipitacio de lipids en la proporcidé 5:1:1. Deixar
reposar 30 - 60 minuts a 4°C. Centrifugar les mostres durant 5 minuts a 5°C 1a 16.000 x g.

Filtrar 130 pl de sobrenadant a través d’un filtre Microcon YM-10 per tal d’eliminar proteines
1 altres molecules de baix pes molecular. Recuperar la fraccié no filtrada invertint el filtre i
centrifugant, i finalment diluir-la amb aigua MilliQ fins a obtenir un volum final de 260 pl;

aixi obtenim la mostra diluida 1:1.

Meétode de HPLC:

Volum d’injeccid de mostra: 100 ul
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El metode per la separacid de les isoformes de la transferina consisteix en:

Deteccio i quantificacio d’isoformes de transferrina:

La detecci6 és possible per 1’absorbancia diferenciada que presenta el complex ferro-
transferrina a 460 nm. En aquest longitud d’ona I’absorbancia de la transferrina és baixa pero
especifica, 1 aixi es pot diferenciar de la resta de proteines del serum.

La distribucid relativa de cada isoforma de transferrina respecte la total, s’expressa mitjangant

Temps
(min) Tampé A | Tampé B | Tampé C | Soluciéo D | Fluxe (ml/min)
0.00 100 0 0 0 1.00
1.00 100 0 0 0 1.00
1.01 0 0 100 0 1.00
30.00 0 20 80 0 1.00
30.01 0 0 0 100 1.00
35.00 0 0 0 100 1.00
35.50 100 0 0 0 1.00
37.00 100 0 0 0 1.00

el percentatge d’area sota la corba (%AUC) calculat amb integracié de la linia base.
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3.3. DETERMINACIO D’ISOFORMES DE SIALOTRANSFERRINA MITJANCANT
ELECTROFORESIS CAPILAR (CZE) (Carchon i col 2004)

Mostra:

- Sérum

Aparells:
- Electroforesis capil-lar P/ACE 5000 system (Beckman- Coulter, Fullerton, CA, USA)

equipat amb detector d’absorbancia de llum ultravioleta/visible

- Capil‘lar de silica 67 cm x 50um ID fused-silica capillary (Analis, Brussel-les, Belgica)

Reactius:

CEofix-CDT kit (Analis): conté tots els reactius necessaris per la realitzacio de la técnica:

o Rinse: Aigua bidestil-lada

o Conditioner:  NaOH 0.2 M

o Initiator: Tampd TRIS/fosfat pH 2.0
o Buffer: Tampd TRIS/ borat pH 8.5

o Fe solution Citrat de Fe(III)

Procediment:

Preparacid de les mostres :

Barrejar 15 pl de sérum amb 45ul de solucio de ferro del CEofix Kit. La mostra esta

preparada per analitzar.

Meétode de CZE:

Al iniciar el metode per la deteccio de les isoformes de la transferrina en CZE injectar solucid
Rinse per rentar el capil-lar i I’injector; seguidament acondicionar la columna amb el pas
d’una solucié de NaOH; injectar la mostra junt amb un tamp6 TRIS/fosfat a pH 2.0 1 la
separacid de les isoformes es produeix amb tampod TRIS/borat pH 8.5 1 per 1’accié d’un

voltatge de 28 KV durant 10 minuts.
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Deteccio i quantificacio de les isoformes de transferrina:

La detecci6 de les diferents isoformes €s per 1’absorbancia a 214 nm. La distribuci6 relativa
de cada isoforma de transferrina respecte la total, s’expressa mitjangant el percentatge d’area

sota la corba (%AUC) calculat amb integracié de pic a pic.
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3.4. TRACTAMENT DE SERUM AMB NEURAMINIDASA PER LA DETECCIO DE
POLIMORFISMES

En I’analisi del patrd de sialotransferrina es poden trobar alteracions secundaries degudes a
altres patologies (galactosemia, fructosemia, hepatopatia) o a immaduresa, i també degudes a
polimorfismes de la transferrina que resultin en una proteina amb carrega total diferent. Per tal
de descartar un polimorfisme de la transferrina tractem la mostra de sérum amb
neuraminidasa, un enzim que talla els acids sialics terminals de les antenes dels glicans.
D’aquesta manera elimina les carregues de les estructures de glicans que ens permeten
observar les isoformes, i les uniques carregues responsables del recorregut de la transferrina
seran les propies de la cadena peptidica. En una mostra sense polimorfismes tractada amb
neuraminidasa s’observa una sola banda en la posicio de I’asialotransferrina, en canvi en una
mostra portadora d’un polimorfisme en heterozigosi es detecen dues bandes, una a nivell de
asialotransferrina i una altra amb un desplagament diferent, que variara en funci6 de la variant

polimorfica.

Mostra:

- Sérum

Aparells:

- Bany termoregulable

Reactius:
- Solucid de neuraminidasa: disoldre 10 unitats de neuraminidasa de Claustridium

perfringens (Sigma N2876 10 unitats) en 1 ml de 0.1 M Tris pH 7.0

Procediment:
Per aconseguir una completa digestio dels acids sialics terminals aplicar 10 pl de la solucio de
neuraminidasa a 50 pl de sérum 1 deixar reaccionant tota la nit a 37°C. Un cop digerit,

processar la mostra segons la metodologia de cada técnica.
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3.5. DETERMINACIO D’ISOFORMES DE apoC-III PER SEPARACIO MITJIANCANT
ISOELECTROENFOC, I VISUALITZACIO PER WESTERN BLOT AMB REVELAT
PER QUIMIOLUMINESCENCIA O COLOR (Wopereis i col 2003)

Mostra:

- Sérum

Aparells:

- Estufa

- Sistema d’isoelectroenfoc (Multiphor)
- Font d’electroforesis

- Agitador orbital

reactius:

- Soluci6 per la preparacié gel: disoldre 630 ul de Ampholines Prebended pH 3.5 — 5.0
(Amersham Biosciences) en 9,87 ml d’una solucié de urea 8,4 M

- Solucio6 d’anode per electrode: acid acetic 0.5 M

- Soluci6 de catode per electrode: hidroxid de sodi 0,5 M

- Tampé de transferencia: soluci6 de Tris 25 mM amb glicina 192 mM, SDS 0.1 % 1 20 %

d’etanol

- Soluci6 de rentat: Tween 20 0,1% (v/v) en PBS

- Soluci6 bloquejadora: conté BSA 3% (p/v) 1 Tween 20 0,1% (v/v) dissolts en PBS

- Soluci6 d’anticos primari: dilucié 1:100 de anticos de conill anti-apoC-III humana
(BioTrend, Alemanya) amb solucié bloquejadora

- Solucié d’anticos secundari: dilucié 1:1000 d’anticos anti-IgG de conill marcat amb

peroxidasa de rave (Healthcare, Anglaterra) amb solucio bloquejadora

Procediment:

Preparacid de les mostres:

Sobre una safata de vidre de la mida del gel evocar la soluci6 per la preparacié del gel. Tot
seguit posar un gel deshidratat (CleanGel®, Amersham Biosciences) al damunt del liquid,
procurant que no quedin bombolles. Deixar rehidratar el gel durant 90 minuts a temperatura
ambient.

Separacid per isoelectroenfoc:

Aplicar directament 2 ul de sérum sense tractament previ.

Separar les isoformes d’apoC-III de les mostres mitjangant IEF amb el sistema Multiphor

40



Material i metodes

(LKB).

El programa utilitzat és:
Prefocusing: 700 V 12 mA 8 W 20 min
Entrada de les mostres: 500V 8 mA 8W 20 min
Isoelectroenfoc 2000 V 14 mA 14 W 90 min
Final 2500 V 14 mA 18 W 10 min

Western blot 1 deteccid:

Un cop acabat I’isoelectroenfoc, transferir les proteines a una membrana de nitrocel-lulosa,

durant 1 hora a 65°C.
> pes

\ Papers Watman

Esponja

Membrana de

A

\

nitrocel-lulosa

el

EE/
A

cubeta

Figura 11. Esquema de la transferéncia

Deixar la membrana en solucié bloquejadora, durant tota la nit a 4°C. Seguidament, eliminar
I’excés de proteina amb solucio de rentat.

Incubar-la amb un volum de solucié d’anticos primari suficient per cobrir-la durant 1 hora a
temperatura ambient.

Rentar (x3) amb solucio6 de rentat i tot seguit incubar amb solucid d’anticos secundari durant 1
hora a temperatura ambient.

El revelat es pot realitzar per quimioluminsceéncia (kit de detecci6 ECL - Amersham
Biosciences) o per color (kit de detecci6 OPTI-4CN - BioRad, Italia) seguint les indicacions

del corresponent fabricant.
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3.6. SEPARACIO D’OLIGOSACARIDS EN ORINA PER CROMATOGRAFIA EN
CAPA FINA (TLC), SEGUIT D’EXTRACCIO I IDENTIFICACIO DE LA SEVA
COMPOSICIO

Mostra:

- Orina

Aparells:

- Cubetes per cromatografia

- Placa calefactora

- Columnes Carbograph (BioRad)

- HPLC-MS/MS (Waters 2795 — Quatro micro API)
- GC/MS (HP5890 - Agilent)

Reactius:
- Fase mobil: mesclar 50 ml de N-butanol, 25 ml d’acid acetic 1 25 ml d’aigua destil-lada
- Soluci6 de revelat: barrejar 5 ml d’acid sulfuric concentrat amb 50 ml d’una solucid

d’orcinol 16 mM

Procediment:

Separacio d’oligosacarids en I’orina:

Activar les plaques de silicagel 20 x 20 cm (Merck) deixant-les a 85°C durant 30 minuts.
Per obtenir una bona senyal carregar la quantitat d’orina equivalent a 10 ug de creatinina.
Degut a la diferent composicié de ’orina en els recent nascuts, cal calcular la quantitat

necessaria d’orina a carregar en funcié del valor de creatinina i de 1’edat del pacient (Blom i

col 1983):

Menors de 6 mesos: 7,9 / creatinina (UM) = pul d’orina a sembrar

Majors de 6 mesos: 13,6 / creatinina (UM)= pl d’orina a sembrar

Un cop activada la placa, sembrar 1’orina necessaria aplicant-la directament en la linia de
sembra (a 2 cm de la base de la placa).

Deixar la placa dins la cubeta que conté la fase mobil (50 ml de N-butanol + 25 ml d’acid
acetic + 25 ml d’aigua) fins que aquesta hagi recorregut la placa i arribi a la linia superior (3

cm de I’extrem).
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Deixar assecar la placa completament i repetir el recorregut de la fase mobil dues vegades
més.

Pel revelat, vaporitzar-la amb soluci6 de revelat i deixar-la 15 minuts damunt una placa
calefactora a 100°C (I’operari s’ha de protegir amb una mascara dotada de filtre amb proteccid

P3).

Extraccid dels oligosacarids:

Un cop separats els oligosacarids de ’orina per cromatografia en capa fina seguint el
procediment anterior, rascar directament de la placa i sense tenyir, la banda que es vol

identificar.

Linia superior fins
. on arriba el solvent

Zona a rascar |

Linia de sembra de
> les mostres

Figura 12. Cromatografia en capa fina per la separacié d’oligosacarids en orina. Es revelen els extrems de la

placa per tal de localitzar les bandes que ens interessen i es rasca la zona no tenyida.

Per tal d’extreure els oligosacarids adherits a la silicagel rascada de la placa, rentar amb
aigua:metanol proporcid 1:1 amb agitacio. Després de cada rentat centrifugar 1 recollir el
sobrenadant que ha de contenir els oligosacarids.

Evaporar el metanol amb nitrogen, de manera que s’obtingui 1’oligosacarid dissolt en aigua.

Purificar la mostra filtrant-la amb columnes de grafit (Carbograph - BioRad).

Analisis del pes molecular de 1’oligosacarid:

Per identificar el pes molecular, analitzar la mostra mitjangant HPLC-MS/MS. Carregar la
mostra dissolta en aigua tal 1 com s’obté de les columnes de Carbograph (Alltech, USA)

(veure resultats).
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Analisis de la composicid de I’oligosacarid:

Hidrolitzar 1’oligosacarid per tal d’obtenir els monosacarids. Les condicions de la hidrolisis
son: a 50 ul de sacarid dissolt en aigua, afegir 300 pul de butanol-HCI a 85°C i durant 24 hores.
Sililar les mostres per tal que puguin ser detectades per GC-MS. Condicions de la sililacio:
afegir 150 pl de BSTFA i deixar-ho 30 minuts a 60°C.

Identificar la composicié de 1’oligosacarid mitjancant 1’analisis de la mostra sililada pel
sistema de cromatografia de gasos — espectrometria de masses (GC-MS) (veure resultats i

discussio 4.2).
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3.7. DETERMINACIO DE FRUCTOSA EN SERUM

Mostra:

- Sérum

Aparells:

- Espectrofotometre

Reactius:

- Tamp¢ Tris/HCI: soluci6 de Tris 90 mM ajustat a pH 6.6 amb HCI
- Estandard de fructosa: Solucid de fructosa 0,25 mM en BSA 40 g/L
- NADH 25 mM

- Acid percloric 5,5 M

- Sorbitol deshidrogenasa (Sigma, USA)

Procediment:

Preparaci6 de la mostra:

Desproteinitzar la mostra mesclant parts iguals d’acid percloric 5,5 M i del sérum a analitzar
(100 ul). Centrifugar a 16000 x g a temperatura ambient durant 2 minuts. Utilitzar el

sobrenadant com a mostra.

Reaccid enzimatica:

La tecnica consisteix en la valoracid de 1’oxidacié de NADH a partir de fructosa mitjangant

I’accid de I’enzim sorbitol deshidrogenasa:

Sorbitol deshidrogenasa

Fructosa < N Sorbitol

NADH NAD"

Figura 13. Esquema de la reaccio

Per cada mostra a analitzar i per I’estandard es prepara una cubeta per la reacci6 i una altra pel

blanc.
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Cada cubeta conté:

Sérum Sorbitol
Estandard Tris-HCI
desproteinitzat deshidrogenasa
Estandard 50 ul - 445 ul 5ul 1 ul
Blanc estandard 50 ul - 445 ul 5ul -
Mostra - 80 ul 415 ul 5ul 1 ul
Blanc mostra - 80 ul 415 ul 5ul -

Taula 3. Esquema del contingut de cada cubeta

Es posa a la cubeta 1’estandard o el serum, el tampd TRIS-HCI i el NADH 1 es realitza una
primera lectura a 340 nm; quan 1’absorbancia és estable s’afegeix 1 ul de sorbitol
deshidrogenasa i es valora la disminucio d’absorbancia fins que la lectura torni a ser estable

(aproximadament 50 min).

Calcul de la concentracio de fructosa en sérum:

(AAbs mostra - AAbs blanc) x Vf

Concentracio de fructosa en sérum = x2

€ (NADH) x Vm

€ (NADH): Coeficient d’extincié del NADH = 6,22

Vf: Volum final a la cubeta = 500 pl
Vm: Volum de mostra o estandard
Summerfield i col (/993) van establir el valor de fructosa en plasma < 0,27 mM com a valors

de referéncia.
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3.8. IMMUNOBLOT DE LES SUBUNITATS DE PDHc

Mostra:

- Homogenat de fibroblasts o muscul.

Aparells:

- MiniProtean, BioRad
- Kit de transferéncia, BioRad

- Agitador orbital

Reactius:

Solucié de preparacid de gel acumulador:
Tris-HCI pH 6,2
Acrilamida/bisacrilamida 37,5:1
SDS
APS
TEMED

Soluci6 de preparacié de gel resolutiu:
Tris-HCI pH 6,2
Acrilamida/bisacrilamida 37,5:1
SDS
APS
TEMED

Tampo de carrega:
Glicerol 15%
SDS 0,45%
2-B-mercaptoetanol 7.5%
Blau de bromfenol 2,4 mM
Tris-HCI pH 6,8 90 mM

0,125 M
4%

0,1 %
0,1 %
0,1 %

0,375M
10 %
0,1 %
0,1 %
0,1 %

Piruvat deshidrogenasa de cor porci utilitzada com a marcador (Sigma, USA)

- Tampo6 d’electroforesis: solucié de Tris-HCl 25 mM pH 8,3 amb glicina 0.2 M i SDS

0,1 %

- Tampo de transferencia: solucié de Tris 25 mM amb glicina 192 mM, SDS 0,1 % 1 d’etanol
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20 %

- Solucio bloquejadora: solucié de PBS amb BSA 3% (p/v) 1 Tween 20 0,1% (v/v)

- Soluci6 de rentat: Tween 20 0,1% (v/v) en PBS

- Anticos anti PDHc humana, donat pel Dr W. Ruitenbeek, Radboud University Nijmegen
Medical Centre, Holanda

- Soluci6 d’anticos secundari: dilucio 1:1000 d’anticos anti-IgG de conill marcat amb

peroxidasa de rave (Healthcare, Anglaterra) unit a peroxidasa amb soluci6 bloquejadora

Procediment:

Preparacid de les mostres:

La mostra a carregar ha de contenir dues parts d’homogenat per una de tamp6 de carrega. La
quantitat a carregar al MiniProtean dependra de la quantitat de proteina que contingui
I’homogenat, amb un volum maxim de 60 pl per pou.

Aixi doncs, la concentracid de proteina que ens quedara en la mescla homogenat-tampd de
carrega és de 2/3 de I’inicial.

Per tal de poder interpretar correctament el resultat del western blot, cal que els pous tinguin
la mateixa quantitat de proteina per tal de poder comparar els resultats. Aixi doncs un cop
preparada la mostra calculem quina quantitat n’haurem de carregar als pous per tal de tenir

valors de proteina per pou semblants i per tant comparables.
Cf x Vf = proteina total al pou

Abans de carregar les mostres cal desnaturalitzar el complex proteic per tal que cada subunitat
es desplaci lliurament pel gel, per aixo aplicar una temperatura de 95°C durant 5 minuts a la

mostra ja preparada.

Electroforesis:

Condicions d’electroforesis:
Gel acumulador: 150V 150 mA
Gel separador: 175V 150 mA

Procedir a I’electroforesis fins perdre la banda blava del tamp6 de carrega, continuar durant

10 minuts més a 200 V.
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Tranferéncia:

Transferir les proteines del gel a una membrana de nitrocel-lulosa per tal de poder fer la
deteccid de les proteines. Treballar amb tots els elements impregnats de tampd de
transferéncia.

El sandwitch de transferéncia consisteix en: esponja — tres papers Watman — membrana de
nitrocel-lulosa — gel — tres papers Watman — esponja. La corrent, i per tant les proteines es
desplacaran del negatiu al positiu, per tant és essencial posar el gel al costat negatiu 1 la
membrana al costat positiu.

Realitzar la transferéncia a 4°C, amb agitacio i durant una hora a 100 V i 150 mA.

Un cop finalitzada la transferéncia bloquejar la membrana amb un volum de solucid
bloquejadora suficient per cobrir-la, durant tota la nit a 4°C. Seguidament, eliminar I’excés de
BSA de la solucio bloquejadora amb solucié de rentat (x3).

Incubar la membrana amb un volum de solucié d’anticos primari suficient per cobrir-la durant
1 hora a temperatura ambient.

Rentar (x3) amb solucio de rentat i tot seguit incubar amb solucid d’anticos secundari durant 1
hora a temperatura ambient.

El revelat es pot realitzar per quimioluminscéncia (kit de deteccié ECL - Amersham
Biosciences) o per color (kit de deteccio OPTI-4CN - BioRad, Italia) seguint les indicacions

del fabricant.
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3.9. EXTRACCIO DE DNA

Mostra:

- Sang entera, fibroblasts, teixits diversos

Aparells:
- Centrifuga

Reactius:

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

- Etanol, Merck

- Isopropanol, Merck

- Lauril sulfat sodic (SDS) 10 %, Sigma-Aldrich

- Proteinasa K

- Hidroxid de sodi (NaCl) 5,5 M, Merck

- Cloroform

- Tamp¢ de lisis d’eritrocits

Procediment:

Extraccié de DNA a partir de sang o fibroblasts utilitzant el kit Puregene ™

Segons les instruccions del fabricant:

Afegir 3 ml de RBC Lysis Solution en un tub Corning estéril que contingui 1 ml de sang
entera. Barrejar per inversid, incubar 10 minuts a temperatura ambient i centrifugar a 2000 x g
durant 10 minuts més. Eliminar el sobrenadant deixant el pellet amb uns 100 — 200 pul de
liquid residual.

El procediment comenca aqui quan la mostra per I’extraccié de DNA son fibroblasts.

Vortejar el tub vigorosament per resuspendre les cel-lules. Afegir 1 ml de Cell Lysis Solution,
ajudar al trencament cel-lular incubant a 37°C fins que les cel-lules estiguin lisades.
Seguidament afegir 333 ul de Protein Precipitation Solution, vortejar almenys durant 20

segons i centrifugar 10 minuts a 2000 x g.

50



Material i metodes

Recollir el sobrenadant i passar-lo a un tub Corning nou que contingui 1 ml d’isopropanol 100
%. Barrejar per inversio fins a observar el precipitat blanc format per la unié del DNA.
Centrifugar durant 3 minuts a 2000 x g, per portar tot el DNA comprimit i localitzat al fons
del tub. Eliminar el sobrenadant per decantacid. Afegir 1 ml d’etanol 70 %, centrifugar 1
minut a 2000 x g i decantar el sobrenadant.

Deixar evaporar I’etanol restant del precipitat de DNA.

Afegir un volum variable (20 — 200 ul) de DNA Hydration Solution.

Extracio de DNA a partir de teixits

Homogeneitzar el teixit en un morter amb 1’ajuda de bisturi 1 300 pl de tampo6 de lisi
d’eritrocits (TLE). Passar I’homogenat a un tub eppendorf i afegir 20 pul de SDS 10 %,
vortejar durant 20 segons. Afegir 50 ul de proteinasa K i tornar a vortejar uns altres 20
segons. Deixar la barreja durant tota la nit a 37°C.

L’endema afegir 100 ul de NaCl 5,5 M 1 agitar durant 20 segons. Centrifugar 10 minuts a
4.000 x g per tal de precipitar la sal. Passar el sobrenadant a un altre tub i tornar a centrifugar
10 minuts a 4.000 x g.

Recuperar el sobrenadant, afegir 470 pl de cloroform i agitar. Centrifugar 5 minuts a 16.000 x
g, passar el sobrenadant a un tub eppendorf nou i afegir 940 ul d’etanol. Agitar vigorosament
per inversid fins a obtenir un precipitat blanc de DNA.

Traspassar el precipitat blanc de DNA a un nou tub eppendorf i deixar-lo assecar.

Rehidratar el DNA amb aigua esteril.
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3.10. EXTRACCIO DE RNA I OBTENCIO DE ¢DNA

Mostra:

- Cultiu fresc de fibroblasts

Aparells:
- Centrifuga d’alta velocitat

Reactius:

- Kit d’extraccid de RNA QIAshredder i RNeasy, Qiagen (Germany). Conté les solucions
RLT, RW1, RPE i HO RNase free; i també les columnes QIAshredder i Rneasy

- P-mercaptoetanol, BioRad

- Oligo dT, Roche (Espanya)

- MMLYV Transcriptasa reversa, RNase H Minus, Point Mutant, Promega (USA)

- Tampd per transcriptasa reversa, Promega (USA)

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), Roche

- Aigua esteril

Procediment:

Extraccié de RNA:

Segons les instruccions del fabricant:

Afegir 350 pl de solucido d’extracci6 de RNA formada per RLT amb un 1% de B-
mercaptoetanol, barrejar amb la pipeta i passar a la columna QIAshredder. Centrifugar durant
2 minuts a 16.000 x g. El filtrat que s’obté en aquest pas es pot conservar a —80°C.

Afegir sobre el filtrat un volum equivalent d’etanol 100 % (350 pl), barrejar amb la pipeta i
passar a la columna RNeasy. Centrifugar durant 15 segons a 16.000 x g. Descartar el filtrat.
Afegir 700 ul de RWI1 a la columna, centrifugar durant 15 segons a 16.000 x g. Descartar el
filtrat.

Canviar el tub col-lector. Afegir 500 pl de RPE, centrifugar durant 15 segons a 16.000 x g.
Descartar el filtrat. Afegir novament 500 pl de RPE, centrifugar durant 2 minuts a 16.000 x g.
Descartar el filtrat. Centrifugar durant 1 minut a 16.000 x g per assecar la columna.

Canviar el tub col-lector. Afegir entre 30 — 50 ul de aigua RNase free directament sobre el
filtre de la columna, deixar rehidratar durant almenys 1 minut. Centrifugar 1 minut a 16.000 x

g. El filtrat que s’obté és RNA.
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Sintesis de cDNA:

Realitzar una primera reaccié per eliminar estructures secundaries que pot formar el RNA.

Barrejar 13 pl d’aigua RNase free + 1 ul d’oligo dT + 1 pl de RNA, i incubar-ho a 70°C
durant 5 minuts, seguidament clavar en gel durant 5 minuts més.
Afegir a la barreja anterior: 5 pl de tamp0 per transcriptasa reversa

1 ul de dNTPs

3 ul de aigua RNase free

1 pl de transcriptasa reversa

Amb aquesta mescla realitzar el programa de PCR que anomenem RNATR que consisteix en
1 cicle a 42°C durant 1 h i tot seguit 10 minuts a 70°C per inactivar la reaccid. El producte que

s’obté és cDNA total.
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3.11. CERCA DE MUTACIONS EN EL GEN PMM2 MITJIANCANT REAL-TIME PCR

Mostra:

- DNA

Aparells:
- PCR a temps real Applied Biosystems StepOne Plus (Applied Biosystems, UK) amb el
software v2.0

- Centrifuga per plaques ELISA

Reactius:

- SYTO9 verd fluorescent, Invitrogen Molecular Probes (USA)

- Ampli Taq Gold, Applied Biosystems (USA)

- Tampo per Ampli Taq Gold, Applied Biosystems (USA)

- MgCl per Ampli Taq Gold, Applied Biosystems (USA)

- Aigua esteril

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Encebador directe exd 3 (CDG3AS*: 5° TTCCTAGAGGCATTCATTGTG

- Encebador revers exd 3 (CDG3S)*: 5" GTTTTGATTCTTTGCATTCTAAG

- Encebador directe exd 5 (CDG5Ag)”: 5 AGGCTGTTTATCTATGTTGCC

- Encebador revers ex6 5 (CDG5Bg)™: 5 CACCAGGCCATATCTTATTT

- Encebador directe ex6 8 (CDG8A)*: 5> GAGCACGTGTGGGAGGAC

- Encebador revers exd 8 (CDG8B)*: 5" TCCAGGGTCACATCAGCAAT
*Encebadors dissenyats pel grup de la Dra Belén Perez del CEDEM de Madrid amb qui
col-laborem.

“Encebadors  dissenyats  per  nosaltres  mitjangant el  programa  Primer3

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi)

Procediment:

Preparaci6 de la PCR:

e 1 ulde DNA

e 0.22 ulde SYTO9 150 uM

e 0.2 ul Ampli Taq Gold 1 U

e | ul tampo per Ampli Taq Gold

e 1,2 ul MgCl, per Ampli Taq Gold 25 mM
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e 0,2uldNTPs 10 mM
e 0,2 ul (x2)decada primer 5 uM
e 5,78 ul d’aigua esteril, fins a un volum final de 10 ul

Metode Real Time PCR:

El métode pels estudis de corba de melting amb 1’aparell StepOnePlus™ utilitza la modelitat
de 96 pous, quantificacié amb comparatiu Ct, SYBR Green com a reactiu per detectar el

DNA i la opcié de incloure la corba de melting.
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Figura 14. Seleccio del métode a utilitzar amb 1’aparell de PCR a temps real StepOne Plus

Programa de PCR:

Condicions del programa de PCR per I’amplificacié de les mostres:

e Pas1: 10 mina95°C

e Pas?2: 15segonsa95°C
e Pas3: 1 mina 60°C

e 40 cicles del pas2 -3

e Corba de melting: 15 segons a 95°C, baixar a 60°C durant 1 min 1 tot
seguit comencar la corba de melting incrementant la temperatura de
I’ordre de 0,1°C per minut fins arribar als 95°©
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Figura 15. Esquema del programa d’amplificacid i de la corba de melting

Analisis dels resultats:

El shoftware del programa ens déna la Tm de cada mostra, i la observacié del pic.

Figura 16. Esquema de 1’analisi de la corba
de melting
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3.12. CERCA DE MUTACIONS EN EL GEN PMM2 MITIANCANT PCR
CONVENCIONAL

Mostra:
- DNA

Aparells:

- Termociclador MJ Researcher, Inc (USA) o Analytik Jena (Alemanya)

- Sistema d’electroforesis vertical Hoefer Scientific Instrument (San Francisco, CA)
- Sistema d’electroforesis horitzontal GenePhor, Amersham Bioscience

- Centrifuga per eppendorf

Reactius:

- Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- Tampo per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- MgCl; per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Encebador directe (D) ex6 3 (CDG3AS)*: 5’ TTCCTAGAGGCATTCATTGTG

- Encebador revers (R) exé 3 (CDG3S)*: S’TTTTGATTCTTTGCATTCTAAG

- Encebador directe (D) ex6 5 (CDG5Ag)”: 5’AGGCTGTTTATCTATGTTGCC

- Encebador revers (R) ex6 5 (CDG5Bg)™: 5 CACCAGGCCATATCTTATTT

- Encebador directe (D) ex6 8 (CDG8A)*: 5 GAGCACGTGTGGGAGGAC

- Encebador revers (R) ex6 8 (CDG8B)*: S’TCCAGGGTCACATCAGCAAT

- Aigua esteril

- Tampd de carrega (Loading Buffer — LB) 20% ficoll, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 0.05%
xilencianol, 0.05% bromfenol dissolts en aigua

- Tampd de carrega desnaturalitzant (Loading Buffer Formamida — LBF) 20 mM EDTA,
0.05 xilencianol, 0.05% bromfenol, 95% formamida dissolts en aigua

- GeneGel Excel 12,5/24 kit, conté gels d’acrilamida 12.5% per la separacio, i gels
d’acrilamida 0.6% com a anode i catode, GenePhor System, Amersham Bioscience

- Exosap, Roche (Espanya)

- Big Dye, master mix Ready Reaction Premix Terminator v3.1 AB (USA)

- Tampd6 Big Dye AB (USA)

- Etanol absolut

- EDTA 125 mM
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*Encebadors dissenyats pel grup de la Dra Belén Perez del CEDEM de Madrid amb qui
col-laborem.

“Encebadors  dissenyats  per  nosaltres  mitjangant el  programa  Primer3:

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi)

Procediment:

Preparaci6 de la PCR:

Treballar amb un volum final de 25 pl. Utilitzar condicions diferents per cadascun dels exons,

segons els esquemes segiients:

Condicions exo6 3: dNTPs 0,5 ul
Programa GC60 Primers: D i R 0,51l + 0,5 pl
Tampo 2,5ul
MgCl, 2 ul
Aigua esteril 17,85 pul
Taq polimerasa 0,15 ul
DNA 1wl
Condicions exo 5: dNTPs 0,5 ul
Programa GC60 Primers: D i 0.5 1l +0.5 pul
R
Tampd 2,5ul
MgCl, 2.5 ul
Aigua esteril 17,35 ul
Ta
polim::lrasa 0.15 ul
DNA 1l
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Condicions ex0 8:

dNTPs 0,5 ul
Programa GC60
Primers: D iR 0,5ul+0,5ul
Tampd 2,5 ul
Aigua esteril 18,85 pul
Taq polimerasa 0,15 ul
DNA Il

Passos del programa GC60:
1. 5mina95°C
30 segons a 95°C
40 segons a 60°C
35 cicles dels passos 2 + 3
3 min a 72°C

A I

Comprovacid6 de la PCR:

Un cop realitzada la PCR comprovar que les bandes s’han amplificat correctament corrent 5
pl de producte de PCR amb 3 ul de tampd de carrega (LB) en un gel d’agarosa al 2%. La
observacid de les bandes s’aconsegueix per intercalaci6 de bromur d’etidi en el DNA i

observacio en llum UV.

Deteccio de canvis en la seqiiéncia amplificada:

Utilitzar la técnica de SSCP (Single Strand Conformation Polymorfism) per detectar si hi ha
algun canvi (polimorfic o mutacid) en el fragment que s’ha amplificat. La técnica de SSCP
consisteix en desnaturalitzar i1 analitzar la conformacido de plegament que adquireixen al
separar-se les dues cadenes de DNA amplificades. L’analisi es realitza amb un gel
d’acrilamida de mida variable. El sistema de Hoefer Scientific Instrument (gel 24 cm) permet
una millor separacid de les conformacions adquirides per les cadenes durant el plegament,
pero requereix una separacio de 15 — 22 hores. La técnica de SSCP també es pot realitzar en el
sistema GenePhor, on els gels tenen una longitud de 11 cm, i aplicant un voltatge de 600 V
s’aconsegueix la separacié en 1 h 1 45 min.

Independentment del tipus de gel on es realitzi el SSCP, el tractament de les mostres

consisteix en mesclar la mateixa quantitat de producte de PCR que de tampo6 de carrega
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desnaturalizant (LBF) (1:1), incubar la mescla a 95°C durant almenys 3 minuts per
desnaturalitzar la doble cadena de DNA, i seguidament refredar en gel almenys 3 minuts.
Carregar 14 ul de la mescla en el gel d’acrilamida si es treballa amb el sistema de Hoefer, 1 6

pl amb el sistema GenePhor.

A B
e T
- st fongiet
;—----- -y

Figura 17. Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) en el sistema Hoefer (A) i en el sistema
GenePhor (B)

Les bandes obtingudes es visualitzaran amb tincid de plata:
e Fixacié amb etanol 10% durant 5-10 min
e Oxidacié amb acid nitric 10% durant 3 min
e Rentat rapid amb aigua destil-lada
e Tinci6 amb solucid de nitrat de plata 2% durant 20 min
e Rentat rapid amb aigua destil-lada
e Revelat amb solucid de Na,CO; fins a obtenir una Optima visualitzacié de les
bandes

e Aturar la reaccid de revelat amb acid aceétic 10% durant 5 min

Procediment de seqiienciacio:

Per preparar el producte de PCR que es vol seqiienciar, seguir el protocol segiient:

- ExoSap:

e Transferir 5 pl del producte de PCR a un tub eppendorf de 0.5 ml.
e Afegir 2 pul d’ExoSap (USB, Amersham Biosciences); aquesta solucié comercial conté

dos enzims: exonucleasa I, que degrada els fragments de DNA de cadena senzilla
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(encebadors), i fosfatasa alcalina, que hidrolitza els ANTPs.

Posar els tubs al termociclador amb un programa que consisteix en una incubacid a

37°C durant 25 min i1 a 80°C durant 15 min.

- Reaccid de seqiienciacio:

Afegir als tubs que contenen el producte de PCR + ExoSap: 2 ul de BigDye
Sequencing Buffer, 6 pl d’aigua esteril, 1 pl d’encebador 5 mM i1 4 pl de Ready
Reaction Premix (Kit de seqiienciacio BigDye Terminator v3.1). Mantenir els tubs en
gel 1 a la foscor.

Posar els tubs al termociclador amb un programa que consisteix en: 30 seg a 96°C, 15
seg a 55°C 1 60 seg a 60°C repetir aquest cicle 28 vegades. Un cop finalitzat el

programa es guarden les mostres protegides de la llum i a 4°C.

- Precipitacié del producte de seqiienciacio:

Posar el producte de seqiienciacio en un nou tub eppendorf de 0.5 ml.
Afegir 5 ul ’EDTA 125 mM 1 60 pl d’etanol absolut en fred.

Precipitar 15 min en gel.

Centrifugar a 16.000 x g durant 15 min a temperatura ambient (24°C).
Eliminar el sobrenedant amb compte de no arrossegar el precipitat.

Rentar el precipitat amb 60 pl d’etanol al 70% en fred.

Centrifugar a maxima velocitat durant 2 min a temperatura ambient (24°C).
Eliminar el sobrenedant.

Deixar assecar els precipitats a temperatura ambient.

Un cop fet aixo, les mostres s’envien a la Unitat de DNA de 1’Hospital Clinic de Barcelona on

es disposa d’un seqiienciador ABI Prism® 3130x1 Genetic Analyzer (Applied Byosistems).
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3.13. CERCA DE MUTACIONS EN EL GEN PDHA1 EN DNA GENOMIC

Mostra:

- DNA

Aparells:
- Termociclador MJ Researcher, Inc (USA) o Analytik Jena (Alemanya)
- Sistema d’electroforesis vertical Hoefer Scientific Instrument (San Francisco, CA)

- Centrifuga per eppendorf

Reactius:

- Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- Tampo per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- MgCl, per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Aigua esteril

- Tampo6 de carrega (Loading Buffer — LB) 20% ficoll, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 0.05%
xilencianol, 0.05% bromfenol dissolts en aigua

- Tampd de carrega desnaturalitzant (Loading Buffer Formamida — LBF) 20 mM EDTA,
0.05% xilencianol, 0.05% bromfenol, formamida 95% dissolts en aigua

- Exosap, Roche (Espanya)

- Big Dye, master mix Ready Reaction Premix Terminator v3.1 AB (USA)

- Tamp6 Big Dye AB (USA)

- Etanol absolut

- EDTA 125 mM

- Encebadors, dissenyats per nosaltres mitjancant el programa  Primer3:

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3 www.cgi), descrits en la seglient taula.
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Fragment Encebador directe Encebador revers

Exo6 1 5’- AGCGCATGACGTTATTA 5’- CCACTCGCGCCCCATCC
Ex6 2 5’- ATGAATATGTTGGGGC 5’- TATCAGAGTGTACCTGTGA
Exé6 3 5’- TGTGGAGGATAATAACTACC 5’- CCACCACAAACCTACC
Ex6 4 5’- TTGCCTCATAGTTTCTCC 5’- AATCCACGCATTTCCCC
Exé6 5 5’- GCTTTGTAGAGTTGGTTTG 5’- AATCTAAAGCAGCACAC
Ex6 6 5’- TGTGGTTCCTTTCTCG 5’- TAAGACTGTTTTTGGG

Ex6 7-8 5’- AGATGATGAAGCCTGGAGAA | 5- ATGGGAGGCAGTCTTTAAC
Ex6 9 5’- CTTCAGTCATCGTTC 5’- TTCAAAGCCCACCCC
Ex6 10 5’- TCTACTGGAACTGCTC 5’- TTCAAACCACCATGAC
Ex6 11 5’- CTTTTACACTGTTACCTA 5’- ACTGTCTGGTAGCCC

Taula 4. Recull dels encebadors utilitzats per cada ex6

Procediment:

Preparaci6 de la PCR:

Es treballa amb un volum final de 25 pl incloent 1 pl de DNA. S’utilitzen condicions

diferents per cadascun dels exons, segons es descriu en la taula segiients:

Fragment | dNTP | Encebadors | Tamp6 | MgCl, | DMSO | Taq | Aigua | Programa
PDH1 0,5 0,5+0,5 2,5 1 - 0,15 | 18,85 | GCDES53
PDH2 0,5 0,5+0,5 2,5 3 2,5 0,15 | 14,35 | GCDES
PDH3 0,5 0,5+0,5 2,5 2 - 0,15 | 17,85 P5530
PDH4 0,5 0,5+0,5 2,5 2 - 0,15 | 17,85 P5530
PDHS5 0,5 0,5+0,5 2,5 2 - 0,15 | 17,85 P5528
PDH6 0,5 0,5+0,5 2,51 2 - 0,15 | 17,85 P5030

PDH7-8 | 0,5 0,5+0,5 2,5 2 2,5 | 0,15 | 15,35 P5528
PDH9 0,5 0,5+0,5 2,5 2 - 0,15 | 17,85 P5530
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Fragment | ANTP | Encebadors | Tampé6 | MgCl, | DMSO | Taq | Aigua | Programa
PDHIO | 05 | 05+05 | 25 3 2,5 | 0,15 | 1435 | P5030
PDHIL | 05 | 02+05 | 25 1,5 - 0,15 | 18.65 |  P4526

Taula 5. Resum de les condicions de PCR utilitzades per I’amplificacié de cadascun dels exons.
Totes les unitats corresponen a pl.
Descripcid dels programes utilitzats per la PCR:
Nom ta95°C T anneling t anneling ta72°C Cicles
GCDES3 40> 53°C 30” - 35
GCDES 40> 50°C 30” - 30
P5530 40> 55°C 30” - 28
P5528 40> 55°C 30” - 30
P5030 40> 50°C 30” - 30
P4526 40> 45°C 30” - 26

Taula 6. Descripcio6 dels programes de PCR

t: temps

T: temperatura

Tots els programes comencen amb una desnaturalitzacié a 95°C durant 5 minuts i finalitzen

amb una extensio de 3 minuts a 72°C.

A partir d’aquest punt, realitzar la comprovacié de la PCR, la detecci6 de canvis i la

seqiienciacid tal i com s’indica en 1’apartat 3.12.
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3.14. CERCA DE MUTACIONS EN ELS GENS DE LES DIFERENT SUBUNITATS
DE PDHc: PDHAI (PDHEla), PDHB (PDHEIp), DLAT (PDH-E2), DLD (PDH-E3) I
PDHX (E3BP)

Mostra:

- cDNA

Aparells:
- Termociclador MJ Researcher, Inc (USA) o Analytik Jena (Alemanya)
- Centrifuga per eppendorfs

Reactius:

- Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- Tampo per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- MgCl, per Taq polimerasa, Roche (Espanya)

- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- Aigua esteril

- Tampo6 de carrega (Loading Buffer — LB) 20% ficoll, 0.1% SDS, 1 mM EDTA, 0.05%
xilencianol, 0.05% bromfenol dissolts en aigua

- Exosap, Roche (Espanya)

- Big Dye, master mix Ready Reaction Premix Terminator v3.1 AB (USA)

- Tampo Big Dye AB (USA)

- Etanol absolut

- EDTA 125 mM

- Encebadors, dissenyats per nosaltres mitjancant el programa  Primer3:

(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi), descrits en la segiient taula.
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FRAGMENT

NOM

ENCEBADOR DIRECTE

ENCEBADOR REVERS

PDHI1

5’- CTCCTGGGTTCTGAGGAGTC

5’- AGCACAACCTCCTTTTCGTC

PDH2

5’- ACCCCACAGACCATCTCATC

5’- ACAATAGGCAGCAGCAAACC

PDH3

5’- ACTGCCTGTGCTTCATGAG

5’- TGCATGCAATTGCTACCTGC

PDHBI1

5’-CGGATAGAGGACACGACCAA

5’-TGTTATCCCGAATGGCTGAT

PDHB2

5’-AGTGCTTTGCTGCCTGGTAT

5’-TTGCAAATATGATGTCTTTGACC

PDHB3

5’-GAGGCTGGCCACAGTTTG

5’-TTCATGAGGACTCTGCCACA

DLATI

5’-GTTGGTTTTGGGGTGTGG

5’-TCCCTGGTACCTTCAGCAAC

DLAT2

5’-GTTGGATTTGAGAGCCTGGA

5’-CGAATGTTGCTGATTGGGATA

DLATS3

5’-CTCCCACAGGTCCTGGAAT

5’-GAAGCACCAATTGCCAAAAT

DLAT4

5’-TCTCCAATTTAGGAATGTTTGGA

5’-GCTAGGCAAGGCCACATACA

DLD1

5’-GACGTAGGCTGCGCCTGT

5’-CAAGCGAACTTCGGACATTT

DLD2

5’-CATATGGCCCATGGAAAAGA

5’-TTGGTAGCACCAGTAACCTTTG

DLD3

5’-ACGCATCCTTCAAAAACAGG

5’-CAGCACCTGGTCCAAGAATA

DLD4

5’-AGATGGCATGGTGAAGATCC

5’-GCTCCAGCCATGTAAAATTCA

PDHX1

5’-GGGCAGCCAGTGAGAAGG

5’-GGGCAGCTGGACTTAAACG

PDHX2

5’-CCAAAGACGTAGGTCCTCCA

5’-CTCCAAGGTCACAGTCAGCA

PDHX3

5’-TCGAAGAGTTATTGCCAAGAGA

5’-TCAGCACAGGTCGGAACC

PDHX4

5’-TGGCATCGACGAATTTACTG

5’-GCACCAGAGGTTAAAAATGGA

Taula 7. Recull d’encebadors utilitzats per I’amplificacié de cada fragment

De tots els encebadors es prepara una solucié mare a una concentracido de 100 uM, i a es

dilueix a 20 pM per la PCR.
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Es treballa amb un volum final de 25 pl incloent 1ul de cDNA. S’utilitzen condicions

diferents per cadascun dels fragments, segons es descriu en la taula segiients:

Fragment | dNTP | Encebadors| Tampo | MgCl, | DMSO | Taq | Aigua | Programa

PDH1 0,5 0,5+0,5 2,5 1 - 0,15 | 18,85 | NPC20

PDH2 0,5 0,5+0,5 2,5 1,5 - 0,15 | 18,35 | NPC20

PDH3 0,5 0,5+0,5 2,5 1,5 - 0,15 | 18,35 | NPC20
PDHBI | 05 0,5+0,5 2,5 - 2,5 | 0,15 | 17,35 | NPC20
PDHB2 | 5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20
PDHB3 | 05 0,5+0,5 2,5 2 2,5 | 0,15 | 1535 | GC60
DLATL | 0,5 0,7+0,5 2,5 1 2,5 | 0,15 | 16,15 | NPC20
DLAT2 | o5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20
DLAT3 | o5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20
DLAT4 | o5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20

DLDI 0,5 0,5+0,5 2,5 1,5 2,5 0,15 | 15,85 | NPC20

DLD2 0,5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20
DLD3 0,5 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20
DLD4 0,5 0,5+0,5 2,5 2 2,5 0,15 | 15,35 | NPC20

PDHX1 0,5 0,5+0,5 2,5 1,5 2,5 0,15 | 15,85 | NPC20

PDHX2 | ¢35 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPCI19
PDHX3 0,5 0,5+0,5 2,5 - 2,5 0,15 | 17,35 | NPC20
PDHX4 | 05 0,5+0,5 2,5 - - 0,15 | 19,85 | NPC20

Taula 8. Condicions de PCR de cada fragment

Totes les unitats corresponen a pl.
En les reaccions de PCR on no s’afegeix MgCl,, es treballa amb el tampd de PCR amb MgCl,

incorporat, la concentraci6 del qual equival a un volum de 1,5 pl de la solucié de MgCls.
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Descripci6 dels programes utilitzats per la PCR:

Nom ta95°C T anneling t anneling ta72°C Cicles
NPC20 45 60°C r 1’15 35
GC60 40 60°C 307 - 30
NPC19 45> 62°C r I 35

Taula 9. Descripcio dels programes de PCR

t: temps

T: temperatura

Tots els programes comencen amb una desnaturalitzacié a 95°C durant 5 minuts i finalitzen

amb una extensio de 3 minuts a 72°C.

Seguidament la PCR es comprova i es seqiiencia directament tal i com es descriu en 1’apartat

3.12.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. MILLORA DE LES TECNIQUES DE CRIBRATGE PELS DEFECTES
CONGENITS DE LA GLICOSILACIO (CDG)

4.1.1. Substitucio dels gels d’acrilamida per gels d’agarosa

Inicialment, la metodologia utilitzada pel cribratge dels defectes de la glicosilacié va ser la
separacio per isoelectroenfoc de les isoformes de la transferrina (Tf-IEF), fixacié amb anticos
1 tinci6 amb Coomassie. Com s’ha comentat en la introduccid, aquest és el metode més
utilitzat universalment i el que fins el moment s’utilitza com a metode de referéncia.

Abans de comengar aquesta tesis, en el nostre laboratori es realitzava el Tf-IEF amb gels
d’acrilamida (PAGE plate Pharmacia, rang de pH 4.0 — 6.5). La primera millora va ser la
introduccié de Tf-IEF amb gels d’agarosa. Encara que els gels d’acrilamida permeten una
millor separacid, especialment entre les bandes tetrasialo i trisialotransferrina, els gels
d’agarosa aconsegueixen una millor eliminacié del color de fons de les restes de Coomassie,
millorant la visualitzacié de les bandes; i a més a més, la preparacid dels gels d’agarosa es
realitza al mateix laboratori, reduint el cost de la técnica.

El resultat de la técnica de IEF és la visualitzacié de les bandes corresponents a les diferents
isoformes de la transferrina separades en funci6 de la seva carrega, que depén del nombre
d’acids sialics que contenen. Com ja s’ha esmentat, la transferrina conté dos punts de
glicosilacié on s’uneixen les estructures biantenals de glicans i a I’extrem de cadascuna
d’aquestes antenes es troba un acid sialic, que esta carregat negativament. Si hi ha alguna
alteracio de la via de la glicosilacidé es traduira en una mancanga o incorrecte formacio
d’aquestes antenes, 1 per tant dels acids sialics terminals, la qual cosa alterara el patrd de

bandes d’IEF, i ens alertara de que el pacient t¢ un defecte de glicosilacio.

s

- Acid sialic
P 'l
oCe
e Transferrina

Figura 18. Esquema de la transferrina glicosilada. La isoforma més abundant ¢€s la tretrasialotransferrina,

pero també existeixen antenes més ramificades que donen lloc a les isformes amb més sialics.
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Segons el tipus de defecte que pateixi el pacient podrem trobar aquests diferents tipus de

patrons de bandes: 6 ~_ R
= -
4 —
3
-
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Figura 19. Diferents patrons d’isoformes de transferrina. Els nimeros indiquen el nombre d’acids sialics
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que conté cada isoforma.

Com a control intern de la técnica, en cada gel posem una mostra amb patrd alterat.
Amb la incorporacié de la técnica esmentada vam obtenir uns gels amb menys soroll de fons i

que faciliten la interpretacio dels patrons.

LI RYYYY'

Gel d’agarosa, rang de pH 4.0 — 6.5

Figura 20. A) Gel d’acrilamida. B) Gel d’agarosa
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Les bandes dels gels es poden quantificar per densitometria, tot i que els valors obtinguts no
sempre s’ajusten bé al que s’observa en el gel. Aixo es deu al fet que les bandes no estan
homogeniament tenyides i, depenent del lloc per on passi el lector de densitat Optica,
reconeixera més o menys saturacid de color. D’altra banda, quan la quantitat de proteina ¢s
molt elevada, sovint es produeix un error en la tincid i apareix una banda blanca a I’interior de

la banda tenyida, que el densitometre interpreta com a falta proteina (Fig. 21).

Irregularitat en el

-
color delabanda\ \' - =
-
.
Figura 21. Exemple d'una banda molt abundant de
tetrasialotransferrina que, degut a la gran quantitat de proteina, es

tenyeix malament donant lloc a una banda blanca que altera la
quantificacioé per densitometria.

Tot 1 els inconvenients de la quantificacid de les bandes per densitometria, la introduccié dels

gels d’agarosa en lloc dels de poliacrilamida, ens va permetre establir els segilients valors de

referéncia:
Asialo | Monosialo Disialo Trisialo | Tetrasialo | Pentasialo
Controls
0-4 0-10 2-12 8-18 40 - 65 18-33
n=30
CDG-I
5 nd —20.8 nd-3.2 19.9 -354 47-12.7 23.5-43.5 9.5-235
n =
CDG-II
; nd-0.5 nd-3.2 52-246 |242-31.1]29.6-388 | 15.9-20.1
n =

Taula 10. Valors de referéncia (expressat en % del total de transferrina) obtinguts quantificant les

bandes de les isoformes de la transferrina per densitometria.

Degut a les dificultats de quantificacié de les bandes per densitometria que plantegen tant els
gels d’acrilamida com els d’agarosa, la interpretacié dels resultats normalment es fa valorant
qualitativament (de visu) el conjunt de bandes. Aquesta interpretacio moltes vegades €s molt
subjectiva 1 es fa especialment dificil davant d’un patrd patologic lleu, o d’un patré amb
anormalitats inespecifiques. Aixo0 ens va fer cercar noves metodologies que poguessin facilitar

la interpretacid dels resultats.
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4.1.2. Millora de ’objectivitat de la metodologia de cribratge introduint dues técniques
semi-automatiques i quantitatives: HPLC i Electroforesi Capilar (CZE)

Tot 1 que el metode més utilitzat per la determinacidé d’isoformes de la transferrina pel
diagnostic de CDG continua essent el IEF, cada vegada tenen més protagonisme els métodes
semi-automatics i quantitatius, com sén el HPLC i la CZE.

Degut a la gran varietat de presentacions cliniques que podem trobar dins el grup dels
defectes congenits de la glicosilacid, I’ampliacio del cribratge és important per poder detectar
aquelles presentacions cliniques no descrites fins al moment. Per tal de facilitar aquest
cribratge son molt adequats els metodes semi-automatics que redueixen el temps que el
personal de laboratori dedica a la técnica.

A més a més, la quantificacio dels pics mitjancant HPLC 1 CZE permet més objectivitat a
I’hora d’interpretar el resultat, i és 1til sobretot en els patrons lleugerament alterats, dificils de
recongixer en els gels de IEF.

Per intentar resoldre aquest problema varem implementar aquestes dues técniques semi-
quantitatives: deteccio de isoformes de la transferrina mitjancant HPLC i electroforesis
capilar (CZE), amb detector UV/Vis.

Aquest treball s’ha realitzat en el marc de dos projectes, un del Fondo de Investigacion
Sanitaria (FIS) a nivell espanyol i d’un projecte europeu “Euroglycanet”, i en col-laboraci6
entre 1’Institut de Bioquimica Clinica i I’Hospital Sant Joan de Déu de Barcelona. Inicialment
en els dos centres es realitzava el cribratge de les CDG mitjangant Tf-IEF, perd en ambdos
s’ha optat per posar a punt técniques semi-quantitatives. Primerament vam implamentar la
deteccio d’isoformes de la transferrina mitjangant HPLC a I’Institut de Bioquimica Clinica.
Posteriorment a 1’Hospital Sant Joan de Déu es va posar a punt la seva deteccié mitjangant
electroforesi capil-lar (CZE). La validacio d’aquests metodes, les modificacions fetes respecte
els metodes préviament descrits i1 els avantatges que ha suposat la seva implementacio, aixi
com I’estudi comparatiu dels tres metodes dels que disposavem (Tf-IEF, Tf-HPLC i Tf-CZE),

han estat publicats en sengles articles:

Article 1:

Screening for congenital disorders of glycosylation (CDG): Transferrin HPLC versus
isoelectric focusing (IEF). Quintana E, Navarro-Sastre A, Herndndez-Pérez J M, Garcia-
Villoria J, Montero R, Artuch R, Ribes A, Briones P. Clin Biochem 2009;42:408-15.
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Article 2:

Comparison between HPLC and capillary zone electrophoresis procedures for the
diagnosis of congenital disorders of glycosylation syndromes. Quintana E, Montero R,
Casado M, Navarro-Sastre A, Vilaseca MA, Briones P, Artuch R. J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci 2009;877:2513-18.

SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO (ARTICLE 1)

Per a la implantacié de ’'HPLC com a técnica analitica pel diagnostic dels CDGs hem utilitzat
el metode descrit per Helander i col (2003) amb modificacions. Per obtenir un perfil més
definit de les isofomes de transferrina hem eliminat substancies de pes molecular inferior a 10
KDa mitjangant la filtraci6 a través dels filtres Microcon 10-YM 1 hem diluit la mostra 1:1
amb aigua destil-lada en comptes de 5 vegades com proposava Helander.

Hem realitzat un estudi econdmic per demostrar ’interés d’aplicar técniques semi-
automatiques en els laboratoris assistencials. Tot i que el sistema de HPLC resulta molt més
car que el de IEF, és un aparell de ampli us en el laboratori que pot ser utilitzat per altres
técniques. Per altra banda els reactius utilitzats pel Tf-IEF i sobretot el temps de dedicacio del
personal de laboratori fan que el preu per mostra resulti un 50% més car amb Tf-IEF que amb
Tf-HPLC.

Hem validat aquesta técnica, comprovant que tots els patrons que préviament haviem detectat
com a alterats per Tf-IEF (pacients de CDGs, alteracions secundaries o polimorfismes de la
transferrina) presentaven un patr6 anomal amb la técnica de ’'HPLC i uns valors de %AUC
de les isoformes de la transferrina fora del rang control. Fins i tot patrons molt lleument
alterats, dificils de detectar per Tf-IEF, mostren uns valors fora del rang control per Tf-HPLC,
reforgant el fet que la quantificacio millora el diagnostic.

Hem analitzat mostres de plasma amb EDTA, que sén les mostres procedents de sang que
més usualment rebem al laboratori perd no sén valides pel Tf-IEF degut a que ’'EDTA
produeix unes modificacions en el perfil de sialotransferrina. Per HPLC observem 1’aparicid
d’un pic extra degut a ’EDTA perd que no es superposa amb cap de les isoformes de la
transferrina. Aixi doncs, amb la técnica de I’HPLC les mostres de plasma amb EDTA també
es poden utilitzar pel diagnostic.

Hem estudiat també mostres de pacients amb malalties que secundariament alteren el patrd de
transferrina donant lloc a un patrd tipus 1, com sén la intolerancia hereditaria a la fructosa i la
galactosemia. Quan els pacients amb intolerancia hereditaria a la fructosa fan un mal
seguiment de la dieta queda palés amb I’aparicié d’un patrd6 més o menys alterat de

sialotransferrines, que es manté alterat durant aproximadament un mes, temps de vida mitja
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de la transferrina.

Pels motius ja esmentats podem concloure que la implementacié de la determinacid
d’isoformes de la transferrina mitjangant HPLC ha significat una millora en el diagnostic dels
CDG ja que permet una millor objectivitat a I’hora d’interpretar els resultats, i ha demostrat
una gran sensibilitat per detectar patrons lleument alterats. A més a més, al ser un metode
semi-automatic permet analitzar més mostres amb menys dedicacid del personal de laboratori,

1 per tant redueix el cost de la técnica.

SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO (ARTICLE 2)

L’estudi comparatiu entre el Tf-HPLC 1 Tf-CZE mostra una correlacido molt bona entre els
valors obtingut en la quantificacid de totes les isoformes de la transferrina excepte per la
disialotransferrina, ja que mitjancant la técnica de HPLC, obtenim uns valors
significativament més elevats que obliguen a establir diferents rangs de referéncia per
cadascuna de les dues teécniques pel que fa a aquesta isoforma, mentre que per la resta
d’isoformes ¢€s suficient amb un unic rang.

Al comparar els resultats obtingut pels metodes quantitatius respecte el Tf-IEF, observem que
la capacitat de deteccié de patrons lleument alterats és més alta pels metodes semi-quantitatius
que pel metode de IEF, el que dona més seguretat en els diagnostics.

Els polimorfismes en la seqiiéncia proteica de la transferrina sén causes secundaries
d’alteracié del patr6d de sialotransferrines que podrien interferir en el diagnostic dels CDGs,
per aix0 hem analitzat sérums amb diferents tipus de polimorfismes, que havien estat estudiats
per IEF, obtenint una bona deteccid de la variant CD tant per HPLC com per CZE, i una
incapacitat per la deteccid de les variants C;C, 1 CD4.s5. Pero pel que fa a dos variants CB,
indistingibles entre elles per Tf-IEF, observem dos perfils clarament diferenciables per Tf-
CZE, mentre que per HPLC una de les variants presenta un patrd clarament alterat i ’altre
mostra un patré amb alteracions molt lleus, quan ho analitzem amb el nostre metode
(Quintana et al 2009), 1 indistingible d’un patrd control quan apliquem estrictament el metode
de Helander (Helander i col 2004) sense filtrar la mostra.

Tal com ja havien senyalat altres autors pel control de tractament de pacients alcoholics, la
quantificacié de la disialotransferrina és especialment important a I’hora de detectar patrons
alterats, tant de tipus 1 com de tipus 2. Els dos metodes quantitatius als que fem referéncia,
HPLC i CZE, han mostrat una gran sensibilitat per la quantificacié d’aquesta isoforma.

Amb tot aix0, el metode de deteccido d’isoformes de la transferrina mitjangcant CZE ha

demostrat ser util pel nostre objectiu de diagnosticar els defectes congenits de la glicosilacid.
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Article 1:

Screening for congenital disorders of glycosylation (CDG): Transferrin HPLC versus
isoelectric focusing (IEF).

Quintana E, Navarro-Sastre A, Hernandez-Pérez ] M, Garcia-Villoria J, Montero R, Artuch R,
Ribes A, Briones P.

Clin Biochem 2009;42:408-15.
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Abstract

Objectives: Transferrin isoelectrofocusing (Tf-IEF) is widely used to screen for Congenital Disorders of Glycosylation (CDG), but it is
laborious, time-consuming, and not suitable for automation or accurate quantification. We present our experience and advantages of the

implementation of Tf-HPLC.

Methods: Sera were iron saturated, lipid precipitated and filtrated on Microcon-YM10. Glycoforms were separated by HPLC on a SOURCE

15Q anion-exchange column. Detection was at 470 nm.

Results: We established reference values and validated the HPLC method by analysing samples with abnormal Tf-IEF. Comparison between

both methods is described.

Conclusions: HPLC is useful for CDG screening, especially for laboratories that deal with great number of samples, due to its easy sample
processing, the possibility of performing long series of analysis and the advantage of peak quantification, which allows objective interpretations.
© 2008 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Congenital Disorders of Glycosylation (CDG); Sialotransferrin isoforms; HPLC; Isoelectric focusing (IEF)

Introduction

Congenital Disorders of Glycosylation (CDQG) are a growing
group of inherited defects in the synthesis (CDG-I) and
processing (CDG-II) of the linked glycans of glycoproteins
and glycolipids [1,2]. Over 25 different disorders of N-
glycosylation have been identified. However, there are very
few identified cases in each subgroup, except for PMM?2

Abbreviations: CDG, Congenital Disorders of Glycosylation; Tf, Transfer-
rin; IEF, Isoelectric focusing; AUC, Area under the curve; HFI, Hereditary
fructose intolerance; CV, coefficient of variation.

* Corresponding author. Institut de Bioquimica Clinica, Edifici Helios III, C/
Mejia Lequerica s/n, 08028 Barcelona, Spain. Fax: +34 93 227 5668.
E-mail address: pbriones@clinic.ub.es (P. Briones).

deficiency (CDG-la) (over thousand patients) and MPI
deficiency (CDG-Ib) and ALG6 deficiency (CDG-Ic) [3].

CDG are multisystem diseases, with several levels of
severity [4]. Patients may present a wide spectrum of clinical
features, from severe mental retardation with dysmorphic
features to slight retardation or even asymptomatic [5] [6] [7].
Due to the different clinical presentations and the fast
publication of new types of CDG, a broad screening of these
inherited defects is necessary [8].

Transferrin (Tf) is an abundant glycosylated protein in serum
broadly studied for CDG screening. Most serum transferrin is
tetrasialotransferrin because most molecules of this protein carry
two N-linked disialylated biantennary oligosaccharide chains
that result in a total of four terminal sialic acids; in addition, some
of those oligosaccharide chains may be triantennary or even
tetraantennary, which explains the constant presence of penta

0009-9120/$ - see front matter © 2008 The Canadian Society of Clinical Chemists. Published by Elsevier Inc. All rights reserved.

doi:10.1016/j.clinbiochem.2008.12.013
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and hexasialo forms. Any defect in the synthesis or processing of
these glycans results in an alteration of the sialotransferrin forms,
which is detectable because the sialotransferrins can be
separated according to their different charges [9].

Several analytic procedures have been developed for the
analysis of carbohydrate-deficient transferrin, as it has been
extensively used for the follow-up of chronic alcoholic abuse
[10]. Transferrin isoelectric focusing (TF-IEF) is the most
widely used method to screen for Congenital Disorders of
Glycosylation, but it is a laborious and time-consuming
technique neither suitable for automation [11] nor for accurate
quantification. Other laboratory techniques such as capillary
zone electrophoresis (CZE) [11] and high pressure liquid
chromatography (HPLC) [12] [13] are suitable for detection of
the different sialotransferrins allowing a rapid processing and
quantitation of the forms.

The present study aims to explain our experience with the
implementation of Tf-HPLC for CDG screening in our
laboratory, the comparison with IEF and the divergences we
observed between these two methods.

Materials and methods
Sample collection and patients

The procedures followed were approved by the ethics
committee at the Hospital Clinic of Barcelona and were in
accordance with the Helsinki Declaration.

Controls

For the HPLC procedure, reference values were established
in 122 serum samples without abnormalities in the Tf-IEF
pattern. We prepared a control pool with 23 sera randomly
chosen between those 122 control samples. This pool was used
as internal control in all the series.

Patients with abnormal Tf-IEF

To prove the correlation between Tf-IEF and Tf-HPLC, we
analysed by HPLC available sera from several patients: 5 PMM?2
deficiencies (CDG-la), 1 MPI deficiency (CDG-Ib), 1 DPM]I
deficiency (CDG-Ie), 1 COGyg deficiency (CDG-IIh), 7 CDG-
IIx, 2 fructosaemia, 3 classical galactosaemia and 1 alcoholic
abuser, with altered sialotransferrin patterns previously demon-
strated by IEF and also sera with transferrin variants demon-
strated by IEF and neuraminidase treatment [14].

We also included a patient of particular interest because of
her very mild Tf-IEF pattern. She is a 12 year-old girl with some
learning and speaking difficulties, and mild strabismus, ataxia
and trembling, with cranial studies showing cerebellar hypo-
plasia. She was diagnosed with CDG-Ia at age 5 years together
with her double cousins (sons of a maternal sister and a paternal
cousin), who have similar but severer clinical features. Her
phosphomannomutase (PMM) activity in leucocytes was
clearly deficient (0.32 mU/mg protein; control media
2.19 mU/mg protein), and she is compound heterozygous for
mutations p.R141H and p.C241S in the PMM2 gene ([15],
patient 3).
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Reagents

Dextran sulphate sodium salt and sorbitol were obtained
from USB Corporation (Cleveland, USA); agarose for IEF was
from GE Healthcare; nitrilotriacetic acid trisodium salt mono-
hydrate (NTA) and preblended Ampholines pH 4.0-6.5 were
from Amersham Biosciences; iron (III) citrate hydrate, bis(2-
hydroxyethyl)imino-tris/hydroxymethyl)methane (Bis-Tris),
calcium chloride dehydrate (CaCl,-2H,0) and iron (III)
chloride hexahydrate (FeCls - 6H,0) were from Sigma-Aldrich
(Steinheim, Germany); sodium hydrogen carbonate (NaHCO3)
and sodium chloride (NaCl) were from Merck (Darmstadt,
Germany); rabbit anti-transferrin antibodies were from Dako
(Glostrup, Denmark); and Comassie Brillant Blue R-250 was
from Bio-Rad (Hercules, USA).

All chemicals were of analytical grade, and the water was of
HPLC grade (>18 MQ).

Methods

T{-IEF analysis was based on the method described by Van
Eijik et al., (1983) [16]; 0.2 g of agarose and 2.4 g of sorbitol
were mixed with 18 mL of cold water, heated in microwave
oven until all agarose was completely dissolved and then cooled
in water bath to 73 °C. At this point, 1.3 mL of preblended
Ampholines pH 4.5-6.0 were added and the mixture was
poured between two glass plates with Gel-Fix for Agarose
(SERVA, Heidelberg, Germany) stuck on one glass, left for
15 min at room temperature, and left at least for 1 h in the
refrigerator (4—8 °C). For sample preparation 50 pL of serum
were mixed with 5 uL of 10 mmol/L Fe (II) citrate and 5 pL of
0.1 mmol/L sodium hydrogen carbonate, and diluted with 50 uLL
of 0.9% NaCl. This solution was left for 30 min at room
temperature and then further diluted 1:2 with 0.9% NaCl.
Sialotransferrin isoforms were separated using 2117 Multiphor
(LKB, Stockholm, Sweden) and detected after immunofixation
with rabbit anti-human transferrin antibody and staining with
Coomassie blue.

Tf-HPLC analysis was based on the method described by
Helander et al., (2003) [12]. We used 100 pL of serum samples,
which were iron saturated with 20 uL of FeNTA 10 mmol/L and
lipid precipitated with 20 puL of a solution prepared by mixing
equal volumes of 2% dextran sulphate and 1 mol/L CaCl,. After
mixing, the samples were left at 4 °C during 30 min and then
centrifuged at 14,000 g for 5 min at 5 °C; 130 pL of supernatant
were collected and centrifuged through a Microcon YM-10 filter
(Millipore, Bedford, USA) during 30 min at 14,000 g at 5 °C in
order to eliminate small molecules. The fraction retained on the
filter was recovered in a new Eppendorf by centrifugation at
1000 g 10 min and water was added to a final volume of 260 pL.

Separation of the transferrin glycoforms was performed by
HPLC (Agilent 1100 Series Liquid Chromatograph) on a
SOURCE 15Q PE 4.6/100 anion-exchange column (Amersham
Bioscience); 100 pL of sample were injected into the HPLC
system and isoform separation was performed using salt
gradient elution; detection relied on the measurement of the
absorbance of the iron-transferrin complex at 470 nm. The
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Table 1

Tf-HPLC: reference values and coefficient of variation (CV) of each sialotransferrin in intraday and interday assays of a pool of control sera and of a PMM?2 deficient

(CDG-Ia) patient serum

?Asialo *Monosialo Disialo Trisialo Tetrasialo Penta+Hexa
Reference values (n=122) nd 0-0.7 0.7-2.8 1.4-8.7 60.0-84.6 10.3-25.0
Intraday CV% in control sera (n=10) - - 12.3 4.2 0.9 3.0
Interday CV% in control sera (n=10) - - 21.8 153 2.5 14.5
Intraday CV% in a PMM?2 def serum (n=06) 14.9 - 5.1 16.8 1.3 33
Interday CV% in a PMM?2 def serum (n=6) 7.1 - 2.8 20.5 1.6 9.0

nd: not detectable; def: deficiency.

? Asialo and monosialotransferrin are not usually detectable in controls; therefore it is not possible to calculate the CV.

relative distribution of each isoform to total transferrin was
measured by the percentage of area under the curve (%AUC).

Results

Reference values for our population and within-run and
between-run coefficients of variation of each sialotransferrin for
the HPLC procedure are shown in Table 1. The samples used to
determine the coefficients of variation were the pool of control
sera and serum from a PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient.

Studies of sensitivity were made by progressively adding
serum from a PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient to a pool of
control sera. At 5% of CDG-la serum, although we detected an
increase of the %AUC of disialotranferrin of 73%, the
disialotransferrin percentage was still in the control range
(2.5%, reference values: 0.7-2.8); at 15% of CDG-Ia serum, the
increase of disialotranferrin was 132%, and the pattern was
clearly type I. Carry over studies were also performed without
any alteration in the transferrin profile of the control pool when
run after a pathologic sample.

Comparison between Tf-IEF and Tf-HPLC

Validation

Samples with abnormal Tf-IEF pattern (PMM?2 deficiency
(CDG-Ia), MPI deficiency (CDG-Ib), DPM1 deficiency (CDG-
Ie), COGyg deficiency (CDG-IIh), CDG-IIx, untreated fructo-
saemia, classical galactosaemia and alcoholism) were analysed
by HPLC in order to confirm detection ability. The alterations of

Table 2
HPLC validation

sialotransferrin were confirmed by HPLC in all patients (Table 2
and Fig. 1); and HPLC was also able to clearly distinguish
transferrin variants BC (Table 2 and Fig. 1) and CD (not shown),
but for transferrin variants C;C, (not shown) and C;D,_s (Fig. 1)
[17,18] the pattern obtained by HPLC did not differ from
controls.

Fig 2 shows the HPLC results for patient 1, who brought
about great difficulties in the interpretation of her Tf-IEF
patterns. She presented a very slightly altered pattern almost
undistinguishable from controls by IEF, because it only showed
amild increase of disialotransferrin difficult to discern by visual
exploration in the IEF gel. But when we analysed this sample by
HPLC, the %AUC of disialotransferrin was clearly altered
(4.2%; reference values: 0.7-2.8; n=122) (Fig. 2).

EDTA samples

The differences observed between both methods concerning
samples with EDTA were also remarkable. It has been reported
that EDTA samples disrupt the sialotransferrin profile by IEF
[19] and also by other techniques such as carbohydrate-deficient
transferrin (%CDT) [20] showing a shift towards the unsialy-
lated forms. When EDTA samples were analysed by HPLC, an
extra-peak was detectable at the beginning of the transferrin
chromatogram but without alteration of the other isoforms
(Fig. 3B). This extra-peak did not overlap with asialotransferrin:
when analysing EDTA plasma from a CDG-la patient, two
peaks appeared at the level of asialotransferrin (Fig. 3D); one of
them was due to EDTA. In addition EDTA samples show a loss
of absorbance after the tetrasialotransferrin peak (Figs. 3 B and

Type of patient

HPLC quantitative results (%AUC of total transferrin)

Asialo Mono- Di- Tri- Tetra- Penta+Hexa-
Controls (n=122) nd nd-0.7 0.7-2.8 1.4-8.7 60.0-84.6 10.3-25.0
PMM?2 def (n=5) nd-24.0 nd-3.5 4.2-39.0 2.6-6.1 30.8-76.0 nd—-18.5
MPI def (n=1) 23.9 1.6 42.0 2.1 21.7 8.7
DPMI def (n=1) 1.3 nd 26.7 4.6 58.3 9.1
COGyg def (n=1) nd 1.7 4.9 214 64.6 7.4
CDG-IIx (n=7) nd nd—10.7 7.0-18.6 18.2-30.3 36.3-59.0 5.4-14.7
Untreated HFI (n=2) 19.3/30.2 nd/nd 13.3/20.7 5.6/6.8 40.2/25.9 21.6/16.4
Untreated galactosaemia (n=3) 3.9-225 nd 7.4-27.2 nd-8.9 37.1-68.1 9.2-18.5
Alcohol abuser (n=1) 0.4 nd 5.8 3.8 73.0 17.0
Prot. variant (BC) (n=1) nd nd 1.0 2.6 41.4 55.0

Relative distribution of each sialotransferrin in %AUC in controls and in different transferrin altered patterns.

nd: not detectable; n: number of patients analysed; def: deficiency.
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Fig. 1. Transferrin glycoform patterns by IEF and by HPLC in serum samples. (A) Serum from a control; (B) PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient; (C) COGg deficient
(CDG-IIh) patient; (D) Untreated HFI patient; (E) Untreated classical galactosaemia patient; (F) Alcohol abuse patient; (G) Protein variant BC sample; (H) Protein

variant CDy_s.

D). But the %AUC of each transferrin isoform remained
unaltered in EDTA samples as compared to sera (see the table in

Fig. 3, where the calculated percentages are similar for A and B
or for C and D).

Economical evaluation

We performed an economical approach regarding the
comparison of costs for both methods. It is clear that HPLC
equipments are more expensive than those for IEF (about three
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times more as compared to the Multiphor equipment that we
use), but on the other hand, the Tf-IEF technique needs antibody
anti human transferrin, which is an expensive reagent. We
estimated the price/sample with 1000 analysis/year by both
methods: We took into account the prices of reagents and
apparatus (for a depreciation period of 7 years), but summing
only 2/5 of the HPLC system costs, as it is not used more than
2 days a week for CDG analysis. In such case, the price for IEF
is about 10% more expensive than for HPLC. For 2008, the
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Fig. 2. Transferrin glycoform patterns by IEF and HPLC in serum samples from a patient 1, PMM?2 deficient (CDG-Ila) patient with very slightly altered type I pattern.

prices are 6 € (IEF) and 5.5 € (HPLC). To this, we must add the
costs of laboratory staff. With HPLC there is no limitation in the
number of samples to be analysed/series; we usually run series
of 30 sera, which occupies 6.5 h of personal work including
preparation, performing and result analysis (therefore 13 min/
sample). For IEF the number of analysed samples is limited by
the size of the gel; we can run 12 different samples in each gel,
which takes a total of 5.5 h of work (27.5 min/sample).

Tf~-HPLC for dietary control of HFI and galactosemia

Hereditary fructose intolerance (HFI, MIM# 229600) is a
known cause of secondary type I transferrin pattern. With a diet
free of fructose, the transferrin pattern normalises. We used
HPLC to control dietary compliance in HFI patients, and we
could detect poor compliance by means of slightly altered
pattern of sialotransferrin in a serum sample (Fig. 4), even
though fructose was undetectable by enzymatic methods.

Untreated patients of classical galactosaemia (MIM#
230400) also present transferrin type I pattern that becomes
normal with galactose-free diet. For the follow up of classical
galactosaemia patients we determine their erythrocyte galactose-
1-phosphate concentration. We analysed Tf-HPLC isoforms in
galactosaemic patients with >0.6 umol galactose-1-phosphate /
gr Hb (which is the highest limit acceptable for galactosaemic
patients) and did not detect any alteration (data not shown).

Discussion

Tf-IEF is the reference procedure to screen for CDG patients
because it is the most widely used method and because the use
of antibody fixation provides high selectivity for transferrin
[21]. Nevertheless, it is a laborious technique that does not
permit analysing a lot of samples together, while a wide
screening for CDG is important in order to detect new clinical
presentations and new CDG types [22].

In addition, Tf-IEF pattern interpretation is often subjective.
In order to get a more objective interpretation, quantification of
the bands using densitometric methods has been proposed, but
the results can be misinterpreted due to saturated staining when
there is a high amount of transferrin or to irregular staining
along the band and the lane. Usually, the observation of the full
isoform pattern allows an easy interpretation of the results, but
for some slightly abnormal patterns it is difficult to discern
visually whether they are normal or altered.

HPLC has been proposed as a useful method to screen for
CDG [12]. Detection is performed at 470 nm in order to have a
selective absorbance of the iron-transferrin [23]. A valuable
feature of this method is the quantification system of the HPLC
with measurement of the %AUC of each isoform, which allows
an objective interpretation of the profile. HPLC does not use a
specific antibody and therefore it is not as selective as IEF but,
otherwise, it allows the separation of glycoforms based on
structural differences of the glycans. In addition, HPLC system
equipped with autosampler facilitates the possibility of proces-
sing long series of samples for screening purposes.

The cost of the HPLC equipment is indeed much higher than
that of IEF; but taking into account that HPLC can be used for
other determinations, that Tf-IEF needs more expensive reagents,
and that HPLC is less time consuming, the estimate price/sample
by HPLC is finally about 50 % cheaper than by IEF.

Another semi-automated method that is used for CDG
screening is capillary electrophoresis (CZE), which is similar to
HPLC because also permits a quantification of the peaks and
analysis of long series of samples [11], although the cost of CZE
system is still higher than HPLC.

Reference values and validation

We have established our reference values and determined the
coefficients of variation (CV), which were acceptable for the
tetra and penta+hexasialotransferrin peaks (Table 1). For the

81



E. Quintana et al. / Clinical Biochemistry 42 (2009) 408—415 413

mAL -
us; A
08-
u_'
0z-
0-
03-
P N
PSR T e TR
10 o
wALl mal
n‘.
C 0 D
02 a4-
g 022 - A
Q- 03-
- B
u 'r ,ﬁ\_ ‘ﬂ‘
——— e — e — R S LSS — ———— ——— —— —
10 m'_ 0 = \
EOTA
(%) Asialo Mono- Die Tri- Tetra- m“’ *
A nd na 24 49 754 174
B nd nd 20 43 81.4 "z
c 53 na 21 41 57.9 1.6
D 34 na 20.7 4.1 60.9 9.9
Control nd 0-0.7 0.7-28 1487 | s00845 | 10.3-250

Fig. 3. Comparison between serum and EDTA plasma. (A) control serum; (B) EDTA plasma from a control; (C) serum from a PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient; (D)
EDTA plasma from a PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient. In samples with EDTA there is an extra narrow peak at the beginning of the chromatogram (open arrow) but it
does not overlap with the asialotransferrin peak. In addition, a loose of absorbance (filled arrow) is detected after the tetrasialotransferrin peak.

control pool, between-run coefficients of variation of disialo-
transferrin and trisialotransferrin showed high values that we
considered acceptable because the small areas of these peaks are
difficult to delimitate. When we analysed the coefficients of
variation with serum of a PMM?2 deficient (CDG-Ia) patient,
with high values of disialotransferrin, its coefficient of variation
decreased to 5% (Table 1).

Samples with abnormal Tf-IEF pattern were analysed by
HPLC in order to confirm detection ability, and in all cases the
alterations of sialotransferrin were also detected by HPLC. In
our experience HPLC has proven to be very useful in difficult or
unsolved cases like patient 1, where the only detectable Tf-IEF
abnormality was a very slight increase in disialotransferrin. Her
abnormal pattern was difficult to detect in IEF gel (Fig. 2A), but
with the introduction of the HPLC method, we could clearly
distinguish the altered %AUC of disialotransferrin.
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EDTA samples

It is noteworthy that with HPLC, EDTA samples were as
useful for diagnosis as serum, because the EDTA peaks did not
overlap with the transferrin isoforms, and therefore the
percentage of each transferrin peak could be accurately
calculated (Fig. 3). This is important because many of the
samples that we receive for diagnosis of metabolic disease are
EDTA plasma, and sometimes are the unique samples available.

T-HPLC for dietary control of HFI and galactosemia

Tf-HPLC has proven to be useful for controlling the
compliance of a diet free of fructose in HFI patients, where
the intake of fructose causes defective glycosylation. As in the
case of alcoholic patients, the sialotransferrin profile reflects the
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Fig. 4. Tf-HPLC profile from HFI patients. (A) Untreated HFI patient; (B) HFI patient after correct treatment; (C) HFI patient with poor dietary compliance.

compliance of the diet during a period of time. HPLC permits us
to detect slight alterations in the Tf-pattern due to poor dietary
compliance (Fig. 4C).

On the other hand, for galactosemic patients, evaluation of
galactose-1-P is a better parameter for biochemical control. Tf-
HPLC is not so sensitive, as we failed to detect alterations in
serum transferrin in patients with high levels of erythrocyte
galactose-1-phosphate.

Protein variants

We analysed transferrin variants because they alter the Tf-
IEF pattern without any glycosylation defect, and therefore

might induce false diagnosis. By Tf-IEF we could clearly
distinguish transferrin variants C;C,, BC, CD and CD,_s, but
by HPLC we were unable to detect C;C, and CD,_s.
Therefore, although in our hands HPLC has proven to be
useful for CDG screening, its failure to detect these variants
suggests that our HPLC method has less resolution than IEF
to distinguish transferrin forms. We want to remark that the
difference between the C, variant and the C; normal protein
are very subtle; in our experience they can easily be
distinguished with PAGE-IEF (polyacrylamide gel electro-
phoresis), but not so easily with agarose (data not shown) and
with HPLC we have been unable to detect this very frequent
polymorphism.
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For variant D,_s, the differences with C; by IEF (PAGE or
agarose) are very clear: a band appears at the asialotransferrin
position; this variant must have very different charge. But we
could not observe differences by our HPLC method. Perhaps
the substitution introduced by the polymorphism causes a gain
of mass that counteracts the loss of charge. This hinders us of
distinguishing this variant.

Nevertheless, this represents the unique clear divergence that
we have found between IEF and HPLC patterns, and the fact
that we do not detect these protein variants does not interfere in
our diagnostic purpose of detecting patients with Congenital
Disorders of Glycosylation.

We conclude that HPLC is useful for CDG screening,
especially for laboratories that deal with great number of
samples, due to its easy sample processing, the possibility of
performing long series of analysis and the advantage of peak
quantification, which allows objective interpretations.
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ABSTRACT

Transferrin isoelectric focusing (IEF) is the most widely used method to screen for congenital disorders
of glycosylation (CDG). Our aim was to compare high performance liquid chromatography (HPLC) and
capillary zone electrophoresis (CZE) procedures for serum sialotransferrin analysis. 58 serum samples
were processed both by CZE and HPLC: 35 were from paediatric controls, 18 from patients with an altered
sialotransferrin IEF pattern and 5 were transferrin variant samples. HPLC analysis was performed with
an anion-exchange column with spectrophotometric detection at 470 nm. CZE analysis was done using
the commercial CEofix-CDT kit with spectrophotometric detection at 200 nm. Passing-Bablok regres-
sion analysis showed good agreement for tri-, tetra- and penta-sialotransferrin by both procedures. But
for disialotransferrin, higher values were observed by the HPLC procedure. The HPLC and CZE methods
allowed reproducible separation and analysis of single transferrin glycoforms with similar peak patterns.
All patients presented values outside the range established in our control population either by HPLC or by
CZE, even in patients with moderate forms of CDG that had been difficult to detect by IEF. In conclusion,
measurement of sialotransferrin isoforms and interpretation using method-specific reference values may

offer some advantages for the diagnosis of CDG as compared with the standard IEF procedure.

© 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Congenital disorders of glycosylation (CDG) are a growing group
of genetic diseases caused by deficiencies in the carbohydrate moi-
ety of glycoproteins and other glycoconjugates [1]. The clinical
spectrum is highly heterogeneous, with different levels of sever-
ity [2]. Patients may present a wide spectrum of clinical features
that often imply multi-organ involvement [3,4].

N-glycosylation defects are the result of abnormal synthesis
(CDG-I) or incorrect processing (CDG-II) of the N-glycans, which
results in deficient incorporation of sialic acid, the terminal nega-

Abbreviations: CDG, congenital disorders of glycosylation; Tf, transferrin; CDT,
carbohydrate deficient transferrin; IEF, isoelectric focusing; HPLC, high performance
liquid chromatography; CZE, capillary zone electrophoresis.

* Corresponding author at: Clinical Biochemistry Department, Hospital Sant Joan
de Déu, Passeig Sant Joan de Déu, 2, 08950 Esplugues, Barcelona, Spain.
Tel.: +34 932806169; fax: +34 932803626.
E-mail address: rartuch@hsjdbcn.org (R. Artuch).

1570-0232/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.jchromb.2009.06.031

tively charged sugar. To date, over 25 disorders of N-glycosylation
have been identified. The incomplete addition of sialic acid to trans-
ferrin (Tf) molecules is the most commonly used marker for initial
screening of a CDG [5]. As the evaluation of carbohydrate defi-
cient transferrin is also used as a diagnostic test for alcohol abuse,
several analytical procedures have been developed including iso-
electric focusing (IEF), IEF in combination with immunofixation,
zone immunoelectrophoresis, Western blotting, anion-exchange
chromatography followed by immunochemical determinations,
high performance liquid chromatography (HPLC) and capillary zone
electrophoresis (CZE) [6,7]. Transferrin isoelectric focusing is the
most widely used method to screen for CDG, but it is a laborious
and time-consuming technique neither suitable for automation [6]
nor for accurate quantification. For this reason, nowadays some lab-
oratories have turned to semi-automated methods such as HPLC
and CZE. Assays based on HPLC and CZE have the advantage of pro-
viding reproducible separation and measurement of the relative
percentages of the different transferrin isoforms.

Our aim was to compare HPLC and CZE procedures for
serum sialotransferrin analysis. We also assessed their diagnostic

87



2514 E. Quintana et al. / J. Chromatogr. B 877 (2009) 2513-2518

efficiency as compared to IEF in patients with altered sialotransfer-
rin patterns.

2. Materials and methods
2.1. Samples

For the comparison study, a total of 53 serum samples were
processed both by CZE and HPLC: 35 of them were serum sam-
ples from paediatric controls (age range: 2 months-18 years)
admitted to our hospital for minor surgical interventions; exclu-
sion criteria were the presence of acute or chronic diseases
or pharmacological treatments. The other 18 samples were
from patients with an altered sialotransferrin IEF pattern (age
range: 3 days-35 years). This group consisted of 11 patients
presenting type I pattern (5 PMM2 deficiency (CDG-Ia; OMIM
601785), 1 PMI deficiency (CDG-Ib; OMIM 154550), 1 DPM1
deficiency (CDG-le; OMIM 603503), 1 untreated galactosaemic
(OMIM 230400), 2 untreated inherited fructose intolerance (OMIM
229600) and 1 alcohol abuser), and 7 patients presenting type
Il pattern (1 COGg deficiency (CDG-ITh; OMIM 606979) and 6
CDG-IIx patients with impaired Tf glycosylation of unknown
origin). We also analyzed 5 transferrin variant samples caus-
ing anodal (B) or cathodal (D) shift of the protein bands by
IEF, as compared to the common Tf variant (C): 1 BC sample
(decreased isoelectric point), 2 CD and 1 CD4_s (increased isoelec-
tric point) and 1 C;C, (with a very mildly increased isoelectric
point).

Informed written consent was obtained for biochemical and
genetic investigations, which were performed following diagnostic
protocols approved by the Ethics Committee of Hospital Sant Joan
de Déu and Hospital Clinic (Barcelona) and were in accordance with
the Helsinki Declaration.

2.2. Analytical procedures

HPLC analysis of transferrin glycoforms: Tf-HPLC analysis was
based on the method described by Helander et al. [8] as modified
by Quintana et al. [9]. After iron saturation, lipid precipitation and
filtration (Microcon 10-YM, Millipore, Bedford, USA) of serum sam-
ples, separation of transferrin glycoforms was performed by HPLC
(Agilent 1100 Series Liquid Chromatograph) on a SOURCE 15Q PE
4.6/100 anion-exchange column (Amersham Bioscience, Barcelona,
Spain) by a linear gradient salt elution at a flow rate of 1 mL/min.
Mobile phase A consisted of 100% Bis-TRIS buffer 10 mmol/L, pH
6.2, starting at 100%. Mobile phase B (Bis-TRIS buffer 10 mmol/L, pH
6.2 plus 0.5 mol/L NaCl) was added, reaching 20% (V/V) in 29 min.
Detection relied on the measurement of the absorbance of the
iron-transferrin complex at 470 nm.

CZE analysis of transferrin glycoforms: Tf-CZE analysis was
based on the method described by Carchon et al. [6], using the
commercial CEofix-CDT kit (Analis, Suarleé, Belgium). The elec-
trophoretic system consisted of an automatic P/ACE 5000 system
(Beckman-Coulter, Fullerton, CA, USA) equipped with a ultraviolet
absorbance detector. 45 wl of kit iron solution was added to 15 .l of
serum for iron saturation. Separation of glycoforms was carried out
with a 67 cm x 50 wm ID fused-silica capillar (Analis, Suarleé, Bel-
gium), at a voltage of 28 kV for 10 min in alkaline borate buffer. The
transferrin isoforms were detected by measurement of absorbance
at 200 nm.

In both methods, the relative amounts of the transferrin gly-
coforms were measured by their respective areas under the curve
(AUC) and expressed as the percentage of each isoform respect to
total transferrin.
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Isoelectric focusing analysis of serum transferrin (Tf-IEF) was
run in agarose gels as previously reported [9]; the glycoforms were
separated using the 2117 Multiphor (LKB, Stockholm, Sweden) sys-
tem and detected after immunofixation with rabbit anti-human
transferrin antibody and staining with Coomassie blue.

2.3. Statistical analysis

Data distribution was assessed with the Kolmogorov-Smirnov
test (SPSS 17.0 program). Since the data followed a Gaussian dis-
tribution, control values were calculated as average +2 standard
deviations.

Passing-Bablok regression analysis and Bland-Altman Plot
(MedcCalc Software, Mariakerke, Belgium) were applied to compare
both procedures in 53 serum samples from controls and patients
(polymorphic variants were not included). The HPLC procedure was
considered the reference method.

3. Results
3.1. Comparison study

Fig. 1 shows the comparison of the percentage of each glycoform
by HPLC and CZE using the Passing-Bablok regression analysis and
the Bland-Altman plot. These plots showed a strong linear correla-
tion between the two methods for all isoforms studied (p <0.001).
The slopes and intercepts obtained for each isoform in Passing-
Bablok regression analysis are shown in Fig. 1. The results suggested
good agreement for tri-, tetra- and penta-sialotransferrin. But in
spite of the strong correlation for disialotransferrin, the two meth-
ods were not transferable for the measurement of this isoform.
The intercept obtained was significantly different from 0 (—0.30;
95% CI —0.42 to —0.10) and the slope was significantly different
from 1 (0.88; 95% CI 0.77-0.93), and consequently the two meth-
ods showed constant and proportional differences (higher values
were observed for the HPLC procedure).

We established reference values with 35 paediatric serum sam-
ples by both procedures in order to compare the percentage of each
sialotranferrin obtained in patients (Table 1). Since the agreement
test showed transferable results, a unique reference interval was
established for tri-, tetra- and penta-hexasialotransferrin for both
methodologies (Table 1), while two different reference ranges had
to be distinguished for disialotransferrin. No reference values were
calculated for mono- or a-sialotransferrin since both forms were
undetectable in the control population.

3.2. Patient sample analysis

The HPLC and CZE methods allowed reproducible separation and
evaluation of the transferrin patterns. Fig. 2 shows the HPLC and CZE
transferrin pattern of 2 PMM?2 deficient (CDG-Ia) patients (a severe
case and a moderate one) and a CDG-IIx patient. Results for the
18 patients are summarized in Table 1. All cases presented values
outside the ranges established in our control population by both
methods; even patients with moderate forms of CDG-Ia that were
difficult to discern by IEF, were clearly detectable both by HPLC
and CZE: e.g. for 2 patients whose only altered isoform was disialo-
transferrin, its respective percentages were 4.2 and 4.3% by HPLC
(control range 1.3-2.2%), and 3.2 and 3.4% by CZE (control range
0.89-1.5%).

3.3. Transferrin variants
Several polymorphisms were analyzed by HPLC and CZE. Com-

parable results by both methodologies were obtained for protein
variants BC, CD4_5 and C;Cy; these latter two were not detectable
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Fig. 1. Scatter diagrams with the regression line (solid line), including 95% confidence interval for the regression line (dashed lines) and identity line (x=y, dotted line) and
Passing-Bablok regression equations. Bland-Altman plot shows differences between both methods expressed as percentage of the averages.

either by HPLC or by CZE (data not shown). Concerning two protein
variants CD with identically altered patterns by IEF (Fig. 3 A2 and
B2), two different profiles were detected by the two procedures.
By HPLC, one of them showed two nearly overlapping peaks at the
level of tetrasialotransferrin (Fig. 3 A1) while the other showed a
clearly polymorphic pattern (Fig. 3 B1), similar to those obtained
by CZE for both samples (Fig. 3 A3 and B3). When these two vari-
ant CDs were treated with neuraminidase, two different transferrin
forms were detected both by IEF (Fig. 3 A2n and B2n) and CZE
(Fig. 3 A3n and B3n); by HPLC we could clearly distinguish two
peaks in one CD polymorphism (Fig. 3 B1n), but for the CD vari-
ant that presents an almost normal Tf-HPLC pattern, two nearly
overlapping peaks were observed (Fig. 3 Aln). Moreover, in our
hands, this latter CD variant showed a completely normal pattern
following the HPLC methodology as described by Helander et al. [8],

Table 1

for which no filtration with Microcon YM-10 tubes was performed
(Fig. 4 A).

4. Discussion

In this study, we compared the suitability of Tf-HPLC and Tf-CZE
as methods to screen for CDG in a paediatric population. Compari-
son studies for these two procedures have already been reported for
diagnosis of chronic alcohol abuse [10], where correlations of the di-
, tri-, tetra and penta + hexasialotransferrin forms were evaluated.

We found a strong linear correlation between the two meth-
ods for all sialoforms analyzed; results for tri-, tetra- and
penta + hexasialotransferrin can be considered transferable and a
unique reference range is applicable for CDG screening. Disialo-
transferrin values measured by HPLC were generally higher than

Sialotransferrin isoforms. Control values for a paediatric population (n=35) measured by HPLC and CZE and results for 18 patients (range: minimum and maximum) presenting
sialotransferrin type I and II patterns. Results are expressed as the percentage of each isoform referred to total transferrin.

ASTf MonoSTf DiSTf" TriSTf TetraSTf Penta + HexaSTf
HPLC CZE
Control interval (n=35) nd nd 13-22 0.89-1.5 2.1-6.6 75.8-83.7 10.1-16.1
Type [ pattern (n=11) nd-32.8 nd-2.1 4.2-42.0 3.1-42.8 2.0-6.7 15.9-74.7 2.9-21.6
Type Il pattern (n=7) nd nd-10.8 1.0-18.6 0.6-18.0 16.0-30.3 36.3-63.6 7.0-16.8

nd: not detectable.

" Since data of tri-, tetra- and penta-hexa-sialotranferrin were transferable, a unique reference interval was established for both procedures.
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Fig. 2. Sialotransferrin patterns by HPLC (left panels), IEF (middle panels) and CZE procedures (right panels). Several serum samples presenting different sialotransferrin
patterns are presented: (A) type I pattern (CDG-Ia, severe form); (B) type II pattern (CDG-IIx); (C) type I pattern (CDG-Ia, mild form); (D) control.

those obtained by CZE and this difference was statistically signifi-
cant. Several studies have reported a similar linear relationship in
the comparison of disialotransferrin levels obtained by HPLC and
CZE [10]. In those reports, this isoform determination was used as a
marker for detection of alcohol abuse, and therefore, the recruited
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population for the study was different from our paediatric patients.
Even so, the bias obtained was similar, and our results support the
idea that a semi-quantitative measurement of disialotransferrin is
particularly important for identification of slightly abnormal CDG
patterns.
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Fig. 3. Sialotransferrin patterns of two CD transferrin variants (A and B) as compared to a control sample (C). Subfigures 1, 2 and 3 refere to HPLC, IEF, and CZE, respectively. In
the corresponding subfigures, the letter n refers to neuraminidase-treated samples. After neuraminidase treatment, the appearance of 2 peaks/bands with similar intensity
confirms the presence of a transferrin variant. Tf-IEF panels: The numbers indicate the number of sialic acid residues in the corresponding type of sialotransferrin form (0, 1,
2,3, 4 and 5 correspond to a-, mono-, di-, tri-, tetra- and penta-sialotransferrin, respectively).

Other authors have previously established control values for
the diagnosis of CDG syndromes in paediatric and adult con-
trols [6,11], concluding that there were no marked age- or
sex-related differences in the relative amounts of transferrin
glycoforms. The values obtained in our paediatric population
were very similar to those previously published by those
authors.
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Tf-IEF remains the cornerstone for the diagnosis of N-
glycosylation defects, although it is a laborious and time-
consuming technique not suitable for automation [6]. Further-
more, sensitivity problems may arise, especially for detecting
slightly altered patterns. In our experience, we easily detected
all the altered patterns both by HPLC and CZE, and even
some slightly abnormal patterns that might be missed by Tf-
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Fig. 4. HPLC analysis of a CD transferrin variant serum without sample filtration (panel A) and after filtration (panel B).
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IEF were clearly discriminated by these procedures (Fig. 2,
Table 1).

Protein variants have been a cause of diagnosis pitfalls with some
techniques such as percentage of CDT (%CDT TIA), which expresses
the sums the Tf variants carrying two or less sialic acid residues
in relation to the amount of total Tf. We have analyzed several
polymorphisms in order to verify that they do not interfere in our
diagnostic tasks. Reproducible results were observed by HPLC and
CZE for the detection of variant BC, and the pattern was undistin-
guishable from controls for variants CD4_5 and C;C, by the two
procedures. But the analysis of two sera with the CD polymor-
phism that had presented the same altered Tf-IEF pattern (highly
increased trisialo band), showed very slight differences between
both samples by CZE, while it was difficult to detect the CD poly-
morphism in one of those sera by HPLC (Fig. 3). Filtration of this
latter serum with Microcon YM-10 increased the resolution and
allowed us to identify this polymorphic variant (Fig. 4). These two
different polymorphisms may equally change the total charge of
the transferrin polypeptide, and for this reason they present the
same [EF profile. In addition, in one of them a change in the final
structure due to the polymorphism of transferrin possibly counter-
acts the change of charge; this would make difficult its detection by
HPLC, where the separation of transferrin glycoforms is based not
only on the net charge of the molecules but also on their structural
differences [11].

5. Conclusions
The data from this study indicate that both HPLC and CZE allow

the separation and semi-quantitative evaluation of the transferrin
glycoforms. Consequently, both are good procedures to screen for
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CDG. Moreover, interpretation of the results using method-specific
reference values may offer some advantages as compared with the
standard Tf-IEF technique.
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Resultats i discussio

4.2. AMPLIACIO DE LA METODOLOGIA PER L’ESTUDI DE PACIENTS AMB
PATRO DE SIALOTRANSFERRINES TIPUS 2

4.2.1. Posada al punt de la deteccio d’isoformes d’apolipoproteina C-III (apoC-III) per
IEF

L’estudi de les isoformes de la transferrina ens permet detectar els defectes de la N-
glicosilacié 1 a més identificar si el defecte enzimatic es troba al citosol o al RE (en el cas
d’observar un patr6 tipus 1) o si el defecte es troba en el processament dels glicans un cop ja
s’han unit a la proteina (patro tipus 2).

Per tal d’orientar quin podria ser el nivell en que es troba el pas defectuos en els pacients amb
patro tipus 2 varem introduir ’estudi d’isoformes d’apoC-III. Com ja s’ha esmentat es tracta
d’una proteina O-glicosilada del grup mucin type que comparteix alguns passos del
processament dels glicans amb la via de la N-glicosilacid 1 per tant serveix per descartar
determinats defectes. L’estudi de les isoformes d’apoC-III permet separar dos grups de

defectes tipus 2 de Tf-1EF:

= Patr¢ tipus 2 de Tf-IEF amb alteracio d’apoC-III-IEF
» Patr¢ tipus 2 de Tf-IEF sense alteraci6 d’apoC-III-IEF

L apoC-III conté un sol punt de glicosilacié i, igual que en els N-glicans, 1’estructura del O-
glica és biantenal amb un acid sialic a ’extrem de cada una de les branques que li dona
carrega negativa (Fig. 22). Per tant es presenta amb tres isoformes amb punts isoelectrics
diferents: apoC-IIly (I’estructura del glica unit no conté cap acid sialic), apoC-III; (amb un

acid sialic) 1 ApoC-III, (dos acids sialics).
@ Acidsialic
‘ Galactosa

‘ N-acetilgalactosamina

Figura 22. Estructura de glicosilacio
s g ApoC-III
de la proteina apoC-III

Un cop separades les isoformes d’apoC-III per IEF 1 fet el western blot es poden detectar per
quimioluminiscéncia o per color, obtinguent una fotografia (ECL) (Fig. 23A) o una
membrana tenyida (OPTI 4CN) (Fig. 23B) amb el patré de sialilacid.

Com a control intern de la técnica s’inclou en cada gel una mostra amb patr6 alterat. En el cas
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que no es pugui diferenciar el control positiu, no s’acceptarien els resultats d’aquell gel.

Els patrons que trobem son:
Revelat per color

4]

Revelat quimioluminiscéncia

e ApOC-IIL,
2 ‘ . ‘ -
——p ApoC-IIL . . , - -

- N ,

——>  ApoC-III, ¢——

COntrol

MOStra 3
MOstra 2
Mostry |

MOstra 5
MOstra 4

S
5
g
O

MOStra 1
MOstra 2
MOstra 3

MOstra 4

Figura 23. Resultat obtingut en la deteccio de les isoformes d’apoC-III utilitzant revelat per

A) quimioluminiscéncia, B) color. Mostra 1 presenta un patré apoC-IIl,, mostres 2, 3, 4 i 5

corresponen a individus sense alteracié en el patré d’apoC-III-1EF.

D’acord amb les descripcions d’altres autors (Wopereis i col. 2003), els nostres resultats

mostren dos tipus de patrons alterats en les isoformes de la proteina apoC-III (Fig. 24)

Perfil apoC-IIly. Es caracteritza per mostrar un augment de la banda asialilada.

[
Aquest ¢s el perfil que presenten, entre altres, els pacients amb defectes de

COG (CDG-IIe, g i h).
= Perfil apoC-Ill;, Es caracteritza per mostrar un augment de la banda
monosialilada, sense que hi hagi augment de la banda asialilada. Entre altres
s’ha trobat en pacients amb defectes en el gen ATP6V0A2 que codifica per una

ATPasa localitzada a la membrana de I’aparell de Golgi. Aquest tipus de CDG

es manifesta clinicament amb cutis laxa.
Perd sovint apareixen dificultats en la interpretacio de perfils de isoformes d’apoC-III. La
banda monosialilada €s la més abundant en un individu control, perd, com hem mencionat,
una de les alteracions (perfil apoC-III;y es caracteritza per I’augment d’aquesta banda 1 no

sempre és facil dilucidar si I’abundancia de la banda monosialilada esta dins els valors de

referéncia o bé si esta patologicament incrementada (Fig. 24).
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Figura 24. Diferents patrons de isoformes d’apoC-III de controls i pacients. Podem observar que alguns

controls presenten una banda monosialo més incrementada que la disialo, dificil de diferenciar d’un patrd

patologic.

Tal com s’ha comentat per la transferrina, els métodes densitometrics per quantificar les
bandes d’un gel o d’'una membrana moltes vegades poden donar uns valors erronis, sovint la
banda no ¢és completament uniforme, de manera que s’obtenen diferents valors en funcio del
lloc escollit per la quantificacié. Aixo fa que, en alguns casos, la interpretacié de les bandes

incorpori una subjectivitat important a I’hora de donar el resultat.

Asialo- Monosialo- Disialo-
Controls
0-11.8 30.1-639 27.4 - 66.1
n=15
ApoC-IIly
354-52.2 29.3 -55.1 10.3-23.5
n=3
ApoC-I11;
5 5.6/4.0 75.2/67.2 19.3/28.8
n =

Taula 11. Quantificacio de les bandes de les isoformes de I’apoC-I1I per densitometria. Valors de referéncia i

patologics.

Els valors de referéncia obtinguts per densitometria mostren un rang molt ampli (taula 11),
per tant I’analisi quantitatiu no representa un ajut diagnostic important respecte a la
observacid visual.

L’estudi de les isoformes de 1’apoC-III ha permés fer un pas més en el diagnostic dels CDG-
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I, orientant o descartant certs defectes enzimatics ja coneguts. La técnica utilitzada pel seu
estudi és I’isoelectroenfoc, que també és la técnica per I'estudi de les isoformes de la
transferrina, i amb les mateixes dificultats interpretatives. Wopereis 1 col (2003) van descriure
dos possibles patrons d’apoC-III alterats, un amb increment de les bandes mono- i asialilada i
un altre amb increment de la banda monosialilada, dificil de distingir dels patrons control en
els que sovint les bandes monosialilades estan sensiblement augmentades respecte la banda
disialilada. Els problemes de quantificacié per densitometria dificulten la interpretacio
d’alguns perfils.

Tenint en compte el perfil d’isoformes de transferrina i d’apoC-III, Wopereis i col (2005) van
establir una correlacid entre perfils i subtipus de CDG-IL. Es aquesta una generalitzacid
discutible, ja que la severitat del perfil de transferrina 1 apoC-III (o sigui I’abundancia de les

bandes menys sialilades) també depén de ’activitat residual de la proteina mutada.
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4.2.2. Estudi d’oligosacarids en orina i identificacié de la seva composicio

Com s’ha esmentat en la introduccid, la deficiéncia de glucosidasa I (CDG-IIb) no presenta
alteracio en el patro de Tf-IEF. El pacient descrit amb aquesta deficiéncia es va diagnosticar
gracies a la identificacié dels sacarids que formaven una banda andmala en 1’analisi per

cromatografia en capa fina (TLC) d’oligosacarids en orina (De Praeter i col 2000). Per aquest

motiu vam creure convenient posar a punt 1’estudi d’oligosacarids en orina.

Glucosa

Lactosa
" Rafinosa

(Gle),
Sialilactosa

.'J
g g g g g S
2 3 2 2 2 5
o o o Qo Qo =
= = = = = 38

Contro] + estandard

Figura 25. Exemple de cromatografia en capa fina per la deteccié d’oligosacarids en orina

Per tal d’obtenir les condicions optimes per la identificacid d’oligosacarids, tant per HPLC-

MS/MS com per GC-MS, vam processar els diferents estandards de sacarids: glucosa,

galactosa, lactosa, rafinosa i cellotetraosa, a concentracid 100 uM en aigua. Les condicions

metodologiques Optimes han estat:
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HPLC:

Solvent: Aigua : Acetonitril (80:20)
Fluxe: 0,2ml/min
Volum injectat: 50 pl per infusio

directe

MS/MS:

Ionitzacio: Electro Spray negatiu
Voltatge del capilar: 2.5 KV
Voltatge del cono: 20,0 V
T* font: 120°C

T* desolvatacio: 350°C
Metode: SCAN

Temps d’analisis: 2 minuts

CG:

T? injector: 250°C

T* detector: 280°C

Rampa de T I minut a 70°C
increment de 6°C/min fins a 250°C i 20
minuts a 300°C

Fluxe d’injeccié: 1,3ml/min

Columna: 60m/0,25mm diametre/

190915-436 HP -5MS

Gas transportador: heli

MS
Tipus de ionitzacio: impacte
electronic

Rang de masses: 50-550 KDa
Meétode: SCAN

Temps d’analisis: 45 minuts

Lactosa eluit carbo 310813
Lactosa it carbo 310813 71 (0.716) Cm (37:173) Scan ES-

_161.16 5991e5
10 051295
0 17830
467806
379.46 61,50
202176 20953
I iy LN M b U v s D
100 200 300 400 800 600 YOO 800

rafinosa eluit carbo 310821
rafinosa eluit carbo 310821 78 (0.786) Cm (34:178) Scan ES-

16122 5 34e5
e e
183273
539,44
= a2 177887
43545 1| g1 3p 00418
B197 | |/
0 U A L P M/
00 200 300 400 500 00 700 @00

Figura 26. Exemple d’espectre obtingut per HPLC-MS/MS al analitzar els estandards de lactosa (lactosa

dihidratada) i rafinosa respectivament; es troben senyalats el seu pes molecular i I’abundancia.
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Figura 27. Cromatograma obtingut per GC-MS al analitzar la lactosa i espectre de cadascun dels pics.

Diferenciem els pics provinents de la galactosa i els de la glucosa.

Per tant, estavem ja en condicions de poder analitzar els oligosacarids a partir de 1’orina,
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perd vam trobar dificultats en la seva extraccié a partir de les bandes préviament
separades per TLC. Vam utilitzar diferents solucions d’extraccio: aigua — metanol (1:1),
aigua 1 fase mobil (N-butanol : acid acetic : aigua (2:1:1). Amb cap d’aquestes
condicions varem aconseguir una bona extraccid. Per tant, malgrat la deteccio d’alguns
pacients amb excrecié anomala d’oligosacarids en orina, les dificultats técniques no han
permes identificar la composicio d’aquests glicans, ni con¢ixer si estan relacionats amb
la via de la glicosilacié.

Aquest €s un objectiu que esperem finalitzar en un futur, degut a I’interés que pot tenir
la identificacié de la composicié d’oligosacarids d’alguns pacients (apartat 4.3).

Les deficiéncies congenites tipus II representen encara un repte diagnostic. L’estudi de
les isoformes de la transferrina permet la seva deteccid en la majoria de casos, pero la
dificultat es presenta en el moment d’establir un diagnostic definitiu. Hi ha moltes
técniques que permeten discriminar i orientar la localitzacié del defecte enzimatic:
estudi de les isoformes d’apoC-III, dels glicans en serum mitjangant MALDI-TOF, dels
oligosacarids en orina, de les subunitats de COG... perd0 malgrat aixd resten molts
pacients classificats com a CDG-IIx.

De cadascun dels subtipus de CDG-II se n’han descrit un nombre reduit de casos,
indicant una incidéncia baixa, i alhora, la gran quantitat de pacients CDG-IIx suggereix

I’existencia de moltes deficiéncies encara desconegudes.
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4.3. CRIBRATGE I ESTUDI DE PACIENTS

Fins al moment es coneixen més de 30 tipus diferents de defectes congenits de la glicosilacid.
Tanmateix, de cada tipus se’n coneixen pocs casos (< 10), excepte per la deficiencia de
PMM2-CDG (CDG-Ia) que és la més freqiient amb uns 700 pacients diagnosticats i per les
deficiencies de PMI-CDG (CDG-Ib) 1 ALG6-CDG (CDG-Ic) amb uns 40 casos (Freeze H i
col 2005 1 Marklova i col 2007).

En els 11 anys que s’estudien els CDG a I’Institut de Bioquimica Clinica s’han diagnosticat
52 pacients, del quals 39 son deficiencies de PMM2-CDG (CDG-Ia), una deficiéncia de PMI-
CDG (CDG-Ib), una deficiencia de DPMI-CDG (CDG-Ie) i una deficiencia de COGs-CDG
(CDG-IIh) (Briones i col 2002; Garcia-Silva i col 2004, Foulquier i col 2007), 1 10 pacients
amb patrd de transferrina alterat tipus 2 perd que encara no s’ha pogut puntualitzar el defecte

enzimatic associat i que per tant els anomenem CDG-IIx .

Estudi de patrons de sialotransferrines per IEF/HPLC/CZE:

En el anys de realitzacio d’aquesta tesis hem analitzat un total de 1905 sérums de pacients que
han estat remesos al nostre centre per tal de descartar malaltia metabolica hereditaria. Cal
destacar que amb la implementacié tant de Tf-HPLC com de Tf-CZE com a métode de
cribratge s’ha reduit molt el nombre de segones mostres demanades per confirmar el patrd
(sobretot amb alteracions de tipus 2) ja que, com s’ha esmentat, el sistema quantitatiu utilitzat
permet una interpretacio dels patrons de sialotransferrina més facil 1 objectiva. Hem detectat
un total de 92 sérums amb alteracions (taula 12), entre els quals només 14 han resultat ser
defectes de la glicosilacio: 8 amb patrd tipus 1 1 6 amb patrd tipus 2. En 42 casos, malgrat
mostrar una alteracié lleu, hem demanat una segona mostra per descartar un CDG. En els
casos que hem rebut aquesta nova mostra hem descartat les alteracions preéviament
observades. També hem detectat un total de 29 casos de polimorfismes de la transferrina
sense significacid patologica, i també dos patrons clarament alterats tipus 1 degut a una
galactosémia, 1 5 deguts a fructosémia. En la figura 28 es mostren exemples d’alguns dels

patrons alterats obtinguts
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DIAGNOSTIC N° PACIENTS
7
CDG-Ib 1
Patro6 tipus 1 Galactosemia 2
Fructosemia 5
Lleus alteracions 8
CDG-1I 6
Patr¢ tipus 2 Polimorfismes 29
Lleus alteracions 34

Taula 12. Resum dels resultats del cribatge pels defectes congenits de la glicosilacio.
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Figura 28. Exemple d’ un patrd tipus 1 (A), un patro tipus 2 (B) i el patro degut a polimorfisme CD de la
transferrina (C) analitzats per HPLC (esquerra), IEF (centre), i CZE (dreta); per demostrar que es tracta d’un
polimorfisme i no d’un patré patologic tractem les mostres amb neuraminidasa, per tal d’eliminar tots els sialics i
que la carrega vingui determinada només per la proteina. L’aparicioé de dues bandes o pics confirma que es tracta

d’un polimorfisme.
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Un total de 7 pacients han estat diagnosticats de deficiencia de PMM2-CDG (CDG-Ia). Tot i
I’amplia variabilitat clinica descrita en els CDG (Grunewald 2009), tots els pacients que hem
diagnosticat presenten caracteristiques cliniques classiques dels CDG, com sén el retard
psicomotor i 1’atrofia cerebel-lar, perd amb diferents graus de severitat; aixi trobem pacients
amb retard psicomotor moderat i sense altres manifestacions cliniques o bé pacients amb
retard psicomotor sever associat a dismorfies, hipotonia, crisis convulsives i en algun cas
hepatopatia, infeccions recurrents, estrabisme o ataxia.

Hem diagnosticat una pacient amb deficiencia de PMI-CDG (CDG-Ib), que als 6 mesos
presentava distensié abdominal, diarrees, hepatomegalia i hipoglucémia hipocetosica, amb
desenvolupament psicomotor normal. El diagnostic d’aquest subtipus de CDG és rellevant pel
fet de ser I'unic que disposa de tractament efectiu, que consisteix en I’administracio de
manosa 2 gr/Kg/dia. Convé introduir el tractament el més aviat possible per tal d’evitar que
s’instauri 1’hepatopatia. Amb la determinacié d’isoformes de la transferrina podem
monitoritzar les millores bioquimiques dels pacients un cop comengat el tractament. Com
podem veure en la figura 29, la pacient presentava un patrd severament alterat en el moment
del diagnostic, aquest millora clarament al iniciar el tractament en paral-lel a una millora
clinica, pero als 2 anys de tractament encara s’observen alteracions significatives (Fig. 29),

que expliquen el retard pondoestatural i la discreta hepatomegalia que presenta actualment.
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Figura 29. Patré de Tf-HPLC de la pacient amb deficiencia de PMI (CDG-Ib) abans d’iniciar el
tractament i dos anys després d’haver-lo iniciat.

En dues ocasions hem observat un patr6 alterat de tipus 1 que en el moment de descartar
causes secundaries ha resultat ser una galactosémia. Aquests pacients presentaven hepatopatia

en el periode neonatal (Fig. 30).
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Figura 30. Perfil de Tf-HPLC d’un pacient afecte de galactosémia

També hem detectat pacients amb patré de sialotransferrines tipus 1 degut a intolerancia
hereditaria a la fructosa (HFI) (Fig. 31). En general es tracta de pacients amb clinica
suggestiva de CDG-Ib, pel fet que no presenten afectacié neurologica, sind problemes
hepatics 1 gastrointestinals. Per tal de poder descartar la HFI com a causa primaria de
I’alteracid del patré de sialotransferrines vam posar a punt la determinacié de fructosa en
sérum mitjangant técniques enzimatiques. En un cas ens ha permes orientar el diagnostic

d’una sospita de CDG-Ib cap a I’estudi molecular del gen ALBOB confirmant aixi una HFI.
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Figura 31. A) Patr6 de sialotransferrines sériques d’una pacient amb HFI B) Valoracioé enzimatica de
fructosa en plasma de la pacient mitjancant la reaccio de la sorbitol deshidrogenasa. Disminucié de
I’absorbancia a 340 nm deguda a la oxidacié de NADH

Amb el metode T-HPLC també hem fet seguiment del tractament (dieta exempta de fructosa)
de pacients afectes de HFI. En un pacient observem un patré completament normalitzat
conseqiiencia d’un correcte seguiment de la dieta. Mentre que en un altre pacient observem
lleus alteracions del patré de Tf-HPLC que ens indiquen un compliment incomplet de la dieta

(Fig. 32).
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Figura 32. Perfil de Tf-HPLC de dos pacients amb HFI. A) Pacient que porta una correcte seguiment
de la dieta excempta de fructosa, mostra una patré completament normalitzat. B) Pacient amb un mal
compliment de la dieta, mostra un patré amb increment de la banda disialilada.

En els 6 pacients amb patr6é d’isoformes de la transferrina tipus 2 hem observat fenotips molt
severs, amb exifus durant I’etapa neonatal en quatre dels sis. En general presenten dismorfies,
hepatopatia, anomalies cefaliques 1 problemes de coagulacid. Tres d’ells presentaven
infeccions. Contrastant amb [’afectacié generalitzada de la majoria dels pacients, hi ha un cas

en que I'inica presentacié clinica eren convulsions intractables.

Isoelectroenfoc d’isoformes d’apoC-I11

Pel que fa I’estudi de les isoformes d’apoC-III, els individus estudiats han estat 15 que
presentaven patrd de Tf-IEF tipus 2, i s’han inclos també 117 que presentaven patrd de
transferrina dubtds 1 que recordaven el de CDG tipus II. També s’han analitzat 20 mostres de
pacients que han estat remeses al centre directament per a descartar alteracions de la O-
glicosilacid.

D’aquests 152 sérums analitzats, quatre han mostrat patr6 alterat. Els resultats s’il-lustren a la
figura 33 1 es resumeixen a la taula 13. Dos d’ells (pacients 9 1 10) han mostrat patr6 del tipus
ApoC-Illy, 1 2 més patrod tipus ApoC-III; (pacient 11 i pacient 12), el que indica que el defecte

d’aquests pacients afecta a la N- 1 la O-glicosilacio.
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-
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Figura 33. Patrons d’apoC-III-IEF dels pacients que han presentat un patrd positiu

Pacient 12
Pacient 11
Pacient 10
Pacient 9
Control

PATRO Tf PATRO ApoC-III N° PACIENTS
ApoC-III, 2
Patr6 Tf tipus 2 ApoC-III, 2
Lleus alteracions 6

Taula 13. Resum dels resultats obtinguts en I’estudi de les isoformes de ApoC-III

Wopereis 1 col (2005) van proposar un algoritme per tal d’agrupar pacients amb patrons
similars. Entre els pacients amb patrd de sialotransferrines tipus 2 amb clar increment de totes
les isoformes menys sialilades i amb patré de ApoC-IIl, es trobaven els defectes de COG.
Aquest patrd coincideix amb el que presenten els pacients 9 1 10. Per tal de descartar aquest
defecte en aquests pacients hem remes mostres al grup del Dr. Matthijs de Lueven,
participants en el projecte Euroglycanet per tal de realitzar un estudi de western blot de totes
les subunitats del COG, perd no s’ha observat cap deficiéncia, 1 actualment s’esta realitzant
I’estudi molecular dels diferents gens. A més a més, el grup de la Dra Sturiale de Catania, que
també¢ participen del projecte Euroglycanet, ha realitzat I’estudi dels glicans en sérum (els
resultats es resumeixen en la taula 14). Els 2 pacients presenten un increment d’estructures
amb manca d’acid sialic, i també de galactosa en un d’ells, mentre que ’altre presenta
increment de les estructures fucosilades. L’increment de les estructures amb deficits dels

ultims sucres de la cadena de glicans ha estat préviament descrit en els pacients amb defectes
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de COG (Foulquier i col 2008).
Pels pacients amb alteracio apoC-III; també s’ha realitzat I’estudi de les estructures de glicans
mostrant també increment de les formes asialilades, el pacient 12 mostra un clar augment

d’aquestes estructures, mentre que en la pacient 11 1’augment és molt lleu.

$21.38(088(282
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¥
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e R I I
Pacient 10 § 8 QD | 10 12 75 6 7,5 5
Pacient 11 0 0 9 100 § 16 8 § 9 10
Pacient 12 § 9 10 100 9 14 8 § 9 7
Control 0 0 9 11 100 § 11 6 0 10 5

Taula 14. Resum de les estructures de glicans expressades en quantitat relativa de cada estructura referida
al 16 més abundant [M]-=2223.0, que correspon a I’estructura marcada amb 100%.

§ indica traces.

* L analisi de glicans d’aquest pacient va ser realitzat per SELDI pel Dr. Winchester (London). Els seus
valors control estan indicats entre paréntesis.

Recentment s’ha descrit un nou defecte de CDG que consisteix en la deficiencia de
ATP6VOA2-CDG, que afecte a la subunitat o2 d’una ATPasa vacuolar (V-ATPasa)
localitzada en Golgi (Kornak i col 2008). Aquests pacients presenten un patro tipus 2 de
transferrina amb una alteracié de ApoC-III;. Degut a la deficiencia d’aquesta ATPasa, s’altera
el bombeig de protons i per tant el pH de Golgi causant la deslocalitzacid6 d’algunes
glicosiltransferases, 1 també alterant el transport vesicular de Golgi. Aixo dona lloc a una
alteracio de la glicosilacio (Guillard i col 2009). Hem estudiat un neonat que presentava cutis
laxa, mostrava lleus alteracions del patré de Tf-IEF, i un lleu increment de la banda ApoC-III;
respecte els controls (Fig. 34). En D’actualitat es continuen els estudis (Dra Morava) per
esbrinar si la cutis laxa i aquestes lleus alteracions son degudes a una deficiéncia de
ATP6V0A2-CDG o si son inespecifiques 1 degudes a la immaduresa del pacient o causades per

un defecte enzimatic no conegut fins al moment.
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Control

Pacient ' ' . ‘
ApoC-II, .m

Figura 34. A) Patré de Tf-IEF del pacient on s’observa un lleu increment de les bandes menys sialilades.
B) Patré d’apoC-III-IEF del pacient on s’observa un lleu increment de la banda monosialilada

Analisis d’oligosacarids en orina

En P’analisis d’oligosacarids en orina hem estudiat un total de 5 pacients 1 hem identificat una

banda anomala en dos casos (Fig. 35). Pel desplagament realitzat pel glica anomal pensem

que esta format per almenys quatre sucres i podria estar sialilat.
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Figura 35. TLC dels pacients que presenten oligosacarids anomals en orina.

Degut als problemes que hem tingut amb I’extraccio6 dels oligosacarids de la placa de TLC, no
hem pogut identificar la composicié d’aquesta banda anomala en 1’orina de les pacients,

aquests estudis han quedat interromputs de moment.

Les caracteristiques dels pacients diagnosticats estan resumides a la taula 15.
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4.3.1. Pacients afectes de Defectes Congénits de la Glicosilacio

Aixi doncs, d’un total de 1905 mostres analitzades hem diagnosticat un total de 14 pacients
que clarament presenten un CDG, de les quals en 8 s’ha pogut arribar al diagnostic genetic
final, essent 7 d’elles CDG-Ia (taula 15). Les freqiiencies obtingudes durant la realitzacid
d’aquest treball pels diferents tipus de CDG coincideixen parcialment amb les descrites a la
bibliografia. Pel que fa als CDG-I, se n’han descrit fins a 15 tipus diferents, perd de la majoria
amb un nimero molt reduit de pacients, excepte per les deficiencies de PMM2-CDG (CDG-
Ia) (>700 casos), les deficiencies de PMI-CDG (CDG-Ib) i les de ALG6-CDG (CDG-Ic) amb
uns 40 casos cadascuna (Eklund i Freeze, 2006). Perd encara s’espera trobar nous gens
defectuosos causants d’un patrd de tipus 1, degut a la descripcié de un nimero significatiu de
pacients CDG-Ix (Morava i col 2008). Aquestes freqiiencies queden reflectides també en els
diagnostics que s’han realitzat en el nostre centre durant els 11 anys d’estudi dels CDG, ja que
d’un total de 42 pacients amb patr6 CDG-I, 40 d’ells corresponen a deficiéncia de PMM?2-
CDG (CDG-Ia) - 7 durant la realitzacid d’aquest treball - i només un d’ells a deficiéncia de
PMI-CDG (CDG-Ib) (diagnosticada durant la realitzacio d’aquest treball) 1 un a deficiéncia de
DPMI-CDG (CDG-le) (Garcia-Silva i col 2004). Cal destacar que no hem diagnosticat cap
pacient amb deficiéncia de ALG6-CDG (CDG-Ic), tot i ser relativament freqiient en altres
poblacions (Imbach i col 2000).

Com ja hem comentat abans, el nombre de defectes genctics associats a CDG creix
continuament, i també apareixen nous tipus de presentacions cliniques associades a defectes
ja coneguts. Tot aix0 ens ha dut a realitzar un ampli cribratge dels sérums de pacients enviats
al nostre centre per descartar malalties metaboliques hereditaries. Malgrat aix0o, no hem
detectat cap pacient amb patrd tipus 1 que no s’hagi pogut associar a algun dels defectes ja
descrits, 1 en un 95% dels casos pertanyien a CDG-Ia. La majoria de pacients manifestaven la
simptomatologia classica d’aquest tipus de CDG (retard psicomotor, facies anomales,
mamil-les invertides, problemes de coagulacid, hepatopatia, afectacio cerebelar) perd hem de
destacar 3 pacients de CDG-Ia, diagnosticats en el nostre centre, amb una presentacié clinica
que suggeria més una malaltia mitocondrial que un CDG (ataxia progressiva, distonia,
nistagmus, oftalmoplegia, retinitis pigmentosa) (Briones i col 2001). També cal destacar dos
pacients amb cliniques molt lleus (hipertransaminasemia en un cas i retard en el
desenvolupament motor en I’altre) malgrat portar la mutacid6 p.R141H considerada molt
severa en un dels al-lels.

Hem de ressaltar la utilitat que ha mostrat de deteccid d’isoformes de la transferrina pel
diagnostic d’altres malalties metaboliques com ¢és el cas de galactosémies 1 intolerancia

hereditaria a la fructosa. En els dos casos, 1’afectacio hepatica que presenten els pacients, pot
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confondre’s amb un CDG, sobretot un tipus Ib. Aix0 és util sobretot en el cas de la
intolerancia hereditaria a la fructosa, ja que no es disposa d’un metode poc invasiu i sensible
pel seu diagnostic. Per intentar resoldre el problema del despistatge d’una HFI, hem posat a
punt la deteccid enzimatica de fructosa en plasma que presenta uns valors <0,15 mM en
controls (n=15), 1 que en un pacient de HFI que pren fructosa pot arribar a nivells de 1,05
mM. Es tracta d’una técnica poc sensible, que no ens permet detectar lleus incompliments de
la dieta en pacients amb tractament, perd quan es tracta d’'una HFI no diagnosticada amb
ingesta de fructosa, la concentracio d’aquesta en seérum és prou elevada per ser detectada (Fig.
31B).

Com veiem, en la majoria de patrons tipus 1 s’arriba a identificar el defecte genetic final, ja
que els passos a seguir en el diagnostic estan molt clars. Perd en els patrons tipus 2 el
diagnostic €s molt més dificil d’orientar i1 de finalitzar; el nombre de defectes descrits és molt
menor, sense que n’hi hagi cap que presenti una freqiiencia alta. Dels 11 pacients tipus II
diagnosticats al nostre centre, només en un d’ells s’ha arribat a un diagnostic final (deficiéncia
de COGs-CDG, Foulquier i col 2007). Sis dels altres 10 pacients tipus II s’han detectat durant
la realitzacid d’aquest treball. Per avancgar en el seu diagnostic hem posat a punt ’estudi de
les isoformes d’apoC-III i d’oligosacarids en orina per acotar la localitzaciéo del defecte
enzimatic. Aix0 ens ha permes identificar dos alteracions d’apoC-III; i dos d’apoC-IIly, i hem
descartat ’afectacio de la N- 1 la O-glicosilacidé en 6 pacients. En els pacients dels quals
disposavem de mostra d’orina hem estudiat la composicié dels oligosacarids, observant en
dos casos bandes anomales.

Per indagar més en I’estudi d’aquests 10 pacients, estem en col-laboracio amb altres grups del
projecte “Euroglycanet” per tal d’estudiar la composicid dels glicans en sérum, ja que
I’acumulacié d’un determinat glica truncat ens orientaria també sobre ’alteracié que presenta
el pacient. Perd malgrat tots aquests estudis en els nostres pacients tipus II, no hem pogut
arribar a un diagnostic definitiu en cap d’ells.

Possiblement crida 1’atencio que amb els 11 anys que s’estudien els CDG al nostre centre
s’han diagnosticat 42 pacients amb patro tipus 1, dels quals només 8 s’han diagnosticat en els
4 anys de realitzacié d’aquest treball. Es habitual en la majoria de malalties poc freqiients,
com ¢&s el cas dels CDG, que en el moment de la descripcio del defecte es diagnostiqui un
nombre elevat de pacients entre individus sense diagnostic 1 amb clinica compatible amb el
nou defecte descrit. Aixd explica perque durant els primers anys el nombre de pacients
identificats al nostre centre va ser molt superior a ’actual. La freqiiencia de positius durant la
realitzaci6 d’aquest treball ha estat de 1:136 dels sérums estudiats que corresponen a una

poblacié clinicament seleccionada. Tots els casos detectats venien orientats cap a un defecte
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de glicosilacié. Malgrat ser una freqiiencia elevada, és inferior a la qué esperavem, ja que no
es tracta d’una malaltia concreta, sind d’un grup nombros de malalties 1 amb possibilitats de
nous tipus encara no descrits.

Una explicacio pel baix nombre de pacients CDG, sobretot de la deficiencia de PMM2-CDG
(CDG-Ia) per la seva abundancia dins el grup dels CDG, vindria donada per la gran
importancia de la via en la viabilitat d’un individu. S’ha descrit que la mutacié més freqiient
en el CDG-la, R141H (37% dels al-lels patologics) (Matthijs i col 2000) presenta una activitat
residual molt baixa (1%) (Pirard i col 1999). Aquesta mutacié no s’ha trobat mai en
homozigosi malgrat que s’ha calculat que la freqiiéncia de portadors en poblacid nord europea
és de 1/72 (Schollen i col 2000). Aixo fa pensar que el bloqueig total d’aquesta via no es
viable 1 que és possible que la major part d’individus afectes no arribin a néixer. Per tal de fer
un cribratge més complet de casos afectes de CDG, es va plantejar 1’estudi d’avortaments

espontanis i de fetus polimalformats, els resultats dels quals s’exposen més endavant (4.4).
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Resultats i discussio

4.3.2. Casos que presenten un patré de sialotransferrines alterat degut a causes
secundaries

Gracies al cribratge de tots els serums de pacients remesos al laboratori, 1 en col-laboracio
amb el grup de Bioquimica Clinica de I’Hospital Sant Joan de Déu, que també treballa en el
diagnostic dels CDG, hem pogut detectar varis pacients interessants amb anomalies en el

patr6 de sialotransferrines s€riques degudes a causes secundaries.

Alteracio de Tf-IEF degut a meningitis penumococcica
Pacient de 5 mesos d’edat que ingressa a I’hospital Sant Joan de Déu amb sospita de

meningitis bacteriana, presentant febre, convulsions miocloniques i hemiparesia del costat
esquerra. Durant I’ingrés es va realitzar estudis de CT-Scan i MRI cerebrals, revelant algunes
alteracions que suggerien una possible malaltia metabolica.

Es va dur a terme un extens estudi metabolic mostrant com a tnica alteracio un patr6é de Tf-
IEf alterat tipus 2. Seguidament es van analitzar les isoformes d’apoC-III que no van mostrar
alteracions.

Per altra banda, responent a la sospita de meningitis bacteriana es van realitzar cultius de sang
1 de liquid cefalorraquidi que van confirmar la infeccid per Streptococcus pneumoniae.

Al repetir ’estudi de Tf-IEF passats cinc dies de 1’ingrés i de I’inici de la terapia antibiotica,
es mantenia el patro alterat. Finalment, passats setze dies i juntament amb la remissio de la

infeccid bacteriana, el patro de sialotransferrines s’havia normalitzat (Fig. 36).
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Figura 36. A) Tf-IEF del pacient en diferents moments de la infeccio.
B) ApoC-III-IEF del pacient en diferents moments de la infeccid, no s’observa alteracio en cap d’ells.
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Moltes vegades el debut de les malalties metaboliques va associat a un estrés metabolic com
pot ser una infeccio, i en aquests casos si el patrd de sialotransferrina esta alterat, es fa dificil
diferenciar si la causa primaria de 1’alteracio és un defecte de glicosilacid o la infeccio.
Davant un patr6 de Tf-IEF del tipus 2 perd ApoC-III-IEF normal, amb fallida multi organica i
mort neonatal és important descartar un procés septic com a causa de 1’alteracio de Tf-IEF.
L’ampliacié del cribratge pels CDG ens ha permes descriure una causa no coneguda
previament d’alteracio secundaria de les sialotransferrines, la sepsis bacteriana. El procés
séptic és un simptoma freqiient en pacients amb sindrome metabolica generalitzada i aguda,
situacio en la que poden mostrar un patrd 2 secundari a la infecci6. Si es repeteix ’analisi de
les sialotransferrines un cop remesa la infeccio, la obtencid d’un patré normal ens indicara
que el perfil 2 era degut a la sepsis, mentre que un patrd que es mantingui alterat reforca el
diagnostic de CDG-II. Pero en els pacients que son exitus durant aquest procés no es possible
descartar la sepsis com a alteracio secundaria.

Aquests resultats han estat publicats amb el nom de “Secondary alteration of the
transferrin isoelectric focusing pattern in a case of bacterial meningitis”. Quintana E,
Gala S, Garcia-Cazorla A, Montero R, Muiioz-Almagro C, Vilaseca MA, Briones P, Artuch
R. J Inherit Metab Dis 2007;30:267 (Annex 1)

116



Resultats i discussio

Alteracio de Tf-IEF degut a alteracions en el metabolisme de la fructosa

Es presenta I’experiencia de patré de sialotransferrines anomal secundari a dues alteracions
del metabolisme de la fructosa.

El primer cas consisteix en una pacient amb intolerancia hereditaria a la fructosa (HFI) 1
presentacid clinica atipica. Neonatalment mostrava afectacid neurologica, que junt amb
I’hepatopatia i la microcefalia aparegudes a partir de I’any de vida, van fer sospitar un CDG.
L’analisi de Tf-IEF va mostrar un sever patrd tipus 1, que va desencadenar un estudi
exhaustiu sense poder caracteritzar el defecte enzimatic. Finalment la pacient es va
diagnosticar de HFL.

En el segon cas posem de manifest una alteracié secundaria del patrd de sialotransferrines
degut a la deficieéncia de fructosa-1,6-bisfosfatasa (deficiencia de FBP1).

La HFT és una causa coneguda d’alteracié secundaria del patr6 de sialotransferrines, pero la
nostra pacient amb deficiencia de FBP1 és la primera descripcié que associa un patré de

glicosilacié anomal amb aquesta deficiencia.

Article:

Secondary Disorders of Glycosylation in Inborn Errors of Fructose Metabolism.
Quintana E, Sturiale L, Montero R, Andrade F, Couce ML, Barone R, Aldamiz-Echevarria
L, Ribes A, Artuch R, Briones P. J Inherit Metab Dis 2009 DOI 10.1007/s10545-009-1219-
4.

SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO

Adamowicz i col el 2007 van reportar tres casos de HFI amb presentacio atipica, ja que en dos
d’ells es manifestava afectacid neurologica ja neonatalment. I en els quals el seu diagnostic es
va retardar per haver-se classificat com a CDG-Ix.

En el nostre article presentem un nou cas de HFI amb presentaci6 atipica, que en el moment
del naixement presentava hipotonia, trismus facial, abséncia del reflex de succid i reflux
gastroesofagic. L’analitica mostrava moderada hipertransaminasemia, hiperlactacidemia
esporadica, 1 nivells baixos de carnitina en plasma aixi com increment de succinat, fumarat i
o-cetoglutarat en orina. Els cossos reductors en orina van ser negatius. La MRI cerebral era
normal. La pacient va presentar infeccions respiratories recurrents, i a partir de I’any de vida
es va evidenciar microcefalia 1 hepatopatia progressives.

Quan la pacient tenia 3 anys, la coexistéencia dels signes neurologics, retard en el
desenvolupament, junt a 1’afectaci6 hepatica van fer sospitar un defecte de glicosilacié. El Tf-
IEF va mostrar un patrd sever tipus 1 i per tal de caracteritzar el defecte enzimatic es van

117



Resultats i discussio

estudiar les activitats de PMM i1 PMI en fibroblasts que van resultar normals, i també la
composicié del LLO en fibroblasts.

Degut a I’afectacio hepatica progressiva i al fet que la mare referia rebuig a les fruites, es va
pensar en una intolerancia hereditaria a la fructosa, que es va confirmar amb la preséncia de
les mutacions p.A150P i p.N334K en el gen ALDOB.

La pacient actualment té cinc anys i gracies la dieta exempta de fructosa, presenta una bona
evolucid, encara que l’estat avancat de la cirrosis que patia, va obligar a realitzar un
trasplantament hepatic. Unicament la microcefalia persisteix.

Hem comptat amb la col-laboraci6 de la Dra Sturiale (Catania) per estudiar les estructures de
glicans de la transferrina, observant que abans d’iniciar el tractament hi havia un augment de
les formes amb perdues d’acid sialic 1 un augment important de les formes fucosilades,
caracteristic de 1’hepatopatia. Amb la dieta lliure de fructosa aquestes alteracions s’han
normalitzat.

La HFI és una causa coneguda d’alteracio secundaria del patro de Tf-IEF. Els pacients afectes
de HFI normalment mostren els primers trastorns a partir dels quatre / sis mesos de vida, quan
el nad6 comenca a menjar fruita i cereals; per aquest motiu les alteracions neonatals que
presentava la pacient van donar lloc a que les investigacions de laboratori anessin dirigides
cap a altres patologies, el que va causar un retard en el seu diagnostic.

El nostre article també presenta una alteraci6 moderada en el patré d’isoformes de la
transferrina causada per una deficiéncia de fructosa-1,6-bifosfatasa (FBP1).

La pacient presentava la clinica caracteristica d’una deficiéncia de FBP1: vomits,
hipoglicémia, hipertransaminasemia i increment de glicerol i glicerol-3-P en orina que van
confirmar el diagnostic. Pel fet de tractar-se d’una malaltia que també altera el metabolisme
de la fructosa, vam estudiar 1’efecte que produia sobre les isoformes de la transferrina,
observant un patré tipus 1 moderat, confirmat per 1’estudi mitjancant MALDI-MS dels
glicans de transferrina intactes, i que es va normalitzar amb la dieta adequada. L’estudi de la
composicié dels glicans de la transferrina va mostrar una patré heterogeni, amb petites
quantitats d’estructures biantenals truncades i amb un cert increment de les formes amb falta
d’acid sialic. No es va observar increment en les formes fucosilades. Amb la incorporacié del
tractament la heterogeneitat va desapareixer.

La nostra observacio descriu per primera vegada les deficiéncies de fructosa-1,6-bisfosfatasa

com una causa secundaria d’alteracid del perfil d’isoformes de la transferrina.

La intolerancia hereditaria a la fructosa era ja una alteracié secundaria del patré de

sialotransferrines ampliament descrita (Jaeken i col 1996), perd amb una simptomatologia que
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apareix al voltant dels 5 mesos, quan el pacient comenga a ingerir fruita i cereals. Adamowicz
1 col (2007) ja havien descrit I’existéncia de pacients de HFI amb clinica de presentacio
neonatal, 1 que havien estat diagnosticats de CDG-Ix. Nosaltres hem aportat les
caracteristiques cliniques d’un nou pacient de HFI amb presentacid atipica, i a més hem
realitzat I’estudi dels glicans units a la transferrina aixi com les estructures de glicans, que
mostren hipoglicosilacio i increment de les formes amb falta de galactosa i acid sialic. El
patr6 es normalitza amb la introducci6 de la dieta exempta de fructosa.

Pel que fa a les deficiencies de FBP1, la clinica hepatica i de hipoglucémies ens podria fer
pensar en una deficiencia de PMI-CDG, pero realitzant I’estudi metabolic basic d’acids
organics s’evidencia 1’augment de glicerol i1 glicerol-3-P en orina que indica una deficiéncia

de FBP1.
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Summary Adamowicz and colleagues raised the alert in
2007 about patients with atypical hereditary fructose
intolerance (HFI) primarily misdiagnosed as CDG Ix.
We describe a girl with neonatal hypertonia, facial
trismus, absent swallowing and coughing reflexes,
gastro-oesophageal reflux and sporadically elevated
Krebs cycle metabolites and lactate. At 14 months
microcephaly and hepatomegaly were noted, with hyper-
transaminasaemia but normal blood coagulation, glucose,
phosphate, and absent urinary reducing substances.
Neurological impairment persisted. Because of hepatic
and neurological abnormalities with developmental delay,
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Tt IEF was performed and showed a severe type 1 pattern,
resulting in a wrong diagnosis of CDG. Subsequently, an
aversion to fruits suggested HFI, confirmed by the finding
of ALDOB mutations (p.A150P/p.N335K). The girl
improved with fructose-free diet, but liver cirrhosis led
to hepatic transplantation. She is now 7 years old with
good evolution; facial trismus and hypertonia reversed,
but microcephaly persists. Transferrin MALDI-TOF MS
characterization revealed underoccupation of glycosyla-
tion sites and glycan abnormalities, which reversed with
dietary treatment. High maternal fructose concentrations
might have caused neonatal abnormalities. Although in
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our patient’s mother there is no fructose accumulation at
present, it is possible that increased ingestion of fruits and
vegetables during pregnancy, together with her heterozy-
gosity, caused an accumulation of fructose that finally
affected the fetus. We also describe slightly abnormal
transferrin isoelectric focusing and MALDI-TOF MS
patterns of intact transferrin and N-glycans in a fructose-
1,6-bisphosphatase (FBP1)-deficient patient. While HFI
is a well-known cause of secondary CDG, we found no
reports of abnormal transferrin isoelectric focusing
patterns in FBP1 deficiency and we introduce this
condition as a possible secondary cause for altered
transferrin isoelectric focusing.

Abbreviations

apoC-III apolipoprotein C-111

CDG congenital disorder(s) of glycosylation
FBP1 fructose-1,6-bisphosphatase

GC/MS gas chromatography-mass spectrometry
HFI hereditary fructose intolerance

IEF isoelectric focusing

LLO lipid-linked oligosaccharides

MALDI-TOF matrix-assisted laser desorption/
ionization time-of-flight

MRI magnetic resonance imaging

MS mass spectrometry

PMI phosphomannose isomerase

PMM phosphomannomutase

Tf transferrin

TLC thin-layer chromatography

Introduction

Hereditary fructose intolerance (HFI, OMIM# 229600)
is caused by deficiency of aldolase B (EC 4.1.2.13), and
usually presents at the time of weaning with episodes of
hypoglycaemia and vomiting after the intake of fructose
or related sugars; if untreated, HFI may lead to death
from severe liver and kidney failure. The clinical
presentation of fructose-1,6-bisphosphatase (FBP1; EC
3.1.3.11) deficiency (OMIM 229700) is also triggered or
worsened by ingestion of fructose; a defect of this
gluconeogenic enzyme can be life-threatening and
manifests with hypoglycaemia and lactic acidosis on
fasting, and increased urinary excretion of glycerol and
glycerol 3-phosphate (Steinmann et al. 2001).
Congenital disorders of glycosylation (CDG) are
genetic disorders due to defects in the synthesis or
processing of glycan moieties of glycoproteins (Jacken
et al. 2001). CDG are usually multisystemic, but with
wide clinical heterogeneity, and therefore it is advisable
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to include CDG in the routine screening of metabolic
disease. The analysis of serum sialotransferrin pattern
by isoelectric focusing (Tf IEF) is used for screening of
CDG due to a sialic acid-deficient N-glycosylation
defect. Alterations of Tf IEF patterns may point to
defects in the synthesis/assembly (type 1) or processing
(type 2) of the glycans (Jacken et al. 2001). Neverthe-
less, when finding an altered pattern in a patient, it is
essential to discard secondary glycosylation disorders
before initiating laborious investigations. In particular,
patients with untreated galactosaemia or HFI present a
Tt IEF type 1 pattern (Jacken et al. 1996; Sturiale et al.
2005), and some of them may present atypical features,
and be misdiagnosed as CDG (Adamowicz et al. 2007).

We report here our experience with the difficult
diagnosis of HFI in a girl with neonatal neurological
alterations; her unusual presentation delayed the
diagnosis and led to investigations for CDG. We also
report that patients with FBP1 deficiency may show a
mildly abnormal Tf IEF pattern. The glycosylation
defects in both diseases were further investigated by
MALDI MS of serum native intact Tf and Tf N-glycan
before and after dietary treatment.

Methods

Transferrin isoforms were detected after IEF, immuno-
fixation with antihuman transferrin (Dako, Glostrup,
Denmark) and Coomassie Brilliant Blue staining
(Colomé et al. 2000). Isoforms of apolipoprotein C-I1I
(apoC-III) were analysed as described by Wopereis et al.
(2003) after IEF separation on CleanGel with Ampho-
lines Preblended pH 3.5-5.0 (Amersham Biosciences,
Piscataway, USA), Western blot and incubation with
anti human apoC-III (BioTrend, Koln, Germany) and
detection with the OPTI-4CN detect kit, GAM (Bio-
Rad Laboratories S.r.l., Milan, Italy). Tf purification and
enzymatic release of the N-linked Tf glycans and their
MALDI-TOF mass spectrometry were performed as
described by Sturiale et al. (2005). Ions were assigned on
the basis of the observed masses of the calibrated
spectra, which correspond to predicted structures with
known theoretical molecular weight.

Case reports

Patient 1 was born at term after an uneventful 38-week
pregnancy with weight 2650 g (10th centile), length 50 cm
(62nd centile), head circumference 34 cm (52nd centile).
Apgar score was 7 at 1 min, 9 at 5 min. She presented with
neonatal hypertonia, crisis of bradycardia and hyperventi-
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lation, facial trismus, intense salivation with absence of
swallowing or coughing reflexes, and gastro-oesophageal
reflux. There was moderate hypertransaminasaemia (AST
normal, ALT 123 U/L), sporadic hyperlactataemia,
decreased plasma carnitine, and increased urine succinate,
fumarate and o-ketoglutarate. Cerebral MRI was normal.
She was discharged, fed with adapted milk, with introduc-
tion of fruits and vegetables at 4-6 months. Repetitive
respiratory infections occurred after 1 year, when hepato-
megaly was first noticed, with elevated aminotransferases
(AST ranging from 39 to 127 U/L; ALT 86-1219 U/L) but
normal coagulation factors, glycaemia, phosphataemia and
absence of urinary reducing substances. The neonatal
clinical abnormalities persisted and there was also micro-
cephaly (head circumference 44 cm, <3rd centile; length
82 cm, 90th centile). The co-existence of liver impairment,
neurological abnormalities and motor developmental
delay (she could not walk without support) prompted us
to investigate CDG, and Tf IEF was performed at 3 years
of age, which showed severe type 1 pattern (Fig. 1).
Fibroblast phosphomannomutase (PMM) and phospho-
mannose isomerase (PMI) activities, and lipid-linked
oligosaccharides (LLOs) were all normal. Due to her
severe and progressive hepatopathy, and aversion to fruit,
HFI was investigated, and the presence of mutations p.
A150P and p.N335K in the ALDOB gene led to the
diagnosis at almost 4 years of age. A liver biopsy
performed at that time showed severe cirrhosis, and
though the hepatopathy and motor symptoms improved
on a diet free of fructose, the presence of oesophageal
varices, hypersplenism and cirrhosis led to hepatic
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Fig. 1 Transferrin IEF patterns of serum from patients 1 and 2
before and after treatment, as compared to one control, and to
patients with altered glycosylation: galactosaemia, PMM?2 defi-
ciency (CDG Ia) and CDG X patients

transplantation. The girl is now 7 years old and the
evolution is very good, with normal mental development.
The facial trismus and hypertonia have disappeared; she
attends normal bilingual school and walks and eats
correctly, but microcephaly (<2nd centile) persists.

Patient 2 is a girl with FBP1 deficiency. Gastric
reflux was noticed from the second month of life, and
chronic vomiting worsened with the introduction of
fruit, which was removed from the diet. She became
severely ill at 13 months, in the course of a banal upper
respiratory tract infection, with vomiting, hypoglycaemia,
lactic acidosis, moderate hypertransaminasaemia, and
increased glycerol and glycerol 3-phosphate in urine,
which led to the diagnosis of FBP1 deficiency. Prelimi-
nary screening for mutations in FBPI showed only the
silent change (c.651T>C; pA217A) in heterozygosis;
cDNA was not available to complete the study. The
symptoms improved with adequate carbohydrate intake,
excluding fructose and sucrose. Retrospectively, we
wondered whether FBP1 deficiency might also second-
arily alter glycosylation. We therefore investigated her
serum Tf IEF, which showed a mild type 1 pattern
normalizing with treatment (Fig. 1).

Results

For the Tf IEF analysis (Fig. 1) the pattern was
abnormal (type 1) in both patients, more severe in
patient 1 and milder in patient 2. Both normalized with
adequate dietary treatment.

As expected for CDG 1, apoC-III IEF isoform
patterns in both patients did not differ from those of
controls (data not shown).

MALDI-MS analyses of intact serum Tf in both
patients, before and after the introduction of dietary regi-
men (Fig. 2), were in full accordance with the IEF findings.
In the HFI patient, MALDI analyses of intact serum Tf
before treatment (Fig. 2A) showed fully glycosylated
isoforms which bear two biantennary complex-type glycan
(diglycosylated Tf), as well as additional Tf species each
lacking one (monoglycosylated) or both (aglycosylated)
entire glycan chains. After treatment, the Tf profile was
almost restored (Fig. 2B). Interestingly, intact serum Tf in
FBP1 deficiency (Fig. 2C) showed a type 1 hypoglycosy-
lated pattern, with a milder glycosylation deficiency with
respect to the HFI patient. Also in this case the dietary
treatment led to normalization of Tf MS (Fig. 2D).

Results of MALDI-TOF MS for Tf glycan analyses
are reported in Fig. 3. Before treatment, in HFI the
acidic N-glycan pool showed prominent heterogeneity
(15 glycan species) with respect to the control sample
(8 glycan species). There were traces of tetra-antenn-
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Fig. 2 MALDI-TOF mass spectra of intact serum transferrin from
patient 1 (aldolase B deficiency; HFI) and patient 2 (fructose-1,6-
bisphosphatase deficiency; FBP1 deficiency). (a, b) HFI before (a)

ary structures, increased biantennary and triantennary
hyposialylated glycoforms and even more significantly
increased fucosylated species including biantennary
monofucosylated (m/z 2077.9, 2369.2) and triantennary
monofucosylated (m/z 2734.5, 3025.8), with traces of
difucosylated triantennary glycans. After treatment,
the N-glycan pattern nearly normalized, with the
exception of still slightly increased fucosylation.

In untreated FBP1 deficiency, the MALDI mass
spectrum of serum Tf glycans was also heterogeneous
(15 glycan species) with a small amount of abnormal
structures: traces of truncated biantennary species at
low molecular masses and slight increase of under-
sialylated species were observed, without hyperfucosy-
lation. Dietary treatment resulted in a decreased
overall heterogeneity of the glycosylation profile.

Discussion

HFTI is a well-known cause of secondary Tf IEF alterations
(Jaeken et al. 1996), starting after the 4th-6th months of
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and after (b) treatment, (¢, d) FBP1 deficiency before (¢) and
after (d) treatment

life, when fruits are introduced into the diet. The neonatal
clinical features of our patient 1, unusual in this disease,
wrongly directed the laboratory investigations and led to
a late diagnosis. Our aim is to stress the importance of
investigating secondary causes of Tf IEF alterations
before undertaking more sophisticated studies.

One might think that the abnormal neonatal features
in our patient were independent of her HFI. They
apparently cannot be attributed to singularities in her
ALDOB genotype, since mutation p.A150P is the most
frequent in Europe, accounting for 67.4% of Spanish
HFT alleles, and p.N335K is the fourth most frequent
mutation (2.3% in Spain, 7.2% in Europe) (Sanchez-
Gutiérrez et al. 2002). Nevertheless, it is possible that
the clinical alterations were really due to fructosaemia.
In fact, tone abnormalities, gait difficulties and swallow-
ing problems with intense salivation were also present in
the patients reported by Adamowicz et al. (2007), and
the symptoms reverted with fructose-free diet. In our
patient liver transplantation was necessary because the
cirrhosis was advanced and irreversible; the acquired
microcephaly was also irreversible but the other clinical
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Fig. 3 N-linked acidic glycans released from serum transferrin in
HFI and FBP1 deficiency, identified by MALDI-TOF MS. The
amount of each glycan structure, before and after fructose

features had clearly ameliorated before transplantation.
One might hypothesize that the neonatal abnormalities
were due to high maternal fructose levels during
pregnancy. As reported by Adamowicz et al. (2007) for
one of their patients during lactation, the mother of our
patient increased her ingestion of fruits and vegetables
during pregnancy, and this increase associated with her
heterozygosity might have produced an accumulation of
fructose that finally affected the fetus. Unfortunately, we
could not analyse those levels while she was pregnant
but, at present, they are not significantly elevated in the
mother (data not shown).

To give an insight into glycosylation abnormalities
associated to inborn errors of fructose metabolism,
MALDI characterization of serum native Tf and of Tf
glycans in the HFT patient showed findings in line with
the type 1 Tf IEF pattern, pointing to an N-linked
glycan assembly defect (Wada et al. 1992). An increase
of undersialylated species and of total fucosylation was
observed, which is consistent with liver impairment.
This might reflect the increased expression of process-
ing enzymes and serum fucosyltransferase activity
occurring in hepatic inflammation and cancer (Comunale
et al. 2006; Morelle et al. 2006). It is noteworthy that
before treatment, HFI as a secondary glycosylation

intake, is reported as relative percentage with respect to the
main ion [M]  at m/z=2223.0 and compared with an age- and
sex-matched healthy subject

disorder shares some findings with untreated classic
galactosaemia in that they both show under-occupancy
of N-glycosylation sites, increased fucosylation and
slightly increased glycan branching (Sturiale et al.
2005).

In contrast to HFI, which is a well-known cause of
secondary CDG (Jaeken et al. 1996), abnormal protein
glycosylation in FBP1 deficiency has never been
reported before. The defective glycosylation might be
explained by the fact that FBP1 deficiency causes a
secondary increase of fructose 1-phosphate (Steinmann
et al. 2001) which, as in HFI, would inhibit phospho-
mannose isomerase (Jaeken et al. 1996). In the present
patient with FBP1 deficiency the glycosylation defect
appeared milder than in HFI, as judged by Tf IEF
changes and MALDI MS characterization of intact Tf
and N-glycans. The diagnosis of FBP1 deficiency in this
girl was based on the clinical data and the presence of
glycerol and glycerol 3-phosphate in urine; mutation
analysis was normal but the study was performed on
genomic DNA and therefore intron mutations leading to
splice site alterations were not excluded.

In a non-classical CDG patient it is advisable to
perform a basic metabolic study, including GC-MS
analysis of urine organic acids and TLC of sugars to
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discard secondary causes, before undertaking more
complicated investigations.
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Resultats i discussio

Alteracio de Tf-IEF degut a un polimorfisme de la transferrina poc freqgiient

Els polimorfismes afecten a I’estructura primaria de la transferrina 1, tot 1 mostrar un patrd de
sialotransferrines alterat, no és degut a alteracions en la glicosilaci6. S’han descrit diferents
variants de la transferrina, essent la forma més abundant en totes les poblacions 1’anomenada
transferrina C (Beckman i col 1998). Perd també se’n coneix una forma que resulta en una
transferrina d’un pI més baix i1 que a I’hora de separar-se per IEF es superposa amb la forma
penta- de I’al-lel C; se I’anomena variant B. Igualment també es coneix una variant que
resulta en un transferrina de pl més alt, i que es superposa amb la forma trisialilada de la
variant al-lelica C quan separem les isoformes de la tansferrina per IEF; és 1’anomenada
variant D. Es coneixen també¢ altres variants de la forma C, que s’anomenen C, i C; (Helander
icol 2001).

Aquests polimorfismes poden representar un error en el diagnostic depenent de la tecnica
utilitzada. En el cas del %CDT-TIA on es valora la suma del tant per cent de les bandes di,
mono i asialo respecte el total de la transferrina, els polimorfismes poden donar uns valors de
patro alterat sense que hi hagi una alteraci6 dels glicans units a la transferrina. Amb la técnica
de Tf-IEF els polimorfismes de la transferrina mostren un patré caracteristic i facilment
identificable.

Dins el grup de pacients CDG diagnosticats a I’Institut de Bioquimica Clinica com a CDG-II i
encara sense defecte genctic associat (CDG-IIx), 5 pacients mostraven un patr6 d’isoformes
de la transferrina que es caracteritzava per normalitat de les bandes penta, tetra, tri i di pero
una banda asialilada molt abundant. Les caracteristiques cliniques dels 5 pacients diferien
molt entre elles, des de retard psicomotor amb hepatopatia fins a trastorns psiquiatrics. En tots
els casos algun dels progenitors mostrava el mateix patrd d’isoformes de la transferrina amb
increment de la banda asialilada. El tractament amb neuraminidasa i comprovacié amb IEF,
mostrava una sola forma de transferrina, la qual cosa ens feia pensar que no es tractava d’un
polimorfisme de la transferrina.

L’any 2005, Albahri i col van descriure un nou tipus de polimorfisme en el qual la forma
tetrasialilada polimorfica es superposa amb la forma asialilada de la forma C de la
transferrina, 1 a la qual anomenen variant D4.s. Per confirmar la seva preséncia, com per
qualsevol dels polimorfismes mencionats, cal tractar la transferrina amb neuraminidasa, que
elimina tots els acids sialics de les estructures dels glicans 1 aixi el desplagament de la
transferrina desialilada en 1’analisi per isoelectroenfoc només dependra de les carregues que
tingui la seva estructura proteica primaria. Perd per poder observar aquesta variant Dy,
necessitem modificar les condicions habituals de Tf-IEF corrent el sérum tractat en un gel de

pH 3.5 -9, ja que en el gel habitual de pH 4 — 6.5 la forma polimorfica D4.5, de pI molt basic,
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queda retinguda en el lloc de carrega i per tant no es detecta.
Al separar la transferrina tractada amb neuraminidasa en un gel de pH 3.5 — 9 vam poder
observar les dues formes de transferrina, 1 per tant es va descartar que el perfil de Tf-IEF

alterat d’aquests pacients fos degut a un defecte congenit de la glicosilacié (Fig. 37).
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Figura 37. Tf-IEF a pH 3.5 — 9 dels pacients que presenten el polimorfisme CD,.5 sense tractar i
tractats amb neuraminidasa (indicat amb una fletxa)

Els polimorfismes que més habitualment es detecten son les variants D, B 1 C,, facilment
identificables amb el tractament amb neuraminidasa. En canvi, el polimorfisme Dy._s presentat
per un grup de 5 pacients, no es detecta pels metodes habituals ja que el seu pl es troba fora
del rang de pH dels gels que s’utilitzen habitualment pH 4,5 -6. El fet de no identificar el
polimorfisme va fer que aquests pacients amb patrd de sialotransferrines alterat, amb
increment de la banda asialilada, es classifiquessin com a CDG-II, i per tant les investigacions
de laboratori es van centrar erroniament en aquestes malalties, deixant, durant un temps, de
perseguir la causa real de la simptomatologia.

Aixi doncs, creiem que sempre que es troba una alteracid en el patrd de sialotransferrinas
sériques ¢s important descartar una causa secundaria, sobretot quan la clinica no és la classica
dels CDG. Per aix0 recomanem realitzar tractament amb neuraminidasa i estudis metabolics
basics d’acids organics mitjangant GC/MS i de cromatografia en capa fina d’oligosacarids en
orina, aixi com descartar galactosémies i1 fructosémies abans de comengar estudis més

complicats com activitats enzimatiques, analisis de LLO o estudis genetics.
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4.4. CERCA DE CDG EN FETUS AMB MALFORMACIONS ECOGRAFIQUES
SEVERES i AVORTAMENTS ESPONTANIS

Tal i com ja s’ha esmentat anteriorment, el nombre de pacients amb defectes congenits de la
glicosilacié €s menor al que esperavem. Aquesta ha estat també 1’experiéncia en altres
laboratoris europeus dedicats al diagnostic de CDG. Aquest fet fa pensar que, degut a la
importancia de la glicosilacid 1 a la severitat d’aquestes deficiéncies, podria ser que un
important nombre de casos es trobes entre els fetus amb greus alteracions ecografiques o fetus
no viables.

En els estudi moleculars del gen PMM?2, crida 1’atencié la mutaciéo p.R141H, que és la més
freqlient en poblacid europea (37%) 1 també en poblacié espanyola (21%) (Briones i col
2002). S’ha vist que la prevalencga de portadors per la mutacié p.R141H és molt alta, 1/72 en
poblacio holandesa i de 1/60 en poblacié danesa, i per tant s’esperaria trobar entre els pacients
de CDG-Ia d’un 45% a un 60% de homozigots p.R141H (Schollen i col 2000). En canvi,
aquesta mutacio mai s’ha trobat en homozigosi ni en heterozigosi associada a mutacions que
causin una proteina truncada. Aquest fet no s’explica per la deriva genética ni I’aparellament
no a ’atzar, pero si ¢€s facilment explicable per la severitat de la mutacio, ja que 1’activitat
enzimatica residual que se li associa €s nul-la (Pirard i col 1999), la qual cosa fa que el
genotip p.R141H / p.R141H sigui incompatible amb la vida. Altres mutacions que també
donen un deéficit d’activitat important com so6n p.R123Q, p.F157S i p.T237R tampoc s’han
trobat mai en homozigosi ni associades a p.R141H malgrat ser estadisticament possible
(Matthijs i col 2000).

Com a grup de poblacié susceptible de portar aquestes mutacions severes hem investigat fetus
amb malformacions ecografiques i avortaments espontanis. En funci6 del material disponible
hem realitzat 1’analisi de sialotransferrines en liquid amniotic, plasma o sérum fetal, o bé la
cerca de mutacions en el gen PMM?2 en amniocits cultivats o material fetal. Aquest treball ha
estat realitzat amb el suport del Centro de Investigaciéon Biomédica en Red de Enfermedades
Raras (CIBERER) mitjangcant un projecte intramural anomenat “Glicomal”, coordinat pel
grup de la Dra Ugarte de la Universitat Autonoma de Madrid, en el que hem col-laborat varis

grups, entre ells el grup de obstetricia i citogenética de I’Hospital Clinic de Barcelona.
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4.4.1. Analisi de les isoformes de la transferrina en liquid amniotic o serums fetals.

Per alguns fetus amb malformacions ecografiques o alguns pacients amb malformacions
neonatals, només es disposava de liquid amniodtic sense cel-lules (ja que s havien utilitzat per
realitzar el cariotip) o de sérum fetal en algun cas, per aix0 vam intentar realitzar el cribratge
pels CDG mitjangant la deteccio de les isoformes de transferrina en aquests dos fluids fetals.
La concentracid de transferrina en aquests tipus de mostra és baixa, per tant la senyal que
obtenim també és baixa perd, com que cerquem pacients molt severs, la senyal obtinguda
probablement seria suficient per detectar un patré greument alterat.

Altres autors havien exposat la inadequacié de realitzar un diagnostic prenatal fiable
mitjangant IEF en liquid amniotic o serum fetal pel fet que en alguns fetus afectes no s’havia
detectat alteracid en el patrd de transferrina (Clayton i col 1993, Stibler i Skoyby 1994,
Charlwood i col 1998). Tot 1 aixd vam emprendre aquest estudi pel fet de disposar d’una nova
metodologia (Tf-HPLC) amb la qual haviem aconseguit detectar patrons molt lleugerament
alterats que facilment podien escapar al cribratge per Tf-IEF. A més a més el nostre treball no
era el d’un diagnostic prenatal, sind que estava orientat a detectar les formes més severes,
inviables, de CDG, on esperariem que el patr6 de transferrina del fetus estigués marcadament
alterat.

Amb aquest proposit vam establir valors de referéncia en 30 liquids aminotics control 1 també
en 10 serums fetals (taula 16). Posteriorment vam analitzar un total de 108 liquids amnidtics
susceptibles de presentar un defecte congenit de la glicosilacid, pero tots van ser negatius. En

2 dels liquids vam trobar un patr6 alterat degut a un polimorfisme de la transferrina.

Penta +

HexaST

AST | MonoST DiST TriST TetraST

Liquids amniotics

- - 1,1-94 | 2,1-17,2 | 67,9-91,3 | 5,9-20,8
n=30

Sérums fetals

- - 0,8-3,91109-21,6(72,5-82,9| 3,0-6,5
n=10

Taula 16. Isoformes de la transferrrina. Valors de referencia obtinguts per HPLC en liquids amniotics i
serums fetals.
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Figura 38. Tf-HPLC de diferents mostres. A) Liquid amniotic control B) Liquid amniotic
que presenta el polimorfisme CB de la transferrina C) Sérum fetal control D) Plasma

fetal
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En els liquids amniotics, els valors relatius de cada isoforma de la transferrina sén molt
diferents respecte als valors de referéncia obtinguts en sérum (taula 16), encara que des del
punt de vista qualitatiu els perfils sén molt semblants (Fig. 38). Una de les causes d’aquesta
variacid quantitativa és la baixa concentracio de transferrina, que doéna lloc a uns pics molt
baixos i dificils de quantificar, aixo fa que petites variacions en la delimitacié del pic resultin
en valors de %AUC molt diferents.

El fet d’haver detectat liquids amniotics amb patrons de transferrina alterats, deguts a
polimorfismes de la transferrina, ens permet afirmar que la técnica és prou sensible per
detectar canvis en el patré de sialotransferrines, i que per tant seriem capagos de detectar
mostres patologiques especialment si presentessin patré molt alterat.

Si observem els valors de referéncia obtinguts en serums fetals, aixi com el seu perfil, veiem
que la trisialotransferrina és molt més elevada que en se¢rum de nens o adults (Fig. 1A article 1
apartat 4.1.2). Aixd esta en concordanca amb el que molts autors han descrit, i nosaltres
tamb¢ hem observat, en pacients neonats molt immadurs, en que el patré de sialotransferrina
pot presentar un increment de les bandes menys sialilades, semblant a un tipus 2, secundari a

aquesta immaduresa (van Pelt i col 1996). Aquest patr6 posteriorment es normalitza.
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4.4.1. Estudi molecular del gen PMM?2

En tots els pacients seleccionats amb malformacions ecografiques i nadons o fetus inviables
dels quals hem pogut disposar de DNA, hem realitzat una cerca de mutacions del gen PMM?2
per tal de descartar la forma més freqiient de CDG (CDG-Ia). El treball anava orientat a
detectar pacients afectes de les formes greus de CDG, portadors d’alguna de les mutacions
més severes 1 freqiients: p.R141H, p.R123Q i p.T237R. El cribratge de mutacions es va fer en
els exons 3, 51 8. Els exons 51 8 es van escollir pel fet de ser on s’acumulen més mutacions
descrites i amb una freqliéncia més gran, i perqué en aquests es troben les mutacions
conegudes com a més severes. Pel que fa I’exd 3 el vam escollir perqué és on es troben

algunes de les mutacions d’origen espanyol 1 que son freqiients entre els nostres pacients

(p.D65Y i p.Y64C) (Fig. 39).

=

24-25 dal C | WS 3+2 C>T | 324-325 el G |' A85.3090del 3

[Rozsx

Figura 39. Freqiiéncia i posicio de les mutacions descrites en el gen PMM?2. La llargada de la barra és

representatiu de la freqiiéncia de la mutacié. Extret de Matthijs i col 2000.

Per realitzar el cribratge de mutacions en aquests exons, buscavem una técnica rapida que ens
permetés analitzar moltes mostres alhora i per aixd vam posar a punt la deteccid de canvis a
nivell de DNA mitjangant corbes de punt de fusié o melting treballant amb PCR a temps real i
utilitzant SYBR Green I (Applied Biosystems, UK) com a intercalador.

Els estudis de melting d’alta resolucio s’utilitzen per detectar diferéncies entre dobles cadenes
de DNA. Consisteix en una amplificacié per PCR, per tal d’aconseguir moltes copies del
fragment a estudiar, seguida d’un escalfament gradual de les mostres des de 60°C fins a 95°C.
Durant aquest escalfament les dobles cadenes de DNA es separen donant lloc a cadenes
simples, on ja no s’uneixen els intercaladors de DNA. La temperatura en la qual el 50% de les

cadenes estan separades s’anomena temperatura de melting (Tm). Una seqiiéncia de DNA
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portadora d’alguna mutacié o polimorfisme, presentara una Tm diferent de la considerada

salvatge degut a la diferent composicio de les cadenes.

55C 95¢C

Figura 40. En I’analisi de corba de melting s’aplica un increment gradual de temperatura des de 55 - 60°C

fins a 95°C per tal de desnaturalitzar les dobles cadenes de DNA. La temperatura de melting (Tm)

s’estableix quan el 50% de les cadenes estan ja desnaturalitzades 1 €s especifica de cada seqiiéncia.

Vam comencar treballant amb 1’ex6 5 (on es troben més nombre de mutacions i on també es
troba la mutacié més freqiient p.R141H). Com a controls positius disposavem de 6 pacients
amb 3 mutacions diferents en aquest exd, i per validar la técnica necessitavem observar una
temperatura de melting (Tm) diferent entre els controls i els pacients heterozigots per aquestes
mutacions.

Varem establir un rang de Tm en controls per comparar amb les Tm dels pacients:

n=16 Tm rang control: 78,06°C —78,32°C

Pacient Mutacio6 a I’exé6 5 Tm (°C)
CDG33 p.R141H 77,90
CDG34 p.R141H 77,90
CDG35 p.R141H 77,90
CDG36 p.R141H 77,90
CDG32 p-R123Q 78,05
CDG38 p.-V129M 77,75

Quan comparavem els pacients amb el rang control véiem que realment es trobaven fora dels
valors control, perd amb temperatures de melting més properes a les dels controls del que

esperavem. Pero els valors no van ser totalment repetitius, encara que la Tm dels pacients
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continuaven estant fora del rang control i visualment el perfil de la corba de melting era
clarament diferent a la dels controls (Fig. 41).

En la literatura es troben molts exemples d’analisi de temperatures de melting per la deteccio
de SNPs (Single Nucleotide Polymorphism) i tots ells mostren diferéncies molt clares de Tm
que mai es superposen degut a les diferéncies interdia (Reed i col 2004, Vandersteen i col
2007, Erali i col 2008). Per intentar millorar la nostra técnica i incrementar les diferéncies de
melting observades vam canviar I’intercalador de DNA, substituint el SYBR Green I pel
SYTOY (Invitrogen, USA), ja que millora la reproductibilitat de les temperatures de melting i
les diferéncies de concentracié de 1’intercalador no afecten tant als resultats finals (Monis et al
2005).

Amb la incorporacio del SYTO9 tampoc vam millorar les diferéncies de temperatura de
melting perd vam aconseguir uns perfils de les corbes de melting més diferenciats entre
controls 1 pacients. Tots els pacients estudiats son heterozigots per una mutacié en I’ex6 5, per
tant presenten un al-lel mutat i un al-lel control, és per aixo que en la seva corba de melting

trobem dues pendents diferents que corresponen a cadascun dels al-lels (Fig. 41 1 42).

Pacients Control

i %

Figura 41. Comparacio de les corbes de melting entre pacients i un control amb SYTO9
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Figura 42. Comparacio de corbes de melting amb SYTO9entre cada una de les mutacions i un

control, en forma logaritmica (esquerra) i normalitzada (dreta).
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Utilitzant aquesta metodologia vam estudiar possibles canvis en I’exd 5 en 215 fetus, i només

en un vam observar una Tm i una corba de melting diferent a les observades en els controls.

[T T

Control

| ki 23Q\/T / ' Control
} | Pacie\ntl i | /\

- p.R123Q/+/\

; Pacient

Figura 43. Comparacid de corbes de melting entre un control (verd) un pacient heterozigot per la mutaciod
R123Q (blau) i el liquid amniotic (groc i vermell) amb un patr6 de corba de melting que difereix de la corba

control, en forma logaritmica (esquerra) i normalitzada (dreta).

En la figura 43 es mostra el perfil de corba de melting del fetus amb un pic de Tm desplagat
respecte el control i també desplagat respecte 1’al-lel control del pacient portador de la
mutacid p.R123Q. A més a més la forma del pic no mostra dos pic superposats, sind que
mostra un sol pic amb amplada normal perd desplacat. Aquest perfil ens va fer pensar que el
fetus devia portar un canvi en homozigosi. Amb el resultat de la corba de melting
normalitzada (Fig. 43 dreta) observem els mateixos resultats. En el pacient portador de la
mutacid p.R123Q podem diferenciar dues pendents que corresponen als dos al-lels, el control
mostra una sola pendent paral-lela a la segona del pacient heterozigot, i per ultim, el fetus
presenta una sola pendent paral-lela a la primera pendent del pacient heterozigot per la
p-R123Q. Per con¢ixer aquest canvi vam seqiienciar 1’exd 5, obtenint, sorprenentment, una
seqiiéncia sense cap canvi.

Aquest fet ens va fer posar en dubte els resultats obtinguts fins al moment, i ens va fer
replantejar la continuaci6 de la cerca de mutacions amb el sistema de corbes de melting amb
PCR a temps real. L’aparell de PCR a temps real amb el que hem treballat, StepOne Plus
(Applied Biosystems, UK), no disposa del software d’alta resolucid necessari per poder
detectar clarament les diferencies de Tm causades pels SNPs. Aixi doncs, el metode de PCR a

temps real amb el sistema de StepOne Plus no ha resultat adequat per la indentificacid de
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SNPs, la qual cosa ens ha dut a un canvi de metodologia. A partir d’aquest moment
realitzarem I’andlisi de SNPs mitjangant PCR convencional, SSCP per detectar els canvis i
seqiienciacid per la confirmacio d’aquests.

Per I’estudi de SNPs mitjangant SSCP disposavem de dos sistemes: Hoefer (Hoefer Scientific
Instruments, USA) i GenePhor (Pharmacia Biotech, Suécia). Ja hem comentat abans que
buscavem un metode rapid i eficag, per aixd vam buscar les condicions adequades per la
deteccid de canvis amb el sistema GenePhor, ja que amb aquest sistema les mostres corren a
gran voltatge (600V) durant només lh 45 min i per tant escurca molt el temps de ’analisi
(amb el sistema de Hoefer les mostres corren durant 15 — 22 h).

Després de provar diferents temperatures, temps 1 voltatges vam concloure que les condicions
optimes per detectar canvis eren de 10°C durant 1h 45min i a 600V 150 mA per ’ex6 31 5
(Fig. 44A). Pero, per ’ex6 8 vam ser incapacos de detectar la mutacié p.T237M amb el
sistema GenePhor. Per tant aquest exd I’hem analitzat amb el sistema de Hoefer, a

temperatura ambient 1 a 4°C (Fig. 44B).
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Figura 44. (A) SSCP dels exons 3 i 5 de pacients patologics i controls amb sistema GenePhor i tinci6 de

plata. (B) SSCP de I’ex6 8 de pacients patologics i controls amb sistema Hoefer i tincio de plata.

Una vegada optimitzades les condicions vam analitzar els tres exons (3, 51 8) dels 215 fetus
d’avortaments espontanis o amb malformacions observades ecograficament. En 4 casos vam
detectar el canvi ¢.179-22dupT en I’intrd 2 (Fig. 45 1 46). Com que aquest duplicacié d’una T
es troba seguida de 7T’s, vam pensar que podia ser un error de la Taq polimerasa utilitzada

per amplificacio o per la seqiienciacio, ja que les Taq’s que s’utilitzen habitualment no tenen
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activitat correctora i ocasionalment introdueixen errors quan troben moltes bases repetides.

No obstant, habitualment 1’error depén de la seqiieéncia que s’ha de copiar, 1 aqui eren tant sols

4 pacients els que duplicaven aquesta T mentre que la resta mantenien la seqiiéncia normal.

Per confirmar la preséncia d’aquesta duplicacié vam tornar a realitzar 1’estudi de I’exé amb

una Taq polimerasa que disposa de activitat correctora, la cloned Pfu DNA polimerasa AD,

(Strategene, USA) que va confirmar la presencia de la duplicacio.
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Figura 45. Patr6 de SSCP obtingut pels pacients portadors del canvi ¢.179-22dupT
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Figura 46. Seqiiéncia reversa de 1’exo6 3. La fletxa indica el punt de la duplicacio de la T,

des d’aquest moment els 2 al-lels no presenten la mateix pauta de lectura i aixo es veu

representat amb un doble pic.

En estudiar 100 al-lels control per aquest canvi vam trobar-ne 2 que tamb¢ el portaven, per

tant el canvi possiblement correspongui a un polimorfisme no descrit fins al moment i1 que es

troba amb una freqiiéncia d’un 2% aproximadament en la poblaci6 control.

En quatre casos vam detectar canvis / mutacions:
3’UTR+54 G>C

3°’UTR+10 G>A

p-T237R

p-R238H
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En dos d’ells (3’UTR+54 G>C i 3’UTR+10 G>A) es tracta de canvis no descrits com a
polimorfismes 1 localitzats fora de la zona codificant del gen. Per con¢ixer el seu possible
efecte patologic seria necessari realitzar altres estudis que estan fora de 1’abast d’aquesta tesi.
També hem detectat, en heterozigosi, el canvi p.T237R, mutacié coneguda i considerada
severa.

Per ultim, vam detectar un altre cas portador del canvi p.R238H, no descrit com a
polimorfisme ni present en 100 al-lels control. Consisteix en el canvi d’una arginina per
I’aminoacid aromatic histidina, i estd considerat com a possible causa de patologia pel
programa  informatic  predictor de I’efecte de les mutacions PolyPhen

(http://coot.embl.de/PolyPhen/), perd estudis d’expressid realitzats pel grup de CEDEM

(Universidad Autonoma de Madrid) han demostrat que el canvi no disminueix 1’activitat de
PMM2.

En cap d’aquests quatre pacients s’ha trobat la segona mutacié en els tres exons que hem
estudiat. EIs DNAs han estat enviats al grup de la Dra Pérez-Cerda (Universitat Autonoma de
Madrid) per completar I’estudi de la resta d’exons del gen PMM?2.

Per tant, després d’analitzar 215 fetus amb malformacions ecografiques i avortaments
espontanis i 108 mostres de serum fetal o liquid amnioditc, no hem trobat cap alteraci6 ni en
patro de transferrines en liquid amniotic ni cap cas amb genotip que confirmi un CDG. Aixi
doncs, potser aquesta tampoc era la poblacid diana on buscar aquestes formes tant severes de
CDGs. Estudis en ratolins han demostrat que el knock-out pel gen PMM?2 ¢s inviable ja al
voltant del 3er dia de gestacio (Thiel i col 20006), per tant és possible que els casos inviables

amb una combinacid de mutacions severes es trobin entre parelles amb problemes de fertilitat.
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4.5.ESTUDI DE PDHc

El complex PDHc és un enzim limitant de la via oxidativa de la glucosa, 1 es troba en una
posicié clau entre la glicolisis i el cicle de Krebs. Es especialment important a nivell de
cervell, on la majoria d’energia s’obté per aquesta via.

Existeixen teécniques bioquimiques especifiques per determinar 1’activitat de PDHc 1 també
d’algunes subunitats concretes (E1 1 E3). Perd a vegades hi ha casos de deficiéncies no
detectables en els teixits analitzats (majoritariament fibroblasts i/o muscul), perd que van
associats a manifestacions cliniques encefalopatiques. Per aixd és imprescindible I’estudi

molecular per confirmar o descartar aquestes deficiéncies.

Pel fet que la majoria de deficiencies de PDHc s’associen a mutacions en el gen PDHAI,
inicialment 1’estudi molecular d’aquestes deficiéncies en el nostre centre consistia només en
I’analisi d’aquest gen i es realitzava en DNA genomic. Durant la realitzacio d’aquesta tesis,
hem estudiat aixi un total de 32 pacients amb deficiéncia de PDHc, entre els quals hem arribat
a un diagnostic final en 8.

Pero aquest estudi no serveix per posar de manifest possibles conseqiiencies a nivell de
mRNA de canvis sindnims que inicialment semblaven innocus, ni tampoc per detectar
mutacions introniques profundes causants d’alteracions en el splicing. Es per aixd que vam
posar a punt I’estudi del gen PDHA en cDNA. Vam escollir 26 pacients amb forta sospita de
deficiéncia de PDHc i del quals disposavem de fibroblasts. Aquests fibroblasts van estar
tractats amb cicloheximida per incrementar la detecci6 de mRNAs aberrants, que normalment
haurien estat eliminats pel sistema de NMD (nonsense mediated decay). Aixo ens va permetre
diagnosticar 2 pacients més amb mutacions causants de patologia i detectar el skipping d’un
€x0 en una pacient amb una mutacid missense.

En paral-lel a I’estudi mutacional, per poder descartar possibles alteracions en les diverses
subunitats de PDHc, hem realitzat 1’estudi de western blot del complex. En total hem analitzat
44 pacients, trobant diferents graus de deficiéncia en 6, afectant en tots els casos a la subunitat
oL

Després d’aquests estudis ens quedava encara un grup de pacients amb deficiencia de PDHc
pels quals havia estat impossible establir un diagnostic definitiu. Es per aixd que vam
introduir 1’estudi mutacional dels gens corresponents a les altres subunitats de PDHc (PDHB,
DLAT, DLD, PDHX). Vam seleccionar un total de 17 pacients amb clara deficiencia de PDHc

i/0 un perfil metabolic compatible amb una deficiéncia de PDH-E3. Aquest estudi ha permes
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identificar un pacient amb una deficiencia de PDHB i una altra pacient amb deficiencia de
DLD (dihidrolipoamida deshidrogenasa, PDH-E3).

L’estudi també ha posat de manifest entre els nostres pacients amb deficiéncia de PDHc sense
diagnostic definitiu, la preséncia d’un ampli ventall de polimorfismes en els diferents gens,
més o menys freqiients en poblacid control. En alguns d’ells la quantitat de canvis és

sorprenent.

Pacients Diagnostics Pacients amb combinacio de
analitzats finals polimorfismes rellevant
PDHAI 32 10 8/13*
PDHB 17 1 -
DLAT 17 - -
DLD 17 1 2
PDHX 17 - 3

Taula 17. Resum de I’estudi mutacional dels gens de PDHe. * 8 pacients sense mutacions en PDHAI pero
que presenten polimorfismes / 5 pacients amb mutacions en PDHA1 i polimorfismes, que resulta en un total
de 13 pacients amb combinacié de polimorfismes rellevant.
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4.5.1. Estudi mutacional del gen PDHA1

Al nostre centre es realitza el diagnostic de les deficiencies de PDHc des de I’any 1989.
Aquesta llarga experiencia ha permes seleccionar un total de 40 pacients amb deficiéncia de
PDHc o amb caracteristiques cliniques molt suggestives d’aquesta deficiéncia, d’entre els
quals s’han detectat mutacions causants de patologia en 20.

Dels 40 pacients escollits, 34 mostraven deficiencia de PDHc en muscul i/o fibroblats, entre
els quals 32 mostraven activitat de PDH-E1 disminuida. En 17 dels 32 pacients del darrer
grup es va detectar la mutacid causant de la malaltia; i1 entre els 15 restants un presentava un
canvi sinonim no descrit (p.R132R), 7 individus eren portadors de combinacions de
polimorfismes poc freqiients, 1 7 més no mostraven alteracions. Els dos pacients restants, amb
deficiencia de PDHc pero amb E1 normal, van ser introduits a 1’estudi per ser E1 la subunitat
de PDHc més freqiientment descrita amb mutacions.

Quatre pacients més van estar seleccionats per I’estudi malgrat presentar activitat de PDHc
normal, pero deficient taxa d’oxidacio de piruvat. D’aquests, en dues femelles es va detectar
mutacio en PDHAI, i un pacient mascle presentava la combinacid de polimorfismes poc
freqiient descrit anteriorment; el quart pacient no va mostrar alteracions.

I per altim, també vam incloure en I’estudi, dos pacients amb activitat PDHc i taxa d’oxidacid
de piruvat normals perd amb una forta sospita clinica d’aquesta deficiéncia. Es va trobar

mutacio causant de malaltia en un d’ells.

| 34 deficiéncia de PDHe ‘ 2 PDHe nomml

2 bioquimica normal
1AA 1 2 3 1 . ;.
deficéncia d’oxidacions sospita clinica

| 32 Deficienciade PDH-E1 | ’ 2 PDH-EI normal ‘
1 mutacid
= 2 mutacio 1 sense alteracid
2 sense alteracid demostrada
demostrada
smes ‘

1
polimorfismes

| 8 polimorfi: -
1 sense alteracio

demostrada

7 sense alteracio
demostrada

Figura 47. Esquema de la seleccio de pacients i resultats mutacionals
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Article:

Mutational study in the PDHAI gene of forty patients with PDH deficiency. Quintana E,
Gort L, Navarro-Sastre A, Lissens W, Busquets C, Moliner S, Lluch M, Ozaez L, Vilaseca
MA, De Meirleir L, Ribes A, Briones P, and PDH working group. Clin Genet acceptat
agost 2009.

Es un treball que vol reflectir 20 anys d’experiéncia en el diagnostic de les deficiéncies de
PDHc a I’'Institut de Bioquimica Clinica. Inicialment el diagnostic es basava unicament en
I’estudi enzimatic de PDHc, i amb el pas del anys es va incorporar 1’estudi molecular del gen
PDHA 1, la subunitat més freqiientment alterada, per la confirmacié d’aquesta deficiéncia.
Aquesta tesis ha contribuit amb la introduccié de 1’estudi a nivell de cDNA, la qual cosa ens
ha permes detectar alteracions en el splicing que haurien estat indetectables fins al moment.

El treball recull un total de 40 pacients amb deficiencia de PDHc vint del quals han sigut
estudiats durant els 4 anys de realitzaci6 d’aquesta tesi. Hem aconseguit detectar mutacions en
PDHA causants de malaltia en 20. Els 20 pacients restants no han mostrat canvis patologics,
encara que un 40 % és portador d’un haplotip que hem detectat significativament més

freqiient (p<0,5) entre els pacients amb deficiencia de PDHc que entre els individus control.

SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO

Tal i com estava descrit anteriorment, hem trobat una proporci6é semblant de pacients mascles
i femelles (9/11), encara que s’han observat presentacions cliniques més severes entre els
mascles. Tres femelles amb mutacions en el gen PDHAI van mostrar activitat PDHc dins el
rang dels controls. En dues I’estudi mutacional es va realitzar degut als valors baixos de les
oxidacions de piruvat i en la tercera per les caracteristiques cliniques que suggerien clarament
una deficiéncia de PDHc.

L’estudi mutacional del gen PDHAI de 40 patients amb deficiencia de PDHc ha permes la
deteccio de 5 mutacions noves: p.A169V, ¢.932 938del, c.1143 1144ins24, c.1146 1159dup
1 ¢.510-30G>A; 1 quatre mutacions havien estat préviament descrites només en els nostres
pacients: p.H113D, p.P172L, p.Y243del i p.Y369Q. Onze pacients presentaven set mutacions
ja conegudes: p.R127Q, p.11661, p.A198T, p.R263G, p.R302C, p.R378C i c.1142 1145dup.
Tres de les mutacions han estat detectades en més d’un pacient no emparentats:

- p.R302C, només descrita en femelles, I’hem detectat en una nena en heterozigosi i també
en un nen amb mosaicisme per la mutacio.

- p.R378C detectada en dos nens amb sindrome de Leigh.

- ¢.1142 1145dup present en tres femelles en heterozigosi.
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La majoria de mutacions s’han produit de novo, aixo ho demostra el fet que només una de les
vint mares era portadora (p.R263G), la qual cosa representa una proporcid extremadament
baixa de mutacions heretades (5%) respecte el 25 % descrit en altres poblacions (Lissens i col
2000).

En relacid a la nova mutacio p.A169V, el fet que ’alanina de la posicié 169 estigui altament
conservada al llarg de 1’evolucid, 1 que a més estigui localitzada en la regié6 d’unié a TPP
reforga la seva presumpcid de mutacio causant de malaltia.

Gracies a la posada al punt de ’estudi del gen PDHAI en cDNA es va poder detectar la
mutacid ¢.510-30G>A, que causa skipping de 1’exon 6, en un pacient amb una clara
deficiéncia de I’activitat PDHc 1 PDH-EI, i amb una disminucio de la subunitat E1 en el
western blot. Esta demostrat que 1’acceptor de splicing de I’intro 5 és molt debil, degut a la
poca homologia que presenta amb la seqiiencia consens dels acceptors de splicing. La nova
mutacid trobada crea un nou lloc acceptor de splicing, tant debil com I’acceptor natural. El fet
que la maquinaria de splicing es trobi dos acceptors debils molt propers fa que els ignori i
busqui un acceptor més fort, fins a trobar el de 1’intrd 6.

Dues mutacions més, p.I1661 i p.A198T, trobades en els nostres pacients 1 ja descrites
anteriorment, son causants de skipping dels exons 5 i 6 respectivament.

Com hem indicat abans, en un mascle hem detectat la mutacid p.R302C. Aparentment,
aquesta mutacid estava en heterozigosi en fibroblasts, la qual cosa ens indicava mosaicisme
que també es va confirmar en DNA extret de sang, pero en canvi en DNA extret de muscul no
es va detectar la mutacid. Aquest canvi p.R302C ha estat ampliament reportat perd sempre en
femelles. La condicio de mosaic d’aquest nen ha permes la viabilitat d’un mascle amb aquesta
mutacid severa.

En una pacient amb deficiéncia parcial pero clara de PDHc 1 E1 només hem trobat el canvi
sinonim p.R132R en I’estudi molecular, sense observar cap alteracio a nivell de cDNA. Es
tracta d’un canvi no detectat en 100 al-lels control i que els estudis dels motius ESE li
atribueixen una ruptura de la unié d’un motiu SF2/ASF. Pero I’estudi molecular dels pares va
posar de manifest la preséncia del canvi en el pare (asimptomatic), la qual cosa resta
importancia al canvi 1 suggereix que es deu tractar d’un polimorfisme.

Entre els 20 pacients amb deficiencia de PDHc als quals no se’ls ha detectat cap mutacio en el
gen PDHAI, hem observat un increment significatiu (p<0,5) en la freqiiéncia d’un grup de
minihaplotips formats per combinacions dels polimorfismes intronics
c.759+26GGCCAA(2 4)1c.760-15A>C junt amb I’exonic ¢.795G>A. La forma més trobada
en poblacié control és 3CA (c.759+26GGCCAA[3]; c.760-15C; ¢.795), mentre que en els
pacients trobem una elevada freqiiencia de les combinacions 2AG (¢.759+26GGCCAA[2];
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c.760-15A; ¢.795G) i 4CA (c.759+26GGCCAA[4]; c.760-15C; ¢.795). Tot i tractar-se de
polimorfismes ja descrits, cal ressaltar I’increment de la seva freqiiéncia entre els pacients

amb deficiéncies de PDHec.

Durant els anys de realitzacié d’aquesta tesis s’han estudiat 20 dels 40 pacients recollits en
I’article, entre els quals 10 presentaven 9 mutacions diferents (p.R127Q, p.1166],
p.V171 _Q201del, p.A198T, p.R302C, p.R311TfsX11, p.R378C, p.W383SfsX6,
p.K387TfsX6) tres de les quals eren noves. També hem detectat el canvi sinonim p.R132R i
en quatre casos els minihaplotips 2AG 1 4CA. En altres cinc pacients no hem trobat cap
alteracio.

El fet que la meitat dels pacients reportats en ’article hagin estat diagnosticats durant la
realitzacié d’aquesta tesis, posa de manifest la importancia de realitzar un estudi molecular
ampli, també incloent pacients amb activitats PDHc en el limits dels controls si van
acompanyades d’una sospita clinica rellevant o d’activitats d’oxidacié de piruvat també
deficients.

A més a més, la introduccié de 1’estudi molecular amb cDNA ha permeés detectar alteracions
en el splicing. Es el cas de la pacient que presentava el canvi sinonim p.I1661, que no es va
demostrar la seva patogenicitat fins que no es va observar skipping de 1’ex6 5 en cDNA tractat
amb cicloheximida. L’estudi de cDNA també va permetre detectar skipping de 1’exo 6 en un
pacient amb deficiéncia clara de PDHc perd sense canvis detectats en 1’estudi de DNA
genomic. Un cop observat el skipping de 1’ex6 6 es va realitzar 1’analisi de 1’intré 5 on es va
identificar la mutacio ¢.510-30 G>A causant del splicing aberrant.

Tot i que l’article presenta un important nombre de pacients amb mutacions en el gen
PDHAI, encara resten 20 pacients sense alteracid genética associada. Potser ’explicacio als
defectes observats en aquest grup de pacients es trobava en la resta de subunitats que
conformen el complex piruvat deshidrogenasa. Es per aixd que vam posar a punt Iestudi

mutacional dels gens PDHB, DLD, DLAT i PDHX.
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ABSTRACT

We screened for PDHA1 mutations in forty patients with biochemically demonstrated
PDHc deficiency or strong clinical suspicion, and found changes with probable
pathological significance in twenty. Five patients presented new mutations: p.A169V,
€.932 938del, c.1143_1144 ins24, c.1146_1159dup and c.510-30G>A, this latter is a
new undescribed cause of exon 6 skipping. Another four mutations have been found,
and previously reported, in our patients: p.H113D, p.P172L, p.Y243del and p.Y369Q.
Eleven patients presented seven known mutations: p.R127Q, p.1166l, p.A198T,
p.R263G, p.R302C, p.R378C and c.1142_1145dup. The latter three were found in
more than one unrelated patient: p.R302C was detected in a heterozygous girl and a
mosaic male, p.R378C in two males and finally, c.1142_1145dup in three females;
only one in twenty mothers was found to be a carrier (p.R263G).

Apart from those twenty patients, the only alteration detected in one girl with clear
PDHc and PDH-E1 deficiency, was the silent change ¢.396A>C (p.R132R); and other
eight PDHc deficient patients carry combinations of known infrequent polymorphisms
that are overrepresented among our twenty unsolved patients. The importance of
these changes on PDH activity is unclear.

Investigations in the other PDHc genes are in course in order to elucidate the genetic

defect in the unresolved patients.

Keywords:
Mosaicism; mutation analysis; PDHA1 gene; PDH activity; PDHc deficiency.
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1. Introduction

Pyruvate dehydrogenase complex (PDHc) catalyzes the oxidative decarboxylation of
pyruvate forming acetyl-CoA, with a key regulatory role in mitochondrial energy
metabolism. Most PDHc deficiencies result from mutations in the E1 component (EC
1.2.4.1), and specifically in the E1a subunit gene (PDHA 1) which is X-linked, but they
may also be due to defects in the other components of the complex: E2 (EC
23.1.12), E3 (EC 1.8.1.4), or E3BP (E3 binding protein, X-lipoate) or in PDH
phosphatase (EC 3.1.3.43) that activates the enzyme (1-5). PDHc defects are an
important cause of primary lactic acidosis, frequently with encephalopatic effects.
The central nervous system is highly dependent on glucose, and PDHc is a limiting
enzyme in the pathway. For this reason, slight changes in PDHc activity can have
pathologic significance (6- 8).

PDHA1 is mapped to Xp22.1. In spite of its location on the X chromosome, equal
numbers of affected males and females have been identified, with a wide spectrum of
clinical features, ranging from fatal neonatal lactic acidosis to mild ataxia or
neuropathy, including Leigh syndrome, or different degrees of congenital brain
malformations (9).

The clinical presentations differ between sexes. Neonatal lactic acidosis
predominates in males, where cells are affected and the degree of residual PDHc
activity depends on the PDHA1 mutation. Very severe mutations are not found in
males, probably because they are not compatible with life. But in heterozygous
females, the residual PDHc activity in females is both related to the mutation and to
the random pattern of X-inactivation, which leads to variable expression of the mutant
and normal genes in different tissues (10). Females however can have a severe
clinical picture with early onset microcephaly, spastic quadriplegia, severe epilepsy
and cortical /subcortical atrophy (11).

The first clue for recognition of a possible PDHc deficiency is the finding of elevated
lactate and pyruvate in blood and cerebral spinal fluid, with normal or low lactate to
pyruvate ratio. Measurement of enzyme activity, usually in cultured skin fibroblasts or
muscle, is essential for diagnosis. However, enzyme activity results are not always
unequivocal since some affected males present high residual PDHc activity;
moreover, female patients may present clinical features suggestive of PDHc
deficiency but normal levels of enzymatic activity in fibroblasts (10, 12). Therefore,

mutational analysis is usually essential to confirm the diagnosis.
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Our aim is to describe our experience on the study of forty patients with

demonstrated or strongly suspected PDHc deficiency.

2. Methods

2.1. Enzyme studies

PDHc and E1 activities were determined in cultured fibroblasts or muscle tissue by
measuring the *CO, production from [1-'*C]-labelled pyruvate after activation with
Ca++ and Mg++ and addition of carnitine and cytochrome C (13, modified as
described in 14). Muscle activities were related to the mitochondrial content as
expressed by the citrate synthase activity, which was analysed
spectrophotometrically (15). Fibroblast activities were given as mU per milligram
protein. One unit (U) corresponds to one millimol of substrate transformed per
minute.

As a global measurement of the pyruvate pathway through PDHc we evaluated 1-'*C
pyruvate oxidation rates by intact fibroblasts (16).

For Western blotting, proteins was separated in 10% acrylamide/SDS gel, transferred
to a nitrocellulose membrane, incubated with primary rabbit polyclonal antibody
against subunits of PDH complex (donated by Dr. Ruitenbeek, Nijmegen), and
detected with chemiluminiscence (ECL system, Amersham Biosciences, Piscataway,
USA) (14).

2.2 Molecular analysis

Genomic DNA was extracted from whole blood, cultured skin fibroblasts or tissues
using standard protocols. Each of the eleven exons and intron boundaries of the
PDHA1 gene was PCR-amplified and analysed by SSCP (Single Strand
Conformation Polymorphism) according to standard protocols. PCR products with
shifted mobility were sequenced using the dye-terminator technology, following the
protocol supplied by the manufacturer (Perkin EImer, Massachusetts, USA). In case
of negative pre-screening of mutations, all eleven exons and intron boundaries were
sequenced.

Total RNA was isolated from cultured fibroblasts using QlAshredder and RNeasy kits
(Qiagen, Hilden, Germany) and cDNA was synthesized using standard protocols. We
also isolated RNA from fibroblasts treated during 7 h with a solution containing 500

Mg/ml cycloheximide (CHX), to inhibit mMRNA degradation by the nonsense mediated
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decay (NMD) process. Overlapping segments of the PDHA1 cDNA were amplified by
PCR and sequenced.

All oligonucleotides used for PCR were self-designed and available on request.

The protocol of study has changed along the years. Initially, the search for mutations
in our laboratory was performed in genomic DNA. During the last four years, we
revised the unsolved patients, and prepared cDNA from their fibroblasts when
available, for screening of mutations. Nowadays, we start the analysis of new PDHc
deficient patients with cDNA extracted from fibroblasts treated with cycloheximide.
Gene nucleotide numbering is according to reference sequence RefSeq NM_000284,
with the A of the ATG start codon as position +1. The ATG codon represents position
+1 for the amino acid numbering according to PDHE1-A preprotein sequence
NP_000275.

3. Results and discussion

3.1.  Selection of patients and general results

During the last twenty years, multiple samples from patients suspected of primary
lactic acidemia were remitted for metabolic investigation, which included analysis of
urine organic acids (GC/MS), and plasma, urine and/or CSF aminoacids (HPLC or
ion exchange chromatography with ninhydrin detection), followed by enzymatic
studies.

40 patients were selected for study of the PDHA1 gene, all them were Spanish from
origin except 3 (2 Portuguese and 1 Brazilian):

34/40 patients presented decreased PDHc activity in muscle (0.5-7.6 mU/U CS;
control mean 16.2, range 9.1-35.5 mU/U CS) and/or fibroblasts (undetectable-0.31
mU/mg prot; control mean 0.87, range 0.34-2.41 mU/mg prot).

32/34 patients showed specific deficiency of the PDH-E1 component in muscle
(0.037-0.38 mU/U CS; control mean 1.18, range 0.5-3.1 mU/U CS) and/or in
fibroblasts (0.012-0.035 mU/mg prot; control mean 0.086, range 0.04-0.28 mU/mg
prot). 17/32 patients showed mutations in the PDHA1 gene (tables 1 A and B); 1/32
patient showed only a previously unreported synonymous change without apparent
pathological importance; 7/32 presented infrequent polymorphisms; and no changes
were found in the other remaining 7/32 (though cDNA has not been available for

study in six of these latter).
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The other 2/34 PDHc deficient patients showed normal E1 activity, even so they were
also included for PDHA1 investigation because it is the most probable gene to cause
PDHc deficiency, but no changes were found in their cDNA.

In addition, 4/40 patients were also included in the mutational study because,
although their measured PDHc activity was in the control range, the rates of 1-'*C
pyruvate oxidation by their fibroblasts were decreased (3.8 — 7.6 nmol/hour.mg prot,
control mean 14, range 8 - 34 nmol/hour.mg prot). We also investigated 2/40 patients
with normal results for both PDHc activity and pyruvate oxidation rates, because their
clinical features were very suggestive of PDHc deficiency. For these latter six
patients with normal PDHc activity, we found PDHA1 mutations in three girls: two of
them had shown decreased pyruvate oxidation in their fibroblasts (patients F-8 and 9,
table 1B), but the third one did not show deficiencies in muscle or fibroblasts (patient
F-4, table 1B). One male patient with decreased pyruvate oxidation presented an
infrequent PDHA1 polymorphism, and in the other two patients we did not detect

changes, although cDNA was not available in one of them.

3.2.  Clinical features of our patients with mutations in PDHA1

Tables 1 A and B summarize the main features of the twenty patients with changes in
PDHA1 gene suggestive of being disease-causing mutations.

As described in other series (6, 7), about half of our patients were males and half
females, though males were more severely affected, with exitus in four of nine. The
clinical spectrum is very wide for both sexes, from fatal neonatal lactic acidemia in
two of the males, to much milder presentation in patients M-8 and M-9. Leigh
syndrome, that is usual in PDH-E1 deficiency (6), was the clinical presentation in four
of the males, but curiously, none of the eleven females showed this presentation.
Patient M-8, with slight mental retardation, dystonia and symmetric necrotic lesions in
the globus pallidus and substantia nigra, suggesting also a Leigh syndrome,
resembles the patients described by Head et al (4) with dihydrolipoamide
acetyltransferase (E2) deficiency.

Although, all the eleven girls are alive, they present very diverse clinical symptoms,
with variable psychomotor retardation including cases with severe encephalopathy.
Cerebral malformations of different degree were present in nine of them.

Eight patients of both sexes presented facial dysmorphism, including hypertelorism
and long narrow prominent forehead, and in some cases long philtrum, thin lips or

scarce eyelashes. Cranial asymmetry was remarkable in patients F-6 and 10, and
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other physical dysmorphisms included small hands and feet (patient F-7), short
inferior limbs (F-10) and hypospadias (M-1).

It is to note that patient F-4, with dysmorphy, cerebral malformations and severe
psychomotor retardation (17), presented normal PDHc activities (both in muscle and
fibroblasts) and pyruvate oxidation rates. In spite of that, mutations in PDHA1 were
investigated, due to the clear clinical suspicion, which led to the finding of the
p.P172L mutation. Patients F-8 and F-9 did neither present clear PDHc deficiency in
fibroblasts, but they were investigated because of diminished pyruvate oxidation
rates. These three cases are new examples of the difficult challenge of diagnosis of
PDH-E1 deficiency in females (6, 9, 10, 18). We would like to stress the utility of
measuring "C-pyruvate oxidation rates. In our hands, this test has been the clue for
the diagnosis in these two latter patients, and has helped to reinforce the diagnosis of
PDHc deficiency in other doubtful cases with high PDHc residual activity.

Treatment with thiamine, carnitine and ketogenic diet has resulted in variable, usually

mild, clinical response.

3.3 Molecular analysis

Molecular analysis of PDHA1 in forty PDHc deficient patients allowed the
identification of 16 different changes in twenty patients (Tables 1 A and B). Changes
c.506C>T (p-A169V), ¢.510-30G>A (p.V171_Q201del), c.932_938del
(p-R311TfsX11), c.1143_1144ins24 (p.381_382insPFEVRGAN) and
c.1146_1159dup (p.K387TfsX6) are first reported here. Mutations p.H113D, p.P172L,
p.Y243del and p.Y369Q have only been found in our patients, though they have
been reported previously (19, 20, 17). None of the new changes was found in 100
normal chromosomes. Eleven patients presented with seven previously described
mutations: p.R127Q, p.1166l, p.A198T, p.R263G, p.R302C, p.R378C and
c.1142 1145dup. Mutation p.A198T is present in a girl (F-5) who is also a carrier of
UTR5’-98C>T; this latter is an unreported change absent in 100 control alleles which
is also present in the patient’'s mother

As previously reported for other PDH-E1 deficient patients (6, 20), molecular results
in our patient series show a broad spectrum of disease causing mutations in the
PDHA1 gene, and few of them are present in more than one patient. In fact, we only
detected three such recurrent mutations: p.R278C, p.R302C and c.1142_1145dup,
that had been reported in other populations (19, 20). As described for other patients

(6, 20), the maijority of our cases — eighteen out of twenty - carry mutations located in
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the last half of the PDHA1 gene, exons 5 to 11; and only two (girls) present changes
in exon 4. Most of the mutations are “de novo” as only in one case (p.R263G; patient
M-3) the mother was a carrier. This is an expected trait as PDHA1 is an X-linked
gene, and it is well established that X-linked diseases are usually caused by a high
percentage of “de novo” mutations (6, 8, 20). Nevertheless, this is especially marked
in our patients (only 5% inherited), as the percentage of inherited mutations reported
for PDHA1 is about 25 % (20). In order to detect possible mosaicism in germinal
maternal cells, new pregnancies were monitored in nine families with normal results
in all cases.

The fact that alanine 169 is highly conserved through evolution and is situated in the
TPP binding region supports the presumption pathogenicity of the new missense
mutation p.A169V. The patient died before diagnosis had been established and
therefore he did not benefit of the possible treatment with thiamine.

Patient M-8, with an insertion of 8 amino acids (p.381_382insPFEVRGAN), presents
a mild affectation — who is now 10 years old — but his immunoblot reveals absent E1a
subunit. Other patients have been reported with mutations in C-terminal, and all of
them showed a high decrease of E1o. Marsac et al (21) proposed that the last amino
acids are very important for the conformation of the tetrameric PDH-E1 enzyme,
causing a deficiency in the immunoblot.

In case M-2 no alterations were present in his 11 PDHA71 exons and intron
boundaries, but, as activity of the PDH-E1 component was clearly diminished and the
Western Blot results showed moderate decrease of the E1a. protein (Fig 1A), PDHA1
cDNA was analysed, which showed two bands (Fig. 1B), one corresponding to the
normal sequence, and a second shorter species with complete deletion of exon 6
(Fig. 1C). After that, we analysed intron 5 and found the change ¢.510-30G>A (IVS5-
30G>A) (Fig. 1D), which was not found in 100 normal chromosomes and is
presumably the cause of the loss of exon 6.

In  silico studies of ESE  motif prediction tool (ESE finder
www.rulai.cshl.edu/tools/ESE.html) showed that the SF2/ASF and SC35 binding
motives were lost and the overlapping SRp40 binding site showed a little decrease of
its score. It is reported that a significant enrichment of ESE is associated with weak
splice acceptor sites (22), and the exon 6 acceptor splice site has a low Shapiro and
Senapathy score (23, 24). It has been demonstrated that the intron 5 splice acceptor

site is very weak due to the poor homology with the splice acceptor site consensus
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sequence (25). The intronic change in our patient (c.510-30G>A), creates a weak
novel splice acceptor site that is as weak as the natural acceptor of intron 5. The
presence of such two weak and close acceptors may induce the splicing machinery
to ignore both and search for the next stronger splice acceptor site, i.e. that of intron
6. This might be an explanation for the loss of exon 6 identified in our patient,
however, further studies are necessary to confirm this hypothesis. Several other
mutations causing exon 6 loss have been reported (26-29); two of them are exonic
and they each create SRp40 specific exonic splice enhancer sites that lead to the
loss of exon 6 (26, 27). That is the case of mutation p.A198T present in our patient F-
5 and previously reported in another patient by Okajima et al (26). The easiness for
exon 6 to be skipped reinforces our observation that the acceptor site in intron 5 is
weak, and that any mutation that minimally changes the splicing conditions, is taken
into account by the splicing machinery causing the partial or entire loss of this exon.
The skipping of exon 6 causes the in-frame deletion of 31 amino acids
(p.-V171_Q201del).

Case M-4 was found to present somatic mosaicism for mutation p.R302C, which was
detected by the finding of coexisting wild type and mutated species both in fibroblasts
and blood (Fig. 1E and 1F). It was surprising that DNA extracted from muscle did not
show the mutation in spite of clear PDHc deficiency in this tissue. This might also be
explained by mosaicism, as the enzymatic study and the DNA extraction were made
in two different pieces of muscle. Other cases of somatic mosaicism in PDHc
deficiency patients have previously been reported (26, 30). Mutation p.R302C had
been detected only in females with variable psychomotor retardation (20), and is also
present in our patient F-7, with severe encephalopathy. Its presence in patient M-4, a
male with long survival, is probably possible because of his mosaicism.

Other recurrent mutations are p.R263G, present in our patient M-3, that had already
been reported in other male patients presenting Leigh syndrome (20); and also the
c.1142_1145dup, that we have found in three unrelated females (F-9, 10 and 11) and
had already been described in females with variable degree of encephalopathy.

In two female patients with low PDHc and E1 activies we only found the
synonymous changes p.l1661 and p.R132R, respectively; p.1166l has been described
as a variant causing exon 5 skipping (31). The other change p.R132R (c.396A>C)
was not found in 100 control chromosomes. After splice site prediction programs
BDGP (www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) and Splice Sites Score Calculation

(rulai.cshl.edu/new_alt_exon_db2/HTML/score.html), this change does not seem to
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create a new splicing site. On the other hand, studies with ESE finder
(www.rulai.cshl.edu/tools/ESE.html) showed that the mutation causes the disruption
of a SF2/ASF binding motif and decreases the score of another overlapping SF2/ASF
binding motif. Nevertheless, studies on cDNA extracted from fibroblasts grown with
and without cycloheximide showed normal sequences. Moreover, when DNA from
patient’s parents was studied, the change was detected on the paternal DNA.

Therefore, we had to conclude that most probably the change is not pathologic.

3.4 Polymorphisms and haplotype analysis

We have identified one exonic and four intronic polymorphisms in our patient series.
These changes are UTR5’-88G/A polymorphism (rs5955751 in the dbSNP database
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/index.html), the previously reported ¢.58-84C/T
(32), the change c.760-15A/C (rs7058209) localized in intron 7, and the exonic
change c.795G/A (rs1126565) (20). In addition, concerning the previously described
short sequence repeat in/del ¢.759+26 GGCCAA(2_3) (rs11278403), we found it also
as c.759+26GGCCAA(4). We observed that the alleles for the three variants
[c.759+26 GGCCAA(2_4), c.760-15A>C; ¢.795G>A] conform four minihaplotypes. We
have established the frequencies of these and the UTR5-88G>A variants in control
Spanish population and in our twenty patients without demonstrated PDHA 1 mutation
(Table 2), showing a significantly higher presence in those patients for the less
frequent minihaplotypes (2AG: [c.759+26GGCCAA[2]; c.760-15A; ¢.795G] and 4CA:
[c.759+26 GGCCAA[4]; ¢.760-15C; c.795A]) (p<0.5) and for the UTR5-88G>A
change (p<0.5), but those frequencies did not differ between controls and the twenty
patients with mutations in PDHA1 (data not shown). It would be interesting to
investigate to what extent these combinations of polymorphisms affect PDH-E1

activity.

For the moment, investigations in the other PDHc genes are in course in order to

elucidate the genetic defect in the unresolved patients.
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Figure captions

Fig 1 A) Western blot with moderate decrease of subunit E1a in patient M-2 and absence
in patient M-8. B) cDNA electrophoresis of patient M-2 and a control; the arrow points to
the fragment with the exon 6 skipped. C) Patient M-2: cDNA sequence from the band
lacking exon 6. D) Patient M-2: intron sequence with the change ¢.510-30G>A. E)
Mosaicism: molecular sequence shows the mutation p.R302C apparently in heterozygous
form in DNA extracted from blood. F) SSCP analysis of DNA extracted form different

tissues (c:control; F:fibroblast; M:muscle; B:blood;)
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Table 2 Frequency of polymorphisms detected in PDHA1 gene in controls and PDHc

deficient patients without mutations in PDHA 1

Exon 1 Intron7-exon8 minihaplotypes
UTR5’-88G>A| 2AG 3CA 3CG 4CA
Controls (n=137) 3.0% 9.5% | 86.1% | 0.7% 3.6%
Patients (n=20) 9.1% 18.2% | 75.5% 0% 6.0%

Intron7-exon8 minihaplotypes:

2AG: [c.759+26GGCCAA[2]; ¢.760-15A; ¢.795G]
3CA: [c.759+26 GGCCAAJ3]; ¢.760-15C; c.795A]
3CG: [c.759+26 GGCCAAJ3]; ¢.760-15C; c.795G]
4CA: [c.759+26 GGCCAA[4]; c.760-15C; c.795A]
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Resultats i discussio

4.5.2. Deficiéncia de PDHB

Presentem dos pacients amb una deficiéncia clara de PDHc 1 d’El, dels quals el pacient 1 ha
estat estudiat i diagnosticat en el nostre centre. L estudi de western blot mostrava una clara
disminucié de la subunitat Ela acompanyada de disminucié d’E1B. Aquestes observacions
junt amb el fet que la subunitat més habitualment alterada és la PDH-Ela va portar a 1’estudi
molecular del gen PDHAI. Primerament es va fer 1’analisi mutacional del gen en DNA
genomic, sense detectar-se cap alteracio. Al cap d’uns anys, després d’haver posat a punt
I’analisi molecular de PDHA1 en cDNA, es va reprendre I’estudi d’aquest pacient, esperant
que la causa de la seva patologia estigués localitzada a nivell d’alteracions en el splicing. Perd
tampoc es va detectar cap alteracio.

Finalment, 1 amb la posada al punt de I’estudi de tots els gens del complex PDHc, es va poder
detectar el canvi causant de patologia, localitzat en la subunitat PDH-E1f, del qual solsament
hi havia set pacients descrits.

Les caracteristiques cliniques 1 bioquimiques dels nous pacients, aixi com la demostracié de la
patogenicitat de les mutacions p.MI101T presentada pel nostre pacient, 1 de p.MI101V i
p-R105Q presentades pel segon pacient, s’han recollit en un article enviat a la revista Journal

of Inherited Metabolic Disease.

Article:

PDH E1p deficiency with novel mutations in two patients with Leigh syndrome.
Quintana E, Mayr JA, Garcia Silva MT, Font A, Tortoledo MA, Moliner S, Ozaez L, Lluch
M, Cabello A, Ricoy J R, Ribes A, Sperl W, Briones P. J Inherit Metab Dis acceptat
setembre 2009.

SINTESI DE RESULTATS I DISCUSSIO

En aquest article presentem dos nous casos de deficiencia de PDH-E1, éssent el pacient 1 el
primer cas espanyol.

El pacient 1 és un nen que va ser hospitalitzat just despres del naixement. Presentava distrés
respiratori, hipotonia severa i encefalopatia. Els estudis bioquimics van mostrar acidosis
metabolica 1 hiperlactacidemia amb una relacié lactat/piruvat normal, i alts nivells d’alanina
en plasma aixi com lactat en orina. La ressonancia magnetica va posar de manifest una
hipoplasia del cos callds. Posteriorment es va produir un deteriorament neurologic que va
causar 1’entrada del pacient en un coma profund i finalment va ser exitus als 5 mesos d’edat.
La necropsia va revelar caracteristiques de sindrome de Leigh amb dany sever en el tronc

cerebral.
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El pacient 2 és un nen austriac, segon fill de pares no consanguinis. La mare havia patit dos
avortaments previs. Va mostrar un desenvolupament normal fins als 16 mesos, quan va
evidenciar-se hipotonia muscular i1 hiperlactacidemia. Posteriorment el pacient va patir
episodis recurrents d’acidosi metabolica, vomits, tetrapresia intermitent i febre associada a
infeccions respiratories. Les analitiques mostraven lactat i alanina elevats amb una relacio
lactat/piruvat normal. Als 30 mesos presentava ptosis i estrabisme. Estudis de MRI van
mostrar alteracions compatibles amb sindrome de Leigh

La sindrome de Leigh és una presentacio clinica habitual en les deficiencies de PDHAI, perd
fins al moment no s’havia descrit en les deficiéncies de PDHB.

Les alteracions cliniques i bioquimiques dels pacients van suggerir una deficiéncia de PDHc
que es va confirmar amb I’estudi enzimaticen fibroblasts pel pacient 1: activitat PDHc: 0.006
nmols/min x mg prot; mitja dels controls 0.87, rang 0.34-2.41 nmols/min X mg prot; activitat
PDH-E1: 0,012 nmols/min x mg prot; mitja dels controls 0.086, rang 0.04 — 0.28 nmols/min x
mg prot. I en muscul pel pacient 2: activitat PDHc: 3.7 nmol/min x mg proteina; rang 5.3 —
19.8 nmol/nim x mg proteina.

En els dos casos es va realitzar I’estudi molecular del gen PDHA I sense mostrar alteracio.
Degut a la deficiéncia clara de PDH-E1 en ambdos casos, i la consanguinitat dels pares en el
pacient 1, es va pensar en una deficiencia de PDHB, gen d’heréncia autosoOmica recessiva.
L’estudi molecular en cDNA va mostrar el canvi ¢.302 T>C (p.M101T) en homozigosi en el
pacient 1, i els canvis ¢.301A>G (p.M101V) i ¢.313 G>A (p.R105Q) en el pacient 2. L’analisi
de DNA genomic va confirmar les observacions, i la condicié de portadors dels pares i de les
germanes respectivament. El canvi p.M101T es va trobar en un individu control de 200 al-lels
estudiats.

La metionina 101 i ’arginina 105 s6n aminoacids altament conservats entre les especies, tal 1

com s’observa en la base de dades http://coot.embl.de/PolyPhen/. El canvi observat en el

pacient 1 substitueix la metionina inerta de la posicié 101 per un residu de treonina més petit,
polar i amb un grup hidroxil, mentre que en el pacient 2 la metionina €s substituida per un
residu menys polar de valina. Pel que fa a la segona mutacié del pacient 2 consisteix en el
canvi d’una arginina per un acid glutamic que altera la carrega d’una aminoacid molt
conservat. A més a més, el fet que tant la metionina 101 com ’arginina 105 estiguin situades
molt a prop de la leucina 144 de la cadena «,, ens permet hipotetitzar que el seu canvi altera la
unid entre les dues cadenes o011, per tant, I’estabilitat de I’heterotetramer E1, ja que cal la
preseéncia de les dues subunitats per tal que 1’heterotetramer sigui estable (Fuji i col 1996). A

més a més, la nostra teoria es veu recolzada pels resultats de I’immunoblot, que mostren una
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clara disminucio tant de la subunitat o com respecte a la subunitat E2, només observada

préviament en mutacions que alteren la unio entre les dues subunitats (Brown i col 2004).
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ABSTRACT

Most cases of pyruvate dehydrogenase complex (PDHc) deficiency are attributable
to mutations in the PDHA1 gene which encodes the E1a subunit, with only a few
cases of mutations in the genes for E3, E3BP, E2 and E1-phosphatase being
reported. Only seven patients with deficiency of the E1B subunit have been
described, with mutations in the PDHB gene in six of them. Clinically they presented
with a non-specific encephalomyopathy.

We report two patients with new mutations in the PDHB gene and Leigh syndrome.
Patient 1 was a boy with neonatal onset of hyperlactatemia, corpus callosum
hypoplasia and a convulsive encephalopathy. After neurologic deterioration, he died
at age 5 months. Autopsy revealed the characteristic features of Leigh syndrome.
Patient 2, also a boy, presented a milder clinical course. First symptoms were noticed
at age 16 months with muscular hypotonia, lactic acidosis and recurrent episodes of
somnolence and transient tetraparesis. MRI revealed bilateral signal hyperintensities
in the globus pallidus, midbrain and crura cerebri.

PDHc and E1 activities were deficient in fibroblasts in patient 1; in patient 2 PDHc
deficiency was found in skeletal muscle. Mutations in PDHA1 were excluded.
Sequencing of PDHB revealed a homozygous point mutation (c.302T>C), causing a
predicted amino acid change (p.M101T) in patient 1. Patient 2 is a compound
heterozygote for the mutations ¢.301A>G (p.M101V) and ¢.313G>A (p.R105Q). All
three mutations appear to destabilize the E1 enzyme with a decrease of both E1a
and E1B subunits in immunoblot analysis. To our knowledge, these patients with

novel PDHB mutations are the first reported with Leigh syndrome.

Sentence to take-home message: PDH E1B deficiency should be considered in the

differential diagnosis of Leigh syndrome

Abbreviated title: PDH E13 deficiency and Leigh syndrome.

Reference to electronic database: PDHbeta deficiency, OMIM 179060; PDH-E1, EC
1.2.4.1; PDHE2, EC 2.3.1.12; PDH-ES3, EC 1.8.1.4; E3BP, EC 3.1.3.43

Abbreviations: PDHc: Pyruvate dehydrogenase complex
E3BP: E3 binding protein

MRI: magnetic resonance imaging
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INTRODUCTION

Pyruvate dehydrogenase is a multienzyme complex (PDHc) with a key regulatory
role in the mitochondrial oxidative metabolism of carbohydrate, catalyzing the
irreversible decarboxylation of pyruvate and formation of acetyl-CoA and NADH.
Although PDHc is located in the mitochondrion, its subunits are encoded by nuclear
genes. It is composed of multiple copies of three catalytic components: E1 (EC
1.2.4.1), which includes subunits a and 3 forming a heterotetramer with thiamine
pyrophosphate as a cofactor; dihydrolipoamide acetyltransferase (E2, EC 2.3.1.12)
and dihidrolipoamide dehydrogenase (E3, EC 1.8.1.4). A fourth component, E3-
binding protein (EC 3.1.3.43), plays a role in the attachment of E3 to the E2 core.
Activity of PDHc is subject to a complex regulation; in the short term, it is regulated
by phosphorylation/dephosphorylation of three serine residues on the E1a subunit.
These reactions are catalyzed by specific kinases which phosphorylate and
inactivate the complex and phosphatases which remove the phosphates and
reactivate it (Robinson 2001; Patel and Roche 1990; Patel and Korotchkina 2006).
PDHc is particularly important in the brain in which, under normal conditions,
essentially all the energy is derived from aerobic glucose oxidation. For this reason,
slight changes in PDHc activity have pathologic significance (Brown et al 2004).
PDHc deficiency is a well defined biochemical defect that is clinically highly
heterogeneous (Brown et al 1994; Robinson 2001). It is an important cause of
primary lactic acidosis in the newborn period and infancy, but it can also present as a
more chronic neurodegenerative disease with extensive cerebral atrophy and
structural anomalies in the brain, as Leigh syndrome, or as episodic ataxia (Brown et
al 2004).

The great majority of cases with PDHc deficiency are attributable to mutations in
PDHA1, the X-linked gene for the E1a subunit, where more than a hundred different
mutations have been identified (Lissens et al 2000, Brown et al 2004). Few cases of
mutations in E3, E3BP, E2 and E1phosphatase have been described. Only seven
E1B deficient patients have been described, with mutations in the PDHB gene in six
of them (Brown et al 2006, Okajima et al 2008). The deficiency in the seventh patient
was due to an increased proteasome-mediated degradation of the ubiquinated E13
subunit (Han et al 2008).

In this report, we describe two patients with Leigh syndrome who have PDHc

deficiency attributable to new mutations in PDHB.
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MATERIAL AND METHODS

Patients:

Patient 1 was a boy, the second child of healthy parents who are consanguineous in
the 2nd degree; a previous miscarriage was reported. His older sister was monitored
during the first year of life because of hypotonia, but she is now healthy with normal
development. During pregnancy the mother had bleeding and she developed
eclampsia. Birth weight was 2,660 g, Apgar score was 7 at one minute and 8 at five
minutes and he needed resuscitation. He was hospitalized soon after birth because
of respiratory distress, severe hypotonia and encephalopathy. He was lethargic,
hyporeactive and did not fix visually. He developed seizures that were treated with
phenobarbital. Biochemical studies showed metabolic acidosis, hyperlactatemia
(ranging from 3.2 to 10.4 mmol/L) with normal lactate/pyruvate ratio (20.4) and high
levels of plasma alanine and urinary lactate. Magnetic resonance imaging (MRI)
showed hypoplasia of the corpus callosum. Subsequently, he suffered from
progressive neurologic deterioration, with signs of brain stem damage: supranuclear
ophthalmoparesis, nystagmus, abnormal conjugated eye movements and central
respiratory failure, leading to deep coma. He died at 5 months of age and necropsy
revealed characteristic features of Leigh syndrome with severe brain stem
involvement (Figure 1A-C).

Patient 2 was a boy, second child of healthy non consanguineous parents, born at
term after an uneventful pregnancy. A sister is healthy at age 7 years. His mother
had suffered from one stillbirth and two uncles on the paternal side had died in the
neonatal period from unknown causes. There was initially normal development until
first symptoms were noticed at age 16 months with muscular hypotonia and
hyperlactatemia. In the subsequent course there were recurrent episodes of
metabolic acidosis, vomiting, transient tetraparesis and fever associated with upper
respiratory tract infections. Lactate in plasma ranged between 2.8 and 8.5 mmol/L,
alanine was elevated (759 umol/L), lactate/pyruvate ratio was normal. At an age of
30 months ptosis and strabismus were noted. MRI of the brain revealed signal
hyperintensities in a distribution compatible with Leigh syndrome (Fig 1 D). A muscle
biopsy performed at 3 years to exclude a mitochondrial defect showed normal
respiratory chain enzyme activities. Six months later, the patient was re-evaluated for
PDHc deficiency . After the diagnosis was established, treatment with ketogenic diet

(4:1) and thiamine (300 mg/day) was started. The patient was clinically stable
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thereafter without any neurometabolic decompensation. He is now aged 6 years and

has psychomotor retardation and moderate ataxia.

Enzyme studies:

PDHc activity was determined in muscle and/or fibroblasts by measuring 14CO2
production from (1-14C)-labelled pyruvate after activation with Ca2+ and Mg2+ and
addition of carnitine and cytochrome c (Sperl et al 1990, modified as described in
Guitart et al 2009).

Western blotting:

Western blotting was performed to test for the presence of the PDHc subunits.
Protein homogenate was separated on 10% acrylamide/SDS gel, and then
transferred to a nitrocellulose membrane, incubated either with primary rabbit
antibody against subunits of the complex (kindly provided by Dr Ruitenbeek,
Radboud University Nijmegen Medical Centre, Nijmegen, The Netherlands), and
finally detected with chemiluminiscence using the ECL system (Amersham
Biosciences, Piscataway, USA), or with pyruvate dehydrogenase Western blot
antibody cocktail (Mitosciences, Eugene, USA) and detection with Lumi-LightPLUS
POD substrate (Roche).

Molecular analysis:

Total RNA was extracted from patient and control fibroblasts using QlAshredder and
RNeasy kits (Qiagen, Hilden, Germany). Single-stranded cDNA was obtained using
oligo-dT primers and MMLV reverse transcriptase, RNase H minus, point mutant
(Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s protocol.

Standard PCR techniques were employed with self-designed specific primers
(sequences available on request). The amplified products were analysed by
electrophoresis in 2% agarose gels. The same PCR primers were used for
sequencing.

In order to confirm the change observed in cDNA, we also sequenced the
corresponding sections of the gene in genomic DNA. Gene nucleotide numbering is

according to sequence RefSeq NM_000925.
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RESULTS AND DISCUSION

There are six reported patients with mutations in PDHB, and between them there are
seven different mutations (Brown et al 2004, Okajima et al 2008). All these patients
presented with typical clinical, biochemical and neuroradiological features of PDHc
deficiency: encephalopathy, hypotonia, respiratory difficulties, seizures and lactic
acidosis. Agenesis of the corpus callosum was present in four out of the six patients.
This was also a neuroradiological finding in one of our patients, who presented at
birth with severe muscular hypotonia and a rapidly progressive neurological course.
This patient also showed brain stem abnormalities and typical pathological findings of
Leigh syndrome, confirmed at necropsy (Figure 1 A-C). In the second patient, a more
moderate clinical course was observed, with slowly progressive neurological features
reflecting basal ganglia and brainstem involvement associated with typical findings of
Leigh syndrome lesions in MRI of the brain (Figure 1 D). Although Leigh syndrome
may be a common presentation in PDHA1 deficiency, it has not previously been
reported in PDHB patients.

The clinical features in our patients, together with elevated plasma alanine and lactic
acidosis, prompted the biochemical investigations of mitochondrial energy
metabolism. In both patients respiratory chain enzymes were normal in skeletal
muscle tissue. Fibroblast PDHc activity was clearly deficient in patient 1 (0.006
nmol/min/mg protein, control mean 0.87, range 0.34-2.41). Individual E1 enzyme
activity was also reduced (0.012 nmol/min/mg protein, control mean 0.086, range
0.04 — 0.28). In patient 2, a deficiency of PDHc activity was found in skeletal muscle
(3.7 nmol/min/mg protein, control range 5.3-19.8). Remarkably the PDHc activity was
normal in cultured skin fibroblasts in this patient.

Sequence analysis of the most frequently affected PDHA71 gene revealed no
alterations in either patient, however, we identified novel mutations in the PDHB gene
in both. In patient 1 we identified a homozygous point mutation (c.302T>C), causing
a predicted amino acid change (p.M101T) (Fig. 2A). This change was confirmed by
analysis of exon 5 in genomic DNA from the patient and both parents were shown to
be heterozygous carriers. It is notable that the daughter, who is also heterozygous for
this mutation, presented with mild neurological abnormality (hypotonia) during the
first year of life. This might be related to her heterozygous state, as the central
nervous system is highly dependent on glucose oxidation and slight changes in
PDHc activity can have pathologic significance (Brown et al 2004). In patient 2, two

novel compound heterozygous mutations ¢.301A>G (p.M101V) and c¢.313G>A
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(p-R105Q) were identified. Each parent is a heterozygous carrier of one of these
mutations.

To determine the pathogenicity of these genetic changes, we analysed 200 control
chromosomes and detected only a single heterozygous carrier for the p.M101T
change. Both mutated amino acids 101 and 105 are highly conserved between
species (http://coot.embl.de/PolyPhen/) (Fig. 2B). The changes observed in our
patients result in the replacement of the inert methionine in position 101 by either a
polar residue of threonine with a hydroxyl group (patient 1) or by a less polar valine
(patient 2). In patient 2 a second mutation was found at position 105 where a arginine
is replaced by a glutamic acid which changes the charge at this highly conserved
position. Both amino acids are in close approximation with the a subunit in the E1
tetramer (http://coot.embl.de/PolyPhen/) and we hypothesize that the changes modify
the interrelation between the a and [(.chains causing instability of the whole E1
enzyme. This is supported by the findings of Western blot analysis, which revealed a
severe decrease of both the E1a and E1 proteins compared to the E2 subunit (Fig.
2 C). Subunits E1a and E1p form the heterotetramer of PDH-E1 and it has been
reported that, with a reduced amount or with decreased stability of the E1a subunit,
the E1pB is often incapable of autonomous existence (Fuijii et al 1996). However, for
the previously reported E1 deficient patients, with reduced or absent E1f3 protein, no
decrease in E1a protein was described by Han et al (2008). A modest reduction of
E1a protein was reported by Brown et al (2004) for two mutations that are proposed
to alter the interaction between the a and B chains. Therefore the concerted loss of
E1a and E1B proteins in the immunoblot analysis of our patients reinforces our
hypothesis that the mutations at position 101 and 105 may alter the interrelation
between these two subunits.

In conclusion, with this report we add two further patients with novel mutations of
PDHB who are the first to be described with the neurological and neuropathological

features of Leigh syndrome.
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Figure 1

Patient 1: A) Gross view of the brain. Cavitation of the walls of the third ventricle,
thalamus and basal ganglia is seen. Note the sparing of the mamillary bodies and
thinning of corpus callosum

B) Low magnification of the midbrain. Lesions of the tegmentum and ventral portion
that involve both the gray and the white matter. (Hematoxilin-Eosin x25). C) Spongy
and necrotizing lesions, loosening of neuropil and vascular proliferation with relative
preservation of neurons. (Hematoxilin-Eosin x400).

Patient 2: D) MRI of T2 weighted images revealed bilateral signal hyperintensities in

the globus pallidus, mesencephalon and crura cerebri.

Figure 2.- A) cDNA sequence of PDHB gene from the two patients and a control. The
frame indicates the position of the change. B) Alignment for position 101 and 105 of
the PDHB gene between species. Data obtained from http://coot.embl.de/PolyPhen/.

C) Western blotting of the PDHc of patient 1 (fibroblasts) and patient 2 (muscle)
shows a decrease of both E1a and E13 subunits.
(For interpretation of the colors mentioned in this figure legend the reader is referred

to the web version of the article).
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4.5.3. Deficiéncia de DLD (PDH-E3)

Presentem una pacient que als 32 anys d’edat s’ha diagnosticat de deficiencia de DLD
(pendent de publicacid).

L’enzim dihidrolipoamida deshidrogenasa (E3, EC 1.8.1.4) és una oxidoreductasa altament
versatil, amb molts papers critics en el metabolisme energetic i en I’equilibri redox. E3 és un
homodimer que forma part de varis complexos enzimatics mitocondrials: PDHc, a-
cetoglutarat deshidrogenasa i deshidrogenasa dels a-cetoacids de cadena ramificada, on es
coneix com a E3 ja que catalitza la tercera part de la reaccid. I també en el sistema de
fragmentacio6 de la glicina, on se I’anomena proteina L, i en algunes ocasions es troba també
en forma monomerica amb un paper oxidant (Cameron i col 2006, Babady i col 2007).

El fet que participi en tants complexos enzimatics fa que la seva deficiéncia es manifesti amb
acidosis lactica, elevats nivells de amino acids ramificats en plasma, i de a-ceto i a-hidroxi
acids en orina. Els primers pacients descrits mostraven una clinica molt severa i de
presentacid neonatal, amb afectacidé neurologica (microcefalia, sindrome de Leigh) retard
mental, ataxia, hipotonia, 1 exitus durant la primera infancia. Més endavant es van descriure
pacients amb clinica menys severa, fatiga i episodis de descompensacié amb concentracions
elevades d’amino acids ramificats en plasma i de a-cetoacids en orina, en periodes de
descompensacid clinica (Hong i col 1997, Elpeleg i col 1995; Cameron i col 2006).

La pacient, filla de pares consanguinis, va debutar als 7 mesos amb fotofobia i ptosis en 1’ull
esquerra. Als tres anys li va apar¢ixer ptosis en 1’ull dret junt amb dificultats en la
deambulacio, que va anar incrementant fins al punt que als 6 anys era incapa¢ de caminar
sense ajuda; també mostrava debilitat muscular i rampes. El seu desenvolupament mental era
normal i amb bon rendiment escolar.

Bioquimicament mostrava increments de lactic 1 piravic inicament després dels tests d’esforg.
I també lleus increments intermitents d’amino acids ramificats 1 o-cetoglutarat independents
de I’esfor¢. Es van observar uns valors de PDHc just en el rang dels controls (0,33 nmols/min
X mg prot; mitja dels controls 0.87, rang 0.34-2.41 nmols/min x mg prot) igual que la activitat
E1 (0,048 nmols/min x mg prot; mitja dels controls 0.086, rang 0.04 — 0.28 nmols/min x mg
prot), perd amb unes oxidacions de piruvat baixes: P1 5,7 nmols / hora x mg prot (65%
control) i P2 1,3 nmols / hora x mg prot (53 % control). Aquests resultats van conduir al
diagnostic de deficiéncia de piruvat deshidrogenasa.

Als 6 anys es va pautar tractament amb cofactors: tiamina, riboflavina, carnitina 1 vitamines E
1 K3 juntament amb dieta cetogénica (40 % hidrats de carboni, 40 % grasses 1 20 %

proteines), amb la qual la pacient va millorar clinicament mostrant més tolerancia a 1’esforg.
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L’estudi mutacional del gen PDHAI només va mostrar el canvi intronic ¢.604-14 G>A, que
no causa alteracid en el splicing segons els resultats en cDNA. L’ immunoblot no mostrava
variacio en cap subunitat.

Anys després, i amb la posada al punt de I’estudi de tots els gens del complex PDHc, es va
detectar en homozigosi un canvi no descrit préeviament c.1440 A>G (p.I1480M) en DLD que
presumiblement és el causant de la patologia, ja que no I’hem trobat en 100 al-lels control,
esta localitzat en una zona molt compromesa per la formacié de ’homodimer actiu (en la
interfase) (Fig. 48), i es tracta d’un amino acid ampliament conservat entre les especies. A
posteriori s’ha analitzat ’activitat PDH-E3 que ha resultat indetectable (rang control: 20 — 97
mmols/min x mg prot), mesurada en el nostre laboratori espectrofotometricament. Aquesta
deficiéncia tan severa €s sorprenent, sobretot tenint en compte les lleus caracteristiques

cliniques i1 bioquimiques de la pacient.

E375K*
E375K R482GR482G
E375K Y R495G
IVS+1G>A § :
3
¥35Xins G229C* |
Y35Xins KT2E Gijédel 220 33T |, ooab
:12, M:‘Taw
‘ MTS ‘ r FAD ‘ . L,NAD central Iﬂ!.ﬁerSB . ‘
1 3543 73 215 245 318 387 l 509
1480M

Fig 48. Esquema del gen DLD i localitzacié de les mutacions descrites. A la part inferior s’indica la mutacid

trobada en la nostra pacient. Modificat de Cameron i col 2006

Préviament han estat reportades altres mutacions en el domini de la interfase d’unid de les
dues subunitats d’E3 per la formacié de I’homodimer (Babady i col 2007). Dues d’aquestes
mutacions, p.D479V i1 p.R482G, estan localitzades en llocs molt propers a la nova mutacio
trobada en la nostra pacient, 1 els pacients afectes tampoc presentaven nivells elevats d’amino
acids ni de a-cetoglutarat (Shany i col 1999; Odievre i col 2005). Malgrat tractar-se d’un
canvi aparentment poc sever, ja que els residus de isoleucina i metionina no presenten grans
diferencies estructurals, esta localitzat en un domini molt important. Babady i col (2006) van
posar de manifest el fet que la proteina DLD quan es troba en estat monomeric adopta

activitat proteolitica, demostrant la seva participacio en el trencament del domini actiu situat
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en N-terminal de la frataxina (proteina mitocondrial involucrada en el metabolisme del ferro 1
amb un paper antioxidant). Aixi doncs les mutacions localitzades en el domini interfase de E3
tenen una importancia especial ja que no només causen patologia per la perdua de la seva
funcié dihidrolipoamida deshidrogenasa, sind que incrementen la seva patogenicitat per

I’aparici6 de formes monomeriques que causen dany oxidatiu.
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4.5.4 Estudi de polimorfismes

A part de les mutacions detectades en els diferents gens relacionats amb PDHc hem trobat un

gran nombre de polimorfismes en tots els gens, sobretot en els 17 pacients als que hem

analitzat totes les subunitats de PDHc sense trobar mutacions causants de patologia. Alguns

polimorfismes els hem detectat amb igual freqiiéncia en controls que en pacients, perd en

volem mencionar alguns per la seva elevada preséncia en pacients o per ser canvis no descrits

com a polimorfismes perd que aparentment no causen alteracié en la proteina. Els

polimorfismes a destacar son:

Els minihaplotips 2AG (c.759+26GGCCAA[2]; ¢.760-15A; ¢.795G) i 4CA
(c.759+26GGCCAA[4]; ¢.760-15C; c.795) presents també en poblacié control
perd amb presencia significativament més elevada (p<0.5) en pacients amb
deficiéncia de PDHc pero sense mutacions trobades (apartat 4.5.1).

¢.507 C>T (p.1169I1) en heterozigosi en el gen PDHX. Es tracta d’un canvi de base
no descrit que no provoca canvi d’amino acid. El fet que 1’estudi hagi estat
realitzat amb ¢cDNA procedent de fibroblasts tractats amb cicloheximida, descarta,
en principi, que el canvi afecti al splicing.

Tres canvis a nivell de DNA genomic que no causen canvi d’amino acid: c.698
T>C (p.P266P) en heterozigosi en el gen PDHX 1 ¢.543 A>T (p.I1811I) 1 ¢.1422
A>C (p.G474G) en heterozigosi en el gen DLD. Es tracta de polimorfismes

descrits per la base de dades ensembl (www.ensembl.org), perd no s’estableix amb

quina freqiiencia es presenten en poblacid control. Com en el cas anterior, hem
descartat un efecte en el splicing utilitzant cDNA tractat amb cicloheximida.

c.70 C>G (p.R24G) en heterozigosi en el gen PDHX. També es tracta d’un
polimorfisme descrit perd que presenta una freqiiencia molt baixa en poblacid
control. En aquest cas es produeix un canvi d’amino acid considerat com a

probablement patologic per la base de dades (http://coot.embl.de/PolyPhen/),

basant-se en la comparacid de I’amino acid amb altres espécies. Es tracta del canvi
d’un arginina, un amino acid polar i gran, per una glicina petita i sense carrega en
la regio6 del peptid senyal. Aquest canvi ’hem trobat en una pacient en heterozigosi

1 no esta en combinacio amb cap altre polimorfisme d’efecte dubtos.

Es dubtds que existeixi relacié entre la falta d’activitat PDHc i aquests polimorfismes, perd

també és curids que es trobin amb una freqiiencia més alta en aquests pacients. Seria

interessant estudiar aquests canvis amb més profunditat.
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4.5.5 Altres estudis

La nostra experieéncia amb I’analisi de PDHc ens va portar a col-laborar amb el grup de la Dra
Garcia-Martinez del departament de Bioquimica i Biologia Molecular de la Universitat de
Barcelona en un estudi encaminat a comprovar si el transportador d’acids grassos 1 (FATP1),
responsable de l’entrada i I’emmagatzematge d’acids grassos, estava localitzat en la
mitocondria i quin era el seu efecte sobre el metabolisme de la glucosa. Es va demostrar la
localitzacié de FATPI en la mitocondria mitjangant immunoblot de diferents fraccions
subcel-lulars 1 també mitjancant citolocalitzaci6. Amb la sobreexpressio6 de FATP1 en
miotubuls es va observar una produccié de "*CO, a partir de [U-"*C]-glucosa tres vegades
superior a la de les cel-lules sense aquesta sobreexpressio. Per saber quin punt concret es veia
alterat per la sobreexpressio de FATP1 i que afectés el metabolisme de la glucosa, vam
estudiar 1’activitat PDHc en aquestes c¢l-lules havent-se detectat un augment important de la
seva activitat. L’immunoblot va permetre relacionar aquest augment d’activitat amb una
major abundancia de la subunitat PDH-E1f3. Aquest treball ha estat publicat sota el nom de
“FATP1 localizes to mitochondria and enhances pyruvate dehydrogenase activity in skeletal

myotubes” Mitocondrion 2009;9:266-72 (Annex 2)
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5. CONCLUSIONS

L En I’estudi de les isoformes de la transferrina la substitucié del gel d’acrilamida pel
d’agarosa va suposar una millora considerable, perd la implementacio de metodes semi-
quantitatius, Tf-HPLC 1 Tf-CZE, ha estat un pas endavant en la interpretacid objectiva dels
perfils i també en la capacitat de deteccid de patrons CDG lleument alterats. Destaquem que
aquestes tecniques han permes el control de tractament en la intolerancia hereditaria a la

fructosa i també la utilitzacié de plasmes amb EDTA, que sdn mostres no aptes per IEF.

II. La incorporacio de técniques enfocades a I’estudi de CDG-II (isoformes d’apoC-III i
estudi de glicans) ha resultat un avang en el diagnostic d’aquests pacients malgrat no haver
pogut arribar a un diagnostic final en cap dels casos. Aquestes dades apunten a I’existéncia de

defectes que causen patrd de sialotransferrines tipus 2 no caracteritzats fins al moment.

I11. La freqiiencia observada en poblacio clinicament seleccionada ha estat de 1:136.
L’ampliacié del cribratge en pacients amb manifestacions cliniques no descrites en els CDG

no ha incrementat el nombre de pacients detectats.

Iv. Hem definit dues causes no descrites préviament d’alteracid secundaria de les
isoformes de la transferrina: meningitis bacteriana 1 deficiéncies de fructosa-1,6-bisfosfatasa.
Cal ressaltar la importancia de descartar causes secundaries per tal d’evitar un retard en els

diagnostics dels pacients.

V. Hem establert valors de referéncia per 1’estudi d’isoformes de la transferrina en
serums fetals 1 liquids amniotics. La cerca de pacients amb formes severes de CDG en fetus
polimalformats i avortaments espontanis no ha mostrat cap pacient positiu. Possiblement

aquestes formes deixin de ser viables en estadis més primerencs de I’embaras.

VI. L’estudi mutacional €s essencial pel diagnostic de les deficiéncies de PDHc, sobretot
en femelles heterozigotes per mutacions en PDHAI, en les que la lionitzacié favorable pot
emmascarar una activitat deficient. Per aquest motiu, en casos de sospita clinica i/o
bioquimica rellevant, cal descartar la preséncia de mutacions en totes les subunitats de PDHc

malgrat haver obtingut activitats enzimatiques dins el rang dels controls.
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VIIL. L’estudi del gen PDHAI ens ha permes finalitzar el diagnostic de 10 pacients. Aixi
mateix, I’analisi mutacional de les altres subunitats ha donat lloc al diagnostic dels primers

pacients espanyols amb mutacions en PDHB i1 DLD.

VIII.  La millor mostra per un estudi genetic complert ha demostrat ser el cDNA procedent
de fibroblasts tractats amb cicloheximida, ja que la inhibicid del sistema de NMD permet

detectar mRNA aberrants que serien destruits per la cel-lula.
IX. L’ampliacié 1 millora del diagnostic dels CDG 1 de les deficiencies de PDHc dut a

terme en el decurs d’aquesta tesis, ha contribuit positivament al coneixement bioquimic i

genetic, 1 alhora ha desvelat formes cliniques no conegudes d’aquests defectes.
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Summary Congenital disorders of glycosylation (CDG) are
a group of inherited defects in the synthesis and processing
of the linked glycans of glycoproteins and other glycocon-
jugates. The phenotypic spectrum presents wide variability,
and clinical diagnosis is not reliable in most cases. Isoelectric
focusing (IEF) of serum transferrin is widely used as a tool
to detect CDG. We describe a paediatric patient presenting
an altered serum transferrin pattern due to a secondary dis-
order of glycosylation caused by pneumococcal meningitis
(Streptococcus pneumoniae, serotype 19A). During admis-
sion, brain CT scan and MRI showed acute ischaemic lesions
in brain frontotemporal parenchyma, and enlarged subarach-
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noidal spaces in the frontal area resembling a chronic in-
jury. This led us to screen for inborn errors of metabolism
potentially associated with these findings (homocystinuria,
glutaric aciduria, CDG syndromes). Biochemical studies for
the screening of these inborn errors of metabolism were nor-
mal except for sialotransferrin isoelectric focusing, which
showed a type 2 pattern. However, 16 days later, together
with the remission of the meningitis process, the sialotrans-
ferrin pattern had normalized. The apolipoprotein C-III (an
O-glycoprotein) profile was normal in all samples analysed.
In conclusion, infectious events should be ruled out in the
differential diagnosis of CDG syndromes. Furthermore, our
findings highlight the possibility that the type 2 IEF pat-
tern of serum sialotransferrin detected in some patients with
neonatal death due to organ failure and septic events might
be secondary to the infectious process.

Abbreviations

apoC-III  apolipoprotein C-III

CDG congenital disorder(s) of glycosylation
ICU intensive care unit

IEF isoelectric focusing

Introduction

Congenital disorders of glycosylation (CDG) are an expand-
ing group of inherited defects in the synthesis and processing
of the linked glycans of glycoproteins and other glycoconju-
gates (Jaeken et al 2001). The phenotypic spectrum presents
wide variability, and clinical diagnosis is not reliable in
most cases. Isoelectric focusing (IEF) of serum transferrin is
widely used as a tool to detect CDG (Jaeken et al 2001). Nev-
ertheless, when finding an altered pattern, it is very important
to rule out other causes of the alteration, such as transferrin
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polymorphisms, liver immaturity and hepatic disease, sepsis,
or some inborn errors of carbohydrate metabolism such as
galactosaemia or fructosaemia (Jaeken et al 1996). Among
these disorders, septic events have been associated with rapid
alterations in transferrin sialylation caused by increased neu-
raminidase activity (Piagnerelli et al 2005). On the other
hand, severe infectious events may induce some inborn er-
rors of metabolism (including CDG syndromes) (Blank et al
2006) and, since the mortality rate by sepsis is still high in
intensive care units (ICUs), this can interfere with the diag-
nosis of these patients. It is important to differentiate whether
the alteration of the transferrin pattern detected in ‘CDG IIx’
patients with neonatal death from acute organ failure is in
fact secondary to a septic process or whether the sepsis is a
complication of a CDG.

We describe a paediatric patient exhibiting an altered
serum transferrin pattern due to a secondary disorder of gly-
cosylation caused by pneumococcal meningitis.

Case report

We report a 5-month-old patient who was admitted to our
paediatric ICU under suspicion of bacterial meningitis. He
presented with fever of 3 days’ duration, seizures, clonic
movements of the limbs and left hemiparesis. He showed
normal haemodynamic profiles without clinical signs of sep-
sis (SOFA score = 1). Blood culture and cerebrospinal fluid
analysis demonstrated bacterial meningitis caused by Strep-
tococcus pneumoniae (serotype 19A: cefotaxime-susceptible
and intermediate penicillin resistance (MIC = 0.5 pg/ml)).
Antibiotic therapy was started with cefotaxime and van-
comycin, as well as corticotherapy with dexamethasone ac-
cording to the pneumococcal meningitis guidelines of our
hospital. The cerebrospinal fluid culture was still positive on
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Fig. 1 Isoelectric focusing of serum sialotransferrin (A) and apoC-III
(B). CDG I and CDG 1I are type 1 and 2 sialotransferrin profiles from
CDG patients. Sepsis 1, 2, 3 and 4 are the profiles from our patient with
meningitis at days 1, 5 and 16, and at 3 months following admission
to our hospital, respectively. A clear type 2 transferrin profile, with an
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the second day in our hospital and, on the ninth day, pneumo-
coccal DNA was still detected by real-time PCR. Moreover,
during admission, brain CT scan and MRI showed acute is-
chaemic lesions in brain frontotemporal parenchyma, and
enlarged subarachnoidal spaces in the frontal area resem-
bling a chronic injury. This led us to screen for inborn er-
rors of metabolism potentially associated with these findings
(homocystinuria, glutaric aciduria, CDG syndromes). Apart
from the residual neurological lesions caused by the meningi-
tis (localized ischaemic stroke), the patient evidences normal
neurodevelopment at present (10 months of age).

Methods

Serum transferrin isoforms (sialotransferrin) were detected
after IEF, immunofixation and Coomassie brilliant blue stain-
ing (Colomé et al 2000). Isoforms of serum apolipoprotein
C-III (apoC-III, an O-glycoprotein) were analysed by IEF,
western blotting and detection by chemiluminescence (ECL,
Amersham Biosciences, Bucks., UK) (Wopereis et al 2003).
Diagnosis of pneumococcal meningitis was made by isola-
tion of Streptococcus pneumoniae from culture and by DNA
detection by real-time PCR (ABI Prism 7000 Sequence De-
tection System, Applied Biosystems, Foster City CA, USA)
of a specific fragment of pneumolysin gene in plasma and
cerebrospinal fluid, according to standard procedures.

Results

Biochemical studies for the screening of inborn errors of
metabolism were normal except for sialotransferrin IEF,
which showed a type 2 pattern (Fig. 1). In a second sample
(5 days later), the sialotransferrin profile remained clearly
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increase of the more hyposialylated bands, was observed, which was
normalized together with the resolution of meningitis (16th day and 3rd
month). The apoC-III pattern was normal in samples 1-3. Sample 4
apoC-III was not studied
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altered. Sixteen days later, together with the remission
of the meningitis process, the sialotransferrin pattern had
normalized, and it remained completely normal 3 months
after the first study. The apoC-III profile was normal in all
samples analysed (Fig. 1).

Discussion

The altered serum transferrin pattern observed in our patient
was very similar to those reported in some CDG II patients
and to those we have found in several CDG X patients under
investigation. CDG X refers to patients who show impaired
serum sialotransferrin profile but without a demonstrated un-
derlying molecular defect.

It is well known that the inflammatory process is associ-
ated with alterations in iron metabolism and that transferrin,
an acute-phase N-glycosylated glycoprotein, plays an impor-
tant role in iron transport; the hepatic uptake of iron is greater
for desialylated transferrin isoforms and sepsis may cause
hyposialylation of serum transferrin through neuraminidase
activity (Piagnerelli et al 2005). However, no data regarding
meningitis and impaired sialotransferrin profile have been
reported to our knowledge. In our patient the most probable
cause of serum transferrin hyposialylation was the action of
neuraminidase from Streptococcus pneumoniae found in the
blood culture.

Furthermore, our findings highlight the possibility that the
type 2 IEF pattern of serum sialotransferrin detected in some
patients with neonatal death due to organ failure and infec-
tious events might be secondary to the infectious process. If
the hyposialylation in sepsis is due to neuraminidase activity,
we should expect the alteration to affect also other glycopro-
teins. To test this, we studied the apoC-III IEF pattern in the
mentioned three patient’s sera, and it was completely normal.
It is difficult to imagine that the hyposialylation in sepsis is

limited to serum transferrin. It is more likely that other glyco-
proteins are also altered, but it may be that neuraminidase is
not able to reach the LDL—apoC-III complex for degradation.

Thus, from our experience, we can conclude that for de-
ceased patients with altered transferrin and apoC-III patterns,
the suspicion of a primary CDG syndrome is reasonable.
However, for CDG IIx patients with normal apoC-III, infec-
tion remains a possible explanation. In our case, the con-
firmation of a normal serum transferrin pattern after only 3
months was very useful in allowing us to completely rule out
the initial diagnosis of CDG.
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Fatty acid transport protein 1 (FATP1) has been previously immunolocalized in intracellular compart-
ments. Here we show that FATP1 localizes to the mitochondria in cultured myotubes, by immunoblots
of subcellular fractions and immunocytology of the fusion protein FATP1-GFP. FATP1 strongly stimulates
CO, production from glucose whereas nonmitochondrial metabolism of glucose is only slightly enhanced.
FATP1 raises the activity and activates the pyruvate dehydrogenase (PDH) complex and the pyruvate
decarboxylase PDH-E1 catalytic subunit, without changing E2, E3BP or Elalpha and increasing E1beta
protein content. These data reveals the localization and points to a regulatory function of FATP1 in myo-

© 2009 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.

1. Introduction

Fatty acid (FA) uptake and utilization is facilitated by mem-
brane-bound FA-binding proteins. In skeletal muscle, several such
genes, including fatty acid transport protein 1 (FATP1) (Gimeno,
2007) and fatty acid translocase FAT/CD36 (FAT) (Bonen et al.,
2002), are expressed.

FATP1 was originally considered an integral plasma membrane
protein (Schaffer and Lodish, 1994) and it was localized on the
plasma membrane in 293 cells (Hatch et al.,, 2002). However it
has since been immunolocalized in internal membranes of adipo-
cytes (Stahl et al., 2002) and skeletal muscle cells (Garcia-Martinez
et al., 2005; Wu et al., 2006) and it has been shown to translocate
to plasma membranes following insulin stimulation in skeletal
muscle (Wu et al., 2006) and adipocytes (Stahl et al., 2002). We
had previously shown (Garcia-Martinez et al., 2005) that FATP1
displays both an endoplasmic reticulum and a reticular localization
pattern in cultured myotubes, which partly overlaps with the Golgi

Abbreviations: FATP1, fatty acid transport protein 1; PDH, pyruvate dehydroge-
nase; PDK, pyruvate dehydrogenase kinase; FA, fatty acid; FAT, fatty acid translo-
case FAT/CD36; TAG, triacylglyceride; GFP, green fluorescent protein; FCCP,
carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone; CO, cytochrome c oxidase;
E2, dihydrolipoamide acetyltransferase; E3, dihydrolipoamide dehydrogenase;
E3BP, E3-binding protein; BSA, FA-free bovine serum albumin.

* Corresponding author. Tel.: +34 934039283.
E-mail address: maguita022002@yahoo.es (M. Guitart).

marker GM-130, similar to that observed in 3T3L1-adipocytes
(Stahl et al., 2002) and COS7 (Lewis et al., 2001) cells. FAT, which
was also considered a protein that facilitates the import of FA,
has been immunolocalized in basal conditions in the extracellular
membrane in skeletal (Bonen et al., 2000; Garcia-Martinez et al.,
2005; Luiken et al., 2002) or cardiac (Luiken et al., 2003) muscle
cells, but has been localized also on skeletal muscle mitochondrial
membranes (Bezaire et al., 2006).

The control role of FATP1 in metabolism has been partly eluci-
dated by gene manipulation. When overexpressed in cultured skel-
etal human myotubes, FATP1 stimulated FA uptake and storage as
TAG, but not oxidation (Garcia-Martinez et al., 2005). In FATP1 null
mice, basal uptake of palmitate in skeletal muscle was unchanged,
while insulin-stimulated FA uptake was greatly reduced (Wu et al.,
2006). After fat-feeding, fatty acyl-CoA and TAG accumulation in
skeletal muscle (Kim et al., 2004) and whole body insulin-resis-
tance (Wu et al.,, 2006) was prevented in FATP1 null mice. Overall,
these data indicate that FATP1 promotes FA storage as TAG in skel-
etal muscle (Garcia-Martinez et al., 2005; Kim et al., 2004). How-
ever, cardiac-specific overexpression of FATP1 in transgenic mice
increased myocardial FA uptake and free FA accumulation, but
not triacylglyceride (TAG) levels (Chiu et al., 2005). Moreover, pal-
mitate oxidation was enhanced (Chiu et al., 2005) in isolated work-
ing heart preparations from transgenic mice.

In summary, we had previously shown that FATP1 was located
intracellularly in cultured human myotubes where it promoted

1567-7249/$ - see front matter © 2009 Elsevier B.V. and Mitochondria Research Society. All rights reserved.
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fatty acid storage. Here we examine whether FATP1 was localized
to the mitochondria and could affect glucose metabolism. We re-
port the immunolocalization of FATP1 to mitochondria in human
and C2C12 myotubes and show that FATP1 strongly stimulates
CO, production from glucose and lactate and enhances mitochon-
drial pyruvate dehydrogenase (PDH) activity.

2. Methods
2.1. Muscle samples and cell culture

Biopsies from gastrocnemius and peronseus muscles were taken
during surgery from four donors devoid of muscle disease. Biopsies
were obtained with the approval of the Ethics Committee of the
Hospital Vall d’Hebron, Barcelona. Myoblast cell populations were
isolated from muscle biopsies using the explant culture technique
(Askanas and Gallez-Hawkins, 1985), as described in Garcia-Marti-
nez et al. (2005). Twenty-four hours before experiments, cells were
depleted of insulin and FBS. Palmitate-free bovine serum albumin
(BSA) was prepared at a molar ratio of 5:1 (Garcia-Martinez
et al,, 2005). C2C12 cells were grown in DMEM medium with
10% FBS and induced to differentiate in DMEM with 10% horse
serum.

2.2. Gene constructs and recombinant adenoviruses

Adenoviruses Ad-FATP1, including the mouse cDNA of FATP1,
and Ad-FAT, containing the rat ¢cDNA of FAT and plasmid
pFATP1-GFP including an NH,-terminal fusion protein construct
with the enhanced green fluorescent protein (GFP) have been pre-
viously described (Garcia-Martinez et al., 2005). Ad-Bgal, contain-
ing the Escherichia. coli 1acZ gene expressing [3-galactosidase, was
used as a control virus. pGFP contained the GFP coding sequence
inserted in the multi-cloning site of the plasmid pACCMVpLpA
(Becker et al., 1994). Seven-day-old myotubes were transduced
with adenoviruses at a multiplicity of infection (MOI) of 50 for
2h. In all studies, cells were used 2 days after transduction.
C2C12 myoblasts were transfected with plasmids by means of Fu-
GENE (Roche, Mannheim, Germany) and differentiation was then
induced.

2.3. Western blotting

Total cell extracts were prepared by scraping cells into a
homogenization buffer consisting of 50 mM Tris-HCl (pH 7.5),
150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride
(PMSF), 1mM NasVO,, 1mM NaF, 2 pg/ml leupeptin, 2 pg/ml
aprotinin, 1% (v/v) Nonidet P40, and 1 mM dithiothreitol. Lysates
were then gently rocked for 60 min at 4 °C; the resulting homoge-
nates were centrifuged at 13,000g for 5 min at 4 °C and the super-
natants were collected. Mitochondrial extracts were prepared by
scraping cells into a homogenization buffer consisting of 250 mM
sucrose, 10 mM Hepes (pH 7.4) and 1 mM EDTA, as well as the pro-
tease inhibitors PMSF, leupeptin, pepstatin A, and aprotinin;
homogenizing the extracts with the aid of a syringe 22 G; centri-
fuging homogenates at 1500g for 10 min to obtain a pellet highly
enriched in mitochondria that also contained nuclei; and further
centrifuging the supernatant at 10,000g for 10 min to obtain a pel-
let enriched in mitochondria and other organelles (Lanni et al.,
1996); 20 pg of protein was resolved in 10% SDS-PAGE and immu-
noblotting was performed with antibodies (Molecular Probes)
against subunits of complex I (anti-NDUFA9), complex II (anti-Fp,
70 kDa subunit), complex III (anti-core 2), complex IV (anti-cyto-
chrome c oxidase subunit I (COI) and subunit II (COII)), and com-
plex V (anti-subunit o from H'-F;-ATP synthase). Polyclonal
antibody against PDH was kindly provided by Dr. W. Ruitenbeek
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(Sperl et al., 1990). Antibody against FATP1 was from Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA).

2.4. Cytolocalization

C2C12 cells grown on coverslips, transfected with pFATP1-GFP
or incubated with MitoTracker, were fixed for 15 min with 3%
paraformaldehyde in phosphate-buffered saline (PBS). For COI
analyses, fixed cells were subsequently incubated for 10 min peri-
ods in PBS-50 mM NH,4CI, PBS-20 mM glycine, PBS containing 0.1%
triton X-100 and 0.05% colic acid, and for 30 min in PBS-10% goat
serum. Cells were then incubated with anti-COI antibodies (0.5-
1.0 pg/ml) and revealed with fluorochrom-conjugated (Texas
Red) goat antibodies. Cells were mounted in medium for fluores-
cence microscopy (Vectashield) and images were obtained with a
Leica TCS 4D confocal scanning laser microscope adapted to an in-
verted Leitz DMIRBE microscope and 63x (NA 1.4 oil) Leitz Plan-
Apo objectives. The light source was an argon/krypton laser
(75 mW) with which optical sections (0.1 pm) were obtained.

2.5. RNA extraction, reverse transcription, and real-time PCR

Total RNA was extracted from tissue and cell samples with the
RNeasy minikit (Qiagen, Valencia, CA, USA) and homogenized
using a Polytron (Kynematica Polytron, Westbury, NY). Total RNA
(0.5 png) was retro-transcribed (RT) with TagMan reverse transcrip-
tion reagents from Applied Biosystems (Branchburg, NY, USA)
using random hexamers. Real-time PCR was performed using the
ABI PRISM 7700 sequence detection system with the TagMan uni-
versal PCR master mix and probes (Applied Biosystems) for human
FATP1, FAT, PDK2 and PDK4, mouse FATP1, and rat FAT genes. Hu-
man beta2-microglobulin was used as the endogenous control to
normalize the threshold cycle (CT) for each probe assay, as stated.
Relative gene expression was estimated as 2-2T and fold change
was estimated by the 2722¢T method (Livak and Schmittgen,
2001).

2.6. Metabolic analysis

For metabolic analysis we used [U-!*C]-glucose or [1-'*C]-pal-
mitate. For total incorporation, cells were lysed with 1% SDS and
their radioactivity was counted. Incorporation of radioactivity into
glycogen and into CO, was determined as previously described
(Baqué et al., 1996), except that for CO, measurement cells were
grown in 24-well plates. 2-Deoxy-p-glucose uptake was measured
as described (Baqué et al., 1998). Cellular oxygen consumption was
measured using a Clark-type electrode (Hansatech, Norfolk, Eng-
land) at 37 °C, with continuous stirring. C2C12 myotubes were col-
lected by trypsinization, pelleted by centrifugation, counted, and
resuspended in DMEM containing 1 mM pyruvate. Respiration
rates were monitored before and after addition of 3 pM carbonyl
cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazone (FCCP), a mitochon-
drial uncoupler, or of 1.5 mM KCN, the latter to subtract any oxy-
gen consumption not due to mitochondrial respiration.

2.7. Pyruvate dehydrogenase (PDH) assay

The active form of PDH activity was assessed as described else-
where (Sterk et al., 2003). Forty microliters of cell extract (prepared
by scraping 6-cm plates into 100 pl of homogenization buffer) was
incubated for 30 min at 37 °C with 80 pl of the assay mixture 1 mM
[2-'%C]-pyruvate (6 pCi/umol), 50 mM Hepes (pH 7.2), 2 mM
MgCl,, 3.35 mM NAD, 0.4 mM CoA, 10 mM t-carnitine, 0.16 mM
EDTA, 2.5 mM NaF, 0.8 U of carnitine acetyltransferase, and
0.4 mM TPP. The reaction was halted with 200 pl cold methanol.
The whole reaction mixture was applied to a Dowex 2 x 8 column
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Fig. 1. Localization of FATP1 by Western blot analysis. (A) Human myotubes. (B) C2C12 cells were transfected with pFATP1-GFP or pGFP and were studied 48 h post-
transfection. Western blot analyses were performed on total cell extracts (35 pg protein), mitochondrial enriched fractions (mit pellet) (35 pig protein) after centrifugation at
1500g and 10,000g or the supernatant (sup) of the 10,000g pellet (35 pg) and membranes hybridized with antibodies against FATP1, GFP or porin as indicated.

(Cl~ form, 200-400 mesh) and eluated radioactivity quantified and
corrected for protein concentration to calculate PDH activity. Alter-
natively, active and total PDH and PDH-E1 activities were deter-
mined by measuring the *CO, production from [1-!%C]-pyruvate
according to the methods described by van Laack et al. (1988),
and Sperl et al. (1993), with modifications. Cell extracts were pre-
pared by scraping 6-cm plates into 400 pl of buffer and homoge-
nized manually with 20-25 strokes of a glass pestle. For active
PDH, 100 pl of cell extract was preincubated at 37 °C with 50 pl
of an assay mixture containing 400 mM Tris-HCl (pH 7.8), 2 mM
EDTA, 8 mM MgCl,, 3 mM TPP, 2 mM NAD, 8 mM CoA, 4 mM L-car-
nitine, 80 M cytochrome ¢, 20 mM [-mercaptoethanol, 4 mM
Na,SO5 and 5 pl neonatal calf serum. For active PDH-E1 activity,
cell extract was preincubated with 400 mM potassium phosphate
buffer (pH 6.0), 8 mM MgCl,, 3 mM TPP, 80 mM KFeCN and 10 pl
neonatal calf serum. For total PDH and PDH-E1, activation was ob-
tained by preincubation with 8 mM CaCl, and 16 mM MgCl, added
to the corresponding assay mixtures. After 10 min of preincuba-
tion, 50 ul 2 mM [1-'4C]-pyruvate (0.7 uCi/umol) was added and
the reaction continued at 37 °C, 15 min for PDH and 1 h for PDH-
E1, in tubes placed in closed vials. The reaction was stopped by
injecting 200 pl 20% trichloroacetic acid (TCA) into the tubes. The
14C0, released was trapped in 1 cm? filter papers, soaked with
0.5 M NaOH and stuck to the vial wall, for 30 min. The radioactivity
in filter papers was counted and corrected for protein concentra-
tion to calculate PDH activity.

2.8. Statistical analysis

All data are presented as means + SEM, and the significance of
the difference was analyzed by Student’s t test. Differences were
considered significant at p < 0.05. Results for gene expression (fold
change from the real-time PCR analysis) were examined using Rel-
ative Expression Software Tool (REST).

3. Results
3.1. Intracellular localization of FATP1

We studied the intracellular distribution of FATP1 in human and
C2C12 myotubes by immunoblot of subcellular fractions (Fig. 1A,
B). Endogenously expressed FATP1 was shown mostly in the
1500g and 10,000g mitochondrially-enriched pellets, but was
hardly detected in the 10,000g supernatant fraction, similarly to
the mitochondrial marker porin. A transfected fusion construct of

FATP1 and GFP also showed this distribution: FATP1-GFP was pres-
ent in the 1500g and 10,000g mitochondrially-enriched pellets,
whereas a faint signal was observed in the 10,000g supernatant
fraction. In contrast, transfected GFP was present in the superna-
tant cytosolic fraction.

Then we examined whether FATP1-GFP localized to mitochon-
dria in C2C12 myotubes (Fig. 2) by cytolocalization. As a marker
we used subunit I of CO, a multi-heteromeric enzyme located in
the mitochondrial inner membrane (Capaldi et al., 1995; Eytan
et al, 1975) (Fig. 2b). Transfected FATP1-GFP into C2C12 cells
showed fluorescence concentrated in the perinuclear region
(Fig. 2a, d), while merging with the mitochondrial marker COI re-
vealed extensive overlap of these two proteins (Fig. 2c, yellow).!
We also used MitoTracker as a probe for mitochondria (Fig. 2e).
The mitochondrial network was concentrated in the perinuclear re-
gion and superposition of MitoTracker and FATP1-GFP images clearly
showed co-localization of FATP1-GFP with the mitochondrial net-
work (Fig. 2f, yellow). No co-localization was observed with GFP
(data not shown).

3.2. Effects of FATP1 overexpression on glucose metabolism

FATP1 mRNA levels in cultured human myotubes were 3-fold
lower than in human muscle biopsy samples, as were FAT mRNA
levels (8-fold) (Table 1). Palmitate did not significantly affect the
expression of either gene.

Adenoviruses were used to overexpress mouse FATP1 (Ad-
FATP1) and rat FAT (Ad-FAT) genes in cultured human myotubes.
Using RT-PCR, we detected none of these mRNAs in cells trans-
duced with the control virus, whereas in Ad-FATP1 and Ad-FAT
transduced myotubes both mRNA levels were higher than the
endogenous mRNA by a factor of 7.02 (p <0.001) for FATP1 and
10.6 (p < 0.05) for FAT, respectively.

Overexpression of FATP1 induced a 3-fold rise in '4CO, release
from [U-'“C]-glucose, whereas FAT overexpression induced a
slightly increase (20%) (Table 2). CO, production from glucose by
FATP1 was also stimulated in C2C12 myotubes: C2C12 myotubes
transduced with Ad-FATP1 (7.7-fold increase in FATP1 mRNA lev-
els, p <0.05) showed 2-fold higher (p < 0.0001) *CO, production
from [U-'C]-glucose than control cells (128 + 1 pmol/min/mg pro-
tein). In contrast and according to our previous data (Garcia-Marti-
nez et al., 2005), the production of '*CO, from 0.5 mM [1-'4C]-

! For interpretation of the references of colours in this figure, the reader is referred
to the web version of this paper.
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Fig. 2. Mitochondrial co-localization analysis of FATP1-GFP. C2C12 cells were transfected with pFATP1-GFP. Forty-eight hours post-transfection myotubes were incubated
with 500 nM MitoTracker during 30 min (d-f). (a and d) Image of fluorescent FATP1-GFP. Bar represents 10 pm (a-c) and 20 pm (d-f); (b) image of mitochondrial network by
staining with antibodies against COI; (c) co-localization of the signal of FATP1-GFP and COI; (e) image of mitochondrial network by fluorescent MitoTracker; (f) co-localization

of the signal of FATP1-GFP and MitoTracker.

Table 1

Endogenous expression of FATP1 and FAT genes in human muscle biopsies and
cultured human myotubes. The relative expression of genes was analyzed in muscle
biopsies and cultured myotubes by RT-PCR. Cultured cells were incubated for 18 h
with 10 mM glucose, and when stated 0.5 mM palmitate. The CT values for the
reference probe beta2-microglobulin were subtracted from each probe CT (ACT).
Relative expression to beta2-microglobulin was calculated using the ACT method.
Mean values of 1/2~2<T + SEM were —22.0 + 3.23 for FATP1 and —10.9 + 1.50 for FAT
in cultured human myotubes incubated with glucose. To determine changes due to
culture handling, the ACT values for muscle biopsies were subtracted from the ACT
values of cells cultured with 10 mM glucose. Data are expressed as the mean values of
2-AACT from four samples performed in duplicate. The ACT values for cells incubated
with glucose were subtracted from those of the palmitate-treatment. Data are
expressed as the mean values of 1/2722T from four independent experiments
performed in duplicate. The negative symbol indicates down-regulation. Significance
of differences between tissue and cultured muscle.

Gene Fold of change (1/2) 44T
Cultured muscle/biopsy Cultured muscle/palmitate
FATP1 -3.127 -1.18
FAT —8.68" -1.58
" p<0.05.
T p<0.001.

palmitate (1 pCi/umol) was slightly reduced following overexpres-
sion of either FATP1 (27.5%, p < 0.001) or FAT (7.24%, p < 0.01) com-
pared to control cells (5.75+0.2 pmol/min/mg protein). [U-*C]-
glucose total incorporation was enhanced by approximately 35%
by overexpression of FATP1 or FAT (Table 2), while glucose uptake
was increased: by about 35% and 55% by FATP1 and FAT, respec-
tively. The incorporation of radioactive glucose into glycogen in-
creased with both FATP1 (65%) and FAT (40%).

3.3. Regulation of pyruvate dehydrogenase activity

To gain a deeper insight into the glucose metabolic step that
was sensitive to FATP1 action, we examined 'CO, production from
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Table 2

Effects of FATP1 and FAT on glucose metabolism. Cultured myotubes were transduced
with Ad-RBgal (controls), Ad-FATP1 or Ad-FAT. Forty-eight hours after transduction,
cells in 24-well plates were incubated for 4 h with 10 mM [U-'%C]-glucose (0.2 pCi/
umol) to measure total incorporation or incorporation into glycogen and '4CO,
production. To measure uptake, cells were incubated for 6 min with 0.5 mM 2-deoxy-
p-[1->H]-glucose (2.2 uCi/umol). Data are expressed as the means + SEM of three
independent experiments performed in triplicate. Significance of differences versus
controls.

Glucose metabolism

Ad-pgal  Ad-FATP1  Ad-FAT
Total incorporation (pmol/min/mg protein) 53221 684+67  732+68"
Uptake (pmol/min/mg protein) 385+23 520+43°  600+52"
Incorporation into glycogen (pmol/min/mg  32.2+0.9 528+13% 44.6+1.0"

protein)
14C0, production (pmol/min/mg protein) 28.6+21 101+8%  382+20
' p<0.05.
¥ p<0.001.
i p<0.0001.

[U-1%C]-lactate and [U-'4C]-acetate (Fig. 3A) in human myotubes.
14C0, production from lactate was stimulated by FATP1 to a simi-
lar extent (approximately 2.4-fold) to that of glucose, whereas
14C0, production from acetate was not.

These data indicated that FATP1 enhances the conversion of
pyruvate into acetyl-CoA. We therefore measured the levels of
the active form of the enzymatic PDH complex, which catalyzes
the conversion. As shown in Fig. 3B, FATP1 increased the levels
of active PDH as assessed by the production of acetyl-CoA from
pyruvate, by more than 3-fold, whereas FAT did not (data not
shown). We also examined whether the activity of the PDH-E1 cat-
alytic subunit, which is responsible for the irreversible decarboxyl-
ation of pyruvate, was modified. Thus, the activity of the active
forms and total activities of PDH and PDH-E1 were assessed by
CO, production from pyruvate. As shown in Table 3, the activity
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Fig. 3. Effects of FATP1 on (A) lactate and acetate oxidation, (B) active PDH levels and (C) PDK4 and PDK2 gene expression. Cultured human myotubes were transduced with
Ad-Rgal (controls) or Ad-FATP1. Forty-eight hours after transduction: (A) cells were incubated for 4 h with 2 mM [U-'%C]-lactate (0.6 puCi/umol) or 10 mM [U-'4C]-acetate
(0.6 uCi/umol) and used to measure '#CO, production; (B) cells were harvested to measure the active form of PDH by the production of radioactively-marked acetyl-carnitine
from [2-'%C]-pyruvate; and (C) cells were incubated with 0.5 mM palmitate for 16 h when stated and harvested to isolate RNA. Relative expression of PDK2 and PDK4 to
beta2-microglobulin was calculated using the ACT method. The ACT values for every treatment were subtracted from the ACT values of cells treated with the control virus
without palmitate. Data are expressed as 2-24<T, (A-C) Data are the means = SEM of three independent experiments performed in triplicate. Significance of differences in

FATP1-overexpressers versus Ad-Rgal: 'p < 0.001, "p < 0.0001.

of the active form of PDH was increased by 6-fold in cells over-
expressing FATP1 and total PDH activity rose by a factor of 2.7. Ac-
tive PDH-E1 levels were 140-fold higher in FATP1-overexpressers
than in controls, whereas total PDH-E1 activity increased 48-fold.
Thus the ratio of active to total PDH-E1 and PDH activities was
higher in FATP1-overexpressers (2.9- and 2.2-fold, respectively)
than in controls.

We assessed that FATP1 overexpression in human myotubes did
not modify either PDK4 or PDK2 gene expression (Fig. 3C). In con-
trast, both in cells transduced with Ad-Bgal and with Ad-FATP1,
palmitate treatment increased PDK4 gene expression by more than
20-fold, whereas PDK2 gene expression was unaffected.

3.4. Regulation of the oxidative-phosphorylation protein complexes
and the PDH complex by FATP1

We examined whether mitochondrial proteins belonging to the
oxidative-phosphorylation system, namely the 1 alpha subcom-
plex 9 of NADH dehydrogenase (ubiquinone) (NDUFA9) from com-
plex I, the 70-kDa Fp subunit from complex II, the core 2 subunit
from complex III, COI and COII from complex IV, or the alpha sub-
unit of H'-F;-ATP synthase from complex V, were modified by
FATP1 in human myotubes. As gauged by immunoblotting, we

Table 3

Effects of FATP1 on the activity of the active form and total activity of PDH and PDH-
E1. Cultured human myotubes were transduced with Ad-Bgal (controls) or Ad-FATP1.
Forty-eight hours after transduction, cells were harvested to measure the activity of
the active form of PDH and the PDH-E1 catalytic subunit and their total activities by
14C0, production from [1-'%C]-labelled pyruvate, as described in Section 2. Mean
data + SEM of three independent experiments performed in triplicate are shown.
Significance of differences versus controls.

PDH activity (pU/mg protein) E1 activity (LU/mg protein)

Total PDH Active PDH Total E1 Active E1
Ad-pgal 68710 105 + 36 28 11 7.6+1.6
Ad-FATP1 1890 + 84" 644 +25° 1366 + 204" 1075 + 63"
* p<0.001.
¥ p<0.0001.

found no differences resulting from FATP1 overexpression in the
proteins belonging to complexes [, II, Il or V (Fig. 4A, B). In contrast,
FATP1 slightly reduced COI and COII content by approximately 35%
and 26%, respectively, these being the only proteins encoded by the
mitochondrial genome among those evaluated. Similarly, overex-
pression of FATP1 in C2C12 myotubes reduced COI content (data
not shown). We evaluated whether FATP1 modified mitochondrial
respiration in C2C12 myotubes. Coupled and uncoupled oxygen
consumption was similar in controls (coupled 13.9 + 1.8 nmol O,/
min/10° cells and uncoupled 28.1 2.3 nmol 0,/min/10° cells)
and FATP1 overexpressers (coupled 13.9 +1.1 nmol O,/min/10°
cells and uncoupled 27.7 + 2.0 nmol O,/min/10° cells).

We analyzed the content of protein subunits of the PDH com-
plex (Fig. 4C, D). E2, E1a, E18, and E3-binding protein (E3BP) were
detected, but not the E3 protein which is hardly detected since it
has a low immunogenicity (Sperl et al., 1990). No changes were ob-
served in the content of E2, E3BP and Elalpha following overex-
pression of FATP1, whereas an increase of 41% in the
immunoblotted E1beta protein was detected.

4. Discussion

In this study we provide new insight into FATP1 intracellular
localization in cultured myotubes: we show that FATP1 localizes
to mitochondria. Immunoblot analysis of FATP1 in human and
C2C12 myotubes revealed FATP1 in the mitochondria-enriched
fraction. Furthermore, co-localization analysis of the fusion protein
FATP1-GFP with MitoTracker and COI showed that most of the
mitochondria stained by either mitochondrial probes were
FATP1-positive in C2C12 myotubes. Overall, our data indicate that
FATP1 localizes to mitochondria, as has been described for FAT
(Bezaire et al., 2006), although we have not identified the subor-
ganelle compartment.

We show that FATP1 stimulates CO, production from glucose
and lactate but not from acetate in cultured human and C2C12
myotubes, whereas FAT has no significant effect. Moreover, both
FATP1 and FAT only slightly enhance glucose uptake and incorpo-
ration into glycogen in human myotubes. This indicated that FATP1
regulates the conversion of pyruvate into acetyl-CoA, which is cat-
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Fig. 4. Regulation of subunits of the oxidative-phosphorylation system and the PDH complex by FATP1. Cultured human myotubes were transduced with Ad-RBgal (controls)
or Ad-FATP1. Forty-eight hours after transduction, western blots were performed on mitochondrially-enriched cell extracts (1500g pellet). Membranes were hybridized with
antibodies against: (A and B) (CRI) complex I (anti-NDUFA9), (CRII) complex II (anti-Fp 70 KDa subunit), (CRIII) complex III (anti-core 2), (CRIV) complex IV COI and COII, and
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versus controls was p < 0.005 and 'p < 0.001. (B and D) A representative image is shown.

alyzed by the mitochondrial complex enzyme PDH. The latter is the
rate-limiting, irreversible step in glucose oxidation (Patel and Kor-
otchkina, 2006; Randle et al., 1994; Sugden and Holness, 2003).
Accordingly, we show that FATP1 increases the levels of active
PDH, as assessed by the rate of conversion of pyruvate to acetyl-
CoA and by the rate of decarboxylation of pyruvate. The PDH com-
plex is formed by three catalytic components — pyruvate decarbox-
ylase (E1a and E1B), dihydrolipoamide acetyltransferase (E2), and
dihydrolipoamide dehydrogenase (E3) - together with the E3-
binding protein (E3BP) (Patel and Korotchkina, 2006; Sugden and
Holness, 2003). We demonstrate that FATP1 greatly increases ac-
tive PDH-E1 levels, what may explain the higher activity of the ac-
tive form of the PDH complex, since PDH-E1 is the rate-limiting
step in the PDH complex (Patel and Korotchkina, 2006). FATP1 in-
creases the total activity of the PDH-E1 catalytic subunit and PDH,
but to levels much lower than those of their respective active
forms, thus causes activation of PDH-E1 and PDH.

PDH-E1 and PDH activation state is regulated by phosphoryla-
tion—-dephosphorylation reactions catalyzed by PDH kinases
(PDK1-4) and PDH phosphatases (PDP1-2), respectively. Three
specific serine residues from the alpha subunit of the PDH-E1
component are phosphorylated by PDKs with different affinities,
and phosphorylation of sites 1 and 2 inactivates the PDH complex
in vitro (Korotchkina and Patel, 2001; Patel and Korotchkina,
2006). It has also been suggested that phosphorylation controls
PDH activity in vivo: at site 1 in rat hearts during starvation or
exercise (Sale and Randle, 1982) and at sites 1 and 2 in human
skeletal muscle during exercise (Pilegaard et al., 2006). However,
intralipid infusion increased sites 1 and 2 phosphorylation with-
out changing PDH activation at rest in human skeletal muscle
(Pilegaard et al., 2006), which has lead to the suggestion that
PDH may be subjected to other covalent undefined modifications
that overcome PDH-E1 alpha phosphorylation. PDKs are regulated
allosterically and transcriptionally (Patel and Korotchkina, 2006;
Sugden and Holness, 2003). Elevation of mitochondrial acetyl-
CoA and NADH increases PDK activity, whereas pyruvate de-
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creases it (Sugden and Holness, 2003). PDK4 gene transcription
is believed to be regulated by lipids since under conditions in
which the circulating FA concentration rises, such as starvation
(Tsintzas et al., 2006; Wu et al., 2000) and high-fat feeding (Hol-
ness et al., 2000; Peters et al., 2001), PDK4 expression in heart,
skeletal muscle and liver increases. PDK4 mRNA was also shown
to be upregulated in response to fatty acid supplementation in
cultured human muscle cells (Abbot et al., 2005). We show that
FATP1 does not regulate PDK4 or PDK2 expression in human
myotubes, indicating that changes in PDH-E1 alpha phosphoryla-
tion due to regulation of PDKs gene transcription would not be
involved in its mechanism of action. The existence of mechanisms
of regulation of PDH activity other than phosphorylation has pre-
viously been proposed but not defined (Pilegaard et al., 2006);
much more work will be necessary to elucidate FATP1’s mecha-
nism of action.

Furthermore, we show that immunoblotted protein levels of the
PDH complex subunits E1a, E2 and E3BP were unchanged, whereas
the content of the E1p protein was increased by FATP1 overexpres-
sion, which may partly explain the increase in total PDH-E1 activ-
ity. Finally, we show that among the oxidative-phosphorylation
system complexes that we analyzed (I-V), FATP1 only reduced
the content of COI and COII in complex IV, the only proteins en-
coded by the mitochondrial genome, in human and C2C12 myotu-
bes. However, oxygen consumption in C2C12 myotubes was not
reduced by FATP1 overexpression. This observation is compatible
with the notion that cell respiration is well preserved and defects
occur at residual cytochrome c oxidase activity of approximately
60-70% (D’Aurelio et al., 2001). More work will be required to elu-
cidate potential mechanisms by which FATP1 could affect mitoc-
hondrially-encoded protein content.

In summary, our data reveal the localization of FATP1 to the
mitochondria in human and C2C12 myotubes, and point to a regu-
latory function on a mitochondrial metabolic protein complex, i.e.,
the activation of the PDH complex and the PDH-E1 catalytic
subunit.
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