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Introduccion

1. COENZIMA Q: DESCUBRIMIENTO E HISTORIA.

La Coenzima Q (ubiquinona o CoQ) fue aislada por primera vez
en 1955 a partir de fraccion insaponificable de mucosa intestinal de
caballo y cerdo (Festenstein et al., 1955). Dos afos mas tarde, Crane y
colbs. (Crane et al., 1989) la aislaron a partir de mitocondrias de
corazon de ternera y caracterizaron su presencia y funcion en la cadena
respiratoria mitocondrial. En 1958, Wolf (Wolf et al., 1958) determin6
su estructura, como un lipido inusual formado por un anillo de
benzoquinona con actividad redox conectado a una larga cadena
isoprenoide con insercion especifica dentro de las membranas
bioldgicas (Turunen et al., 2004). En 1961, Mitchell incluy6 a la CoQ
en su "teoria quimiosmotica" por su papel en la respiracion celular,

teoria por la cual recibio6 el Premio Nobel de Quimica en 1978.

Los trabajos realizados en los primeros afos  tras su
descubrimiento fueron dirigidos al estudio de la funcién redox,
mientras que el estudio de la actividad antioxidante cogié mayor auge a
partir de la década de los 90. Inicialmente, la capacidad de sintesis y
distribuciéon de la CoQ era solo atribuido a la membrana mitocondrial
interna, lugar donde se realizaba la unica funcién conocida hasta el
momento, esto es, transportar los electrones del complejo I y II al

complejo I en la CTE.

En 1969 se corrobor6d la importancia de este lipido con los
estudios de Ernster y colbs en particulas submitocondriales. En ellos

observaron la activacion y reactivacion de la actividad de la NADH y
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succinato deshidrogenasa cuando se deplecionaban y reincorporaban

las quinonas a las particulas submitocondriales (Ernster et al., 1969).

Estudios posteriores han descrito otras funciones asociadas a

sistemas redox en membranas extramitocondriales (Crane and Navas,

1997; Santos-Ocana et al., 1998; Sun et al., 1992; Villalba et al., 1995).

2. ESTRUCTURA Y PROPIEDADES FISICO-QUIMICAS
DE LA COQ.

La CoQ o 2,3-dimetoxi-5-metil-6-poliprenil-1,4-benzoquinona
es un molécula lipofilica formada por un anillo de benzoquinona
hidroxilado en las posiciones 1,4 unido a una cadena lateral
isoprenoide, que le confiere el caracter hidrofébico asi como la
solubilidad en solventes polares, siendo mas soluble cuanto menos

grupos isoprenos formen la cadena (

Figura 1).

o

OH
MeO CH3

MeO n
OH

CoQ

Figura 1. Estructura quimica de la CoQ

En la naturaleza existen distintos tipos de CoQ en funcion de:

* El namero de moléculas isopentenilo que componen la cadena

lateral. La longitud de la cadena isoprenoide varia segun la
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especie. La razén de esta variabilidad inter-especie ain no se
conoce, pero encontramos cadenas con 6 unidades (CoQg) en
Sacharomyces cerevisiae, 8 unidades (CoQg) en Escherichia
coli, 9 unidades (CoQg) en Caenorabditis elegans y 10
unidades (CoQi9) en Schizosaccharomyces pombe. Sin
embargo, también podemos encontrar especies que contienen
distintas variedades como CoQy y CoQ;o en roedores, humanos
y zebrafish o CoQ7, CoQs, CoQq y CoQ,en Prneumocystis.

En funcion del estado de oxidacion en que se encuentra en las
membranas ( Figura 2). En el estado totalmente oxidado se
denomina ubiquinona (CoQ) que posee dos grupos cetos en

posicion para. La adicion de un protdn y un electrén origina la

electron origina la forma totalmente reducida, el ubiquinol

(CoQHaz) que presenta dos grupos hidroxilos.

o OH
CH.0 CH,
CH,0 R
o (QH-)
oxidized form H reduced form
of Coenzyme Q of Coenzyme Q

OH
CH,0 CH, e CH;0. cHy, H*+e” CH,0 CH,
CH,0 R CH;0 R CH,0 R
© R= 6/\@ o oH
ubiquinone 10 semiquinone ubiquinol

(Q) Q) (QH;)

Figura 2. Estado de oxidacién de las quinonas.
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3. BIOSINTESIS Y DISTRIBUCION DE LA COQ.

La ruta biosintética de la CoQ se ha caracterizado
parcialmente mediante la identificacion de intermediarios biosintéticos
acumulados en cepas de mutantes de Saccharomyces cerevisiae
deficientes en CoQ (Turunen et al., 2004). En la actualidad se conocen
al menos once genes (COQI-COQY, YAHI y ARHI) que codifican
proteinas implicadas en la biosintesis de la CoQ en levaduras (Tran and
Clarke, 2007). La funcion de muchas de estas proteinas en eucariotas es
andloga a la de levaduras y, por consiguiente, es conocida, mientras
otras como Cog4p, Coq6p y Coq9p permanecen con funcion

desconocida.

La biosintesis de CoQ comienza con la formacién del acido
hidroxibenzoico al que se le une una cola lipofilica poliisoprenoide. El
precursor aromatico del anillo de benzoquinona es el 4-hidroxibenzoato
(4-HB) derivado de la tirosina o fenilalanina. Por otro lado, la cadena
poliisoprenoide se forma por la adiciéon de moléculas de isopentenil
difosfato, procedentes de la ruta del mevalonato, al farnesil o geranil-
geranil difosfato en multiples pasos catalizados por la poliprenil

difosfato sintasa o Coql (Grunler et al., 1994) (Figura 3).

Una vez sintetizada la cadena poliisoprenoide, ésta se
condensada con el 4-HB mediante una reaccion de condensacion
catalizada por la PHB-poliprenil transferasa o Coq2p, originando una
molécula  intermediaria  denominada  4acido  3-hexaprenil-4-
hidroxibenzoico (HHB) (en S. Cerevisiae). El orden en el que suceden

las siguientes reacciones de modificacion del anillo aromadtico es
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especulativo. Para este fin, se dan una serie de reacciones catalizadas
por al menos seis enzimas, las cuales llevan a cabo reacciones de
metilacion, descarboxilacion e hidroxilacion para generar finalmente la

molécula de CoQ.

3.1.PROTEINAS QUE INTERVIEN EN LA RUTA
BIOSINTETICA DE LA COQ.

3.1.1. Coqlp.

En S. cerevisiae, la Coqlp o trans-poliprenil difosfato sintasa
estd codificada por el gen COQI (Ashby and Edwards, 1990). La
enzima cataliza la formacion de la cadena poliisoprenoide siendo
responsable de la longitud especifica en distintas especies. (Okada et
al., 1996). En Schizosaccharomyces pombe, ratones y humanos COQ1
es un heterotretamero compuesto por dos subunidades, PDSSI vy
PDSS2 (Saiki et al., 2005; Saiki et al., 2003), mientras que en S.
cerevisiae o Arabidopsis thaliana es un homo-oligbmero (Jun et al.,
2004). Estudios con fraccionamiento submitocondrial en S. cerevisiae
han demostrado que la Coqlp se encuentra periféricamente asociada
con la membrana mitocondrial interna en el lado de la matriz (Gin and

Clarke, 2005).

En eucariotas se cree que, de todas las proteinas implicadas en
la biosintesis de la ubiquinona, es la Gnica que presenta diferencias
respecto a las estudiadas en S. cerevisiae (Kawamukai, 2002; Okada et
al., 2004). Este enzima pertenece a la familia de trans-prenil

transferasa de clase III que producen cadenas largas poliprenoides a
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diferencia de la clase I y II que producen cadenas cortas y medias. Sin
embargo, existe gran homologia entre las distintas isoprenil difosfato
sintasas presentes en eucariotas, ya que su secuencia de aminoacidos
contiene siete regiones altamente conservadas (Wang and Ohnuma,

2000).

3.1.2. Coq2p.

La Coqg2p o 4-HB: polipreniltransferasa es una enzima clave
que cataliza el enlace covalente entre el anillo 4-HB y la cadena
poliisoprenoide, generando el primer intermediario de unién a
membrana, el HHB. En S. cerevisiae y en Homo sapiens, esta enzima la
codifica un gen denominado COQ?2 (Ashby et al., 1992, Forsgren et al.,
2004). En otros eucariotas se han aislado y caracterizado una serie de
ortdlogos/homodlogos (Ohara et al., 2006; Okada et al., 2004; Uchida et
al., 2000). Ensayos in vitro en higado de ratas demostraron que su
actividad estd presente so6lo en mitocondrias (Momose and Rudney,
1972), si bien recientemente se ha identificado actividad
polipreniltransferasa catalizada por la proteina Ubiadl en el aparato de
Golgi (Mugoni et al., 2013). La especificidad de Coq2p parece no verse
afectada por la longitud de la cadena poliisoprenoide (Ashby et al.,
1992; Gin and Clarke, 2005; Okada et al., 2004) pero si por la
concentracion de Mg>" en extractos puros de levadura (Ashby et al.,
1992). Mediante estudios in vitro se ha demostrado que el
polipéptido es importado y procesado en su totalidad dentro de la
mitocondria (Leuenberger et al., 1999). Esta proteina se comporta
como una proteina integral de membrana asociada a la membrana

mitocondrial interna del lado de la matriz.



Introduccion

3.1.3. Coq3p.

Estudios in vitro con andlogos sintéticos farnesilados han
demostrado que esta enzima codificada por el gen COQ3 cataliza dos
pasos de O-metilacion en la ruta biosintética (Poon et al., 1999). El gen
COQ3 fue originalmente identificado en S. cerevisiae (Clarke et al.,
1991) por su habilidad para restaurar la biosintesis de CoQ y la
respiracion en un mutante Coq3p denominado C39 (Sippel et al., 1983;
Tzagoloff et al., 1975). Los homdlogos de este gen, aislados en
mamiferos y plantas (Avelange-Macherel and Joyard, 1998; Marbois et
al., 1994), codifican proteinas cuya secuencia de aminoacidos
contienen cuatro regiones conservadas en una gran familia de enzimas
metiltransferasas que usan S-adenosimetionina (SAM or AdoMet)
como donador de metilo (Kagan and Clarke, 1994; Niewmierzycka and
Clarke, 1999). Estudios in vitro (Hsu et al., 1996) y de localizacion
subcelular (Poon et al., 1999) muestran que la Coq3p se sintetiza como
una pre-proteina que es importada (posee una secuencia de
reconocimiento de mitocondria en el extremo N-terminal) y procesada
en la mitocondria en una via dependiente del potencial de membrana.
Estudios de fraccionamiento subcelular demuestran que se trata de
una proteina periférica asociada a la matriz del lado de la

membrana interna mitocondrial (Poon et al., 1999).

3.1.4. Coqdp.

Proteina codificada por el gen COQ4 y que se localiza en la
matriz pegada a la membrana mitocondrial interna (Belogrudov et al.,

2001). Aunque su funcién a dia de hoy es desconocida, se ha
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especulado que podria funcionar como una hidroxilasa o carboxilasa
para cualquiera de los pasos de la ruta biosintética en los que no se ha
identificado la enzima catalitica (denominados como “Coq?” en la
Figura 3). Su secuencia aminoacidica, compuesta por 335
aminodcidos, no comparte homologia con otros dominios proteicos de
actividad conocida. Al igual que Coq3p, contiene una secuencia de

reconocimiento de importacion a mitocondria.

Diversos hallazgos apuntan que Coq4p podria tener un papel
estructural en el complejo multiproteico de biosintesis de CoQ
(Marbois et al., 2005). Un hecho muy significativo es la disminucién de
los niveles de Coq3p y Coq7p en mutantes nulos de cog4 y
recuperacion de los mismos en mutantes puntuales cog4-1 (Belogrudov
et al., 2001). Ademas, se ha observado la co-migracion de su
polipéptido nativo junto a Coq3p, Coqbp y Coq7p como un complejo
de alto peso molecular, sugiriendo su papel estructural en el complejo
multiproteico de biosintesis de CoQ (Marbois et al., 2005; Tran et al.,
2006).

3.1.5. Coq5p.

Ensayos de fraccionamiento submitocondrial han demostrado
que Cog5p o 2-metoxi-6-poliprenil-1,4-benzoquinona metiltransferasa
se localiza en la matriz pegada a la membrana mitocondrial interna
(Baba et al., 2004), donde cataliza el unico paso de C-metilaciéon en la
ruta biosintética de la CoQ, generando el intermediario 2-metoxi-5-
metil-6-poliprenil-1,4-benzoquionona. En S. cerevisiae es codificada
por el gen COQ?5, el cual fue aislado de una libreria de DNA gendémico

de levadura por su capacidad para restaurar la respiracion en dos
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mutantes puntuales de CoqSp; cog5-1'y cog5-2 (Barkovich et al., 1997,
Dibrov et al., 1997). Estudios genéticos muestran que el gen COQS
contiene cuatro regiones comunes a las proteinas de la familia
AdoMet-metiltransferasas (Katz et al,, 2003) y que su expresion
aumenta por la presencia de glicerol y acido oleico (Hagerman et al.,
2002; Hagerman and Willis, 2002). Estudios in vitro con analdgos
farnesilados mostraron que el reconocimiento del sustrato no depende
de la longitud de la cadena poliisoprenoide, y que, ademads, su funcion
C-metiltransferasa es esencial para la formacion del 2-metoxi-5-metil-
6-poliprenil-1,4-benzoquionona. La generacion del mutante nulo y
mutantes puntuales de CoqSp (Lee et al.,, 1997) muestran que esta
proteina es fundamental para la estabilidad y actividad de Coq3p y
Cogdp, proporcionando evidencia de la existencia de un complejo

multiproteico de biosintesis de CoQ en levaduras.

3.1.6. Coqb6p.

Proteina codificada por el gen COQ6 y que es esencial para el
crecimiento de levaduras en fuentes de carbono no fermentables (Gin et
al., 2003). Cuando se sintetiza, se importa a la mitocondria de forma
dependiente del potencial de membrana, para situarse periféricamente
junto a la membrana mitocondrial interna en el lado de la matriz (Gin et
al., 2003). Estudios previos en levaduras predijeron que el gen COQ6
codifica para una monooxigenasa dependiente de flavina debido a que
su estructura contiene una regiéon de union al ribitil del FAD muy
conservada en una familia de hidroxilasas aromaticas de unién al FAD

y NADPH (Tran and Clarke, 2007).
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Recientemente, se ha descubierto en S. cerevisiae que la Coq6
estd involucrada exclusivamente en la C5-hidroxilacion del HHB o 3-
hexaprenil 4-aminobenzoato (HAB) pero no en la Cl o C6
hidroxilaciéon posteriores en la biosintesis de la CoQ (Ozeir et al.,
2011). Esta funcion se realiza a través de una ruta inusual mediada por
la ferredoxina Yahl y ferredoxina reductasa Arhl que suministra la
fuente de electrones. Ademads, el uso de analogos sintéticos del 4-HB
hidroxilados restaura tanto los niveles de CoQ como la respiracion de

mutantes Coq6 (Ozeir et al., 2011).

3.1.7. Coq7p.

En S. cerevisiae esta proteina, codificada por el gen
COQ7/CATS (Marbois and Clarke, 1996; Tzagoloff and Dieckmann,
1990) y caracterizada como una mono-oxigenasa esta involucrada en el
penultimo paso de la biosintesis de la CoQ. Este gen también se ha
estudiado en otras especies denominandose c/k-1 en C.elegans, Mclkl o
Coq7 en ratones, UbiF en bacterias y COQ7 en humanos. Pertenece a
la familia de oxidasas de unién a hierro conteniendo una secuencia
conservada “EXXH” de unién a ligandos de hierro (Stenmark et al.,
2001). La proteina que codifica posee una localizacion interfacial en
la membrana mitocondrial interna (Berthold and Stenmark, 2003;
Stenmark et al, 2001) y -cataliza la hidroxilacion de la

Demetoxiquinona (DMQ) a 5-hidroxiquinona.

Estudios recientes en levaduras muestran que la actividad de
Coq7p podria verse regulada por los ciclos de fosforilacion a la que se
encuentre sometida. En ellos, el estado no fosforilado de Coq7p resultd

en un incremento del contenido de CoQg, mientras el estado
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fosfomimético dio lugar a una disminucion de los niveles del lipido
(Martin-Montalvo et al., 2011). En otro estudio reciente, se ha
identificado la proteina Ptc7, como una fosfatasa mitocondrial que
interactia con Coq7p para activar la biosintesis de la CoQ y el
metabolismo respiratorio, asi como la funcion antioxidante (Martin-

Montalvo et al., 2013).

3.1.8. Coq8p.

El gen COQS8 fue inicialmente identificado como CABCI
(Chaperona del complejo bcy) por su habilidad para suprimir
parcialmente el defecto de traduccion del citocromo b debido a la
mutacién cbs-223 en el gen CBS2. Por ello, se propuso que podria
funcionar como una chaperona para el citocromo b y, por la tanto, ser
necesario para la funcion del complejo bcl(Brasseur et al., 1997). La
disminucioén de la actividad bel en mutantes para el gen COQS sugiere
por otro lado la participacion de esta proteina en la biosintesis de CoQ
(Rodel, 1986). De hecho, levaduras mutantes de Coq8p no producen
CoQg y como consecuencia de ello son incapaces de crecer sobre una
fuente de carbono no fermentable. La adicion exdgena de CoQg rescata

este defecto en el crecimiento.

Aunque su funcion bioquimica en la biosintesis de Q
es aun desconocida, la proteina Coq8/CAbcl (Adck3) ha sido
clasificada como una kinasa al ser identificadas cuatro regiones
conservadas de la familia de las kinasas atipicas en su secuencia
aminoacidica (Leonard et al., 1998). También existen evidencias de que
puede actuar como regulador de la biosintesis de CoQ, ya que su

sobreexpresion en levaduras rescata a los mutantes de coq9 (Johnson et
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al., 2005), a los mutantes nulos de coq10 (Barros et al., 2005) y restaura
los niveles de CoQs en mutantes nulos de coq7 (Padilla et al., 2009).
Otros estudios muestran que el estado fosforilado de la proteina Coq3p,
necesario para la asociacion con otras Coq en el complejo multiproteico
de alto peso molecular, es dependiente de Coq8p. Por lo tanto, Coq8p
parece ser fundamental para la formacion del complejo multiproteico

de biosintesis de CoQ (Sippel et al., 1983).

3.1.9. Coq9p.

Proteina codificada por el gen COQ9  identificado y
caracterizado por Johnson y colbs. (Johnson et al., 2005) como
necesario en la biosintesis de CoQ. Sin embargo, la funciéon de la
proteina Coq9p aun no se conoce y su estructura no guarda homologia
con otras proteinas de funcion conocida. Tras estudios de movilidad
electroforética en geles SDS-PAGE se ha observado que posee un peso
molecular de 25 kDa, (Hsieh et al., 2007) y un pequeio precursor que
constituye una secuencia diana de mitocondria. (Johnson et al., 2005).
Estudios con localizacion submitocondrial en S .cerevisiae demostraron
que la Coq9p se encuentra periféricamente asociada con la membrana

mitocondrial interna en el lado de la matriz (Hsieh et al., 2007).

3.1.10.Teoria del complejo multiproteico de biosintesis de
CoQ.

De acuerdo a los resultados en levaduras y bacterias, las
enzimas requeridas para la biosintesis de CoQ se organizan en un
complejo multiproteico (Figura 4). Esta organizacion permitiria la

canalizacion de metabolitos intermediarios, aumentaria la eficiencia
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catalitica y proporcionaria mecanismos para la regulacion coordinada
de sus componentes. Uno de los datos que apoyan la existencia del
complejo multiproteico es que los mutantes nulos en coq3-coq9
acumulan predominantemente HHB, el producto de Cog2p que se
forma en los primeros pasos de la ruta, y no el sustrato de la reaccion
que catalizan. Ademas, los niveles basales de las proteinas Coq3p,
Cogdp, Coqbp, Coq7p vy Coq9p estan disminuidos en mitocondrias
aisladas de otros mutantes nulos (Hsu et al., 2000). Ademas, la mayoria
de estas proteinas comparten una secuencia consenso de importacion a
la mitocondria para alcanzar una localizacion periférica en la

membrana mitocondrial interna (Hartl et al., 1989; Neupert, 1997).

Figura 4. Imagen hipotética del complejo multiproteico de biosintesis de CoQ
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3.2.DISTRIBUCION DE LA CoQ.

3.2.1. Localizacion a nivel de membrana.

Una vez sintetizados los lipidos =
de la ruta del mevalonato, incluida la
ubiquinona, €stos van a tomar distintas
posiciones intramembranosa que seran

responsables de las propiedades de la

membrana. La cadena lateral
poliisoprenoide de la ubiquionna se sitiia
en la region central hidrofobica de la
bicapa lipidica. Se piensa que esta

posicion desestabiliza la membrana Figura 5. Localizacién de Ia

promoviendo un aumento de la fluidez y ©°Q en la membrana

permeabilidad de la misma.

Por otro lado, el anillo de benzoquinona queda expuesto en la
cara interna o externa de la membrana, dependiendo de su

requerimiento funcional.

3.2.2. Localizacion a nivel celular.

La ubiquinona se localiza principalmente en la membrana
mitocondrial interna junto con el resto de componentes de la cadena de
transporte de electrones, donde realiza su funcion de transporte
electrones. Ademas, estd presente en todas las membranas celulares

como la membrana plasmatica y endomembranas (Kalen et al., 1987;
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Takahashi et al., 1993), indicando su implicacion en multiples

funciones celulares.

La presencia de la CoQ en membranas extramitocondriales
sugiere la existencia de mecanismos ligados a membranas de sintesis
y/o distribucion. Este hecho se apoya en el hallazgo de actividad
enzimatica en reticulo endoplasmatico, aparato de Golgi y peroxisomas
(Kovacs et al., 2002; Tekle et al., 2002). Sin embargo, la existencia de
secuencias de reconocimiento mitocondrial en genes implicados en la
biosintesis y sus productos localizados en mitocondrias pero no en
otros organulos, indica que la biosintesis de la CoQ se completa en la
mitondria y desde alli es transportada a otros membranas (Baba et al.,
2004; Belogrudov et al., 2001; Jiang et al., 2001). Un estudio realizado
en células humanas (HL-60) corrobor6d esta idea, administrando un
precursor de la CoQ;p y CoQy marcada radioactivamente para observar
los mecanismos de distribucion de la CoQ;o endogena y la CoQq
exogena. El estudio concluy6 que la primera localizacion de la CoQ
enddgena se da en la mitocondria y que mediante una via sensible a
Brefeldina A se distribuye a otras membranas extramitocondriales. Por
otro lado, la CoQ exdgena se incorpora a la fraccion
endolisosomal y se transporta posteriormente a la mitocondria
siguiendo la via mencionada anteriormente (Fernandez-Ayala et al.,

2005)

4. FUNCIONES DE LA COQ.

Una vez son sintetizadas las moléculas de CoQ, ocupan su lugar

en las membranas celulares para cumplir diferentes funciones.
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4.1. TRANSPORTADOR EN LA CADENA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL (CTE).

La CoQ es un componente esencial de la cadena respiratoria
mitocondrial. Se localiza en la membrana mitocondrial interna donde
actia como transportador de electrones desde el complejo I (NADH-
ubiquinona oxidorreductasa.) y complejo II (Succinato-ubiquinona
oxidoreductasa) hasta el complejo III (Ubiquinol citocromo ¢
oxidoreductasa) ( Figura 6). Esta transferencia de electrones se ve
favorecida por la formacion de estructuras macromoleculares 1lamadas
supercomplejos mitocondriales, en los que la CoQ es un componente
esencial (Acin-Perez et al., 2008). Su participacion permite un flujo
de electrones desde el NADH o el succinato hasta el oxigeno
molecular acoplado a un flujo de protones hacia el espacio
intermembrana que genera un gradiente electroquimico, el cual es

aprovechado por la ATP sintasa para la sintesis de ATP.

4.2. PROTEINAS DESACOPLANTES.

Existen algunas evidencias que apuntan a que la CoQ pueda
tener otras funciones que no estan directamente relacionadas con
la cadena de transporte de electrones. Una de ellas es la de funcionar
como cofactor en la actividad de las proteinas desacoplantes (abreviado
"UCP", del inglés "uncoupling protein"). Estas son proteinas
localizadas en la membrana mitocondrial interna que translocan H+
desde el espacio intermembrana a la matriz mitocondrial. Por ello, y

haciendo alusion a su nombre, desacoplan el gradiente de protones
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Figura 6. Participacion de la CoQ en la CTE (Tahara et al., 2009).

(generado en la cadena respiratoria) de la fosforilacion oxidativa,
liberando la energia en forma de calor sin produccion de ATP. Este
mecanismo es usado por los mamiferos en la grasa parda para mantener
la temperatura corporal en situaciones de bajas temperaturas
(Nedergaard et al., 2001). Pues bien, Echtay y colbs. mostraron que la
CoQ es un cofactor obligatorio para las UCPs sobreexpresando
distintos tipos de UCPs en liposomas de E.coli. Los liposomas eran
incapaces de transportar H+ en ausencia de CoQ y el transporte era
reactivado al afiadir CoQ a las membranas en presencia de acidos
grasos. Ademas, la longitud de la cadena y el estado de oxidacion de la
CoQ es importante para la activacion del transporte, siendo menos
efectivo las CoQ de cadena corta (Echtay et al., 2001; Echtay et al.,
2000). Sin embargo, estos estudios iniciales del papel de la CoQ en la
funcion de las UCPs dieron pie a otros posteriores en cultivos celulares
que pusieron en duda el papel fisiologico de la CoQ en la actividad de

las UCPs (Esteves et al., 2004; Jaburek and Garlid, 2003).

20



Introduccion

43.PORO DE TRANSICION DE PERMEABILIDAD
MITOCONDRIAL (PTPm).

El gradiente electroquimico, generado durante la transferencia
de electrones en la membrana mitocondrial interna, es mantenido por la
baja permeabilidad de las membranas a iones y solutos. El paso de
moléculas a través de la membrana interna parece ser regulado por una
serie de canales y transportadores i6nicos que en conjunto se denomina
PTPm y que se trata de un canal voltaje-dependiente y sensible al Ca2+

que juega un papel clave en la apoptosis (Green and Reed, 1998).

Varios estudios han demostrado que la longitud de la cola
isoprenoide de los andlogos de CoQ (Fontaine et al., 1998; Walter et
al., 2002; Walter et al., 2000) modula la permeabilidad del PTPm. De
esta forma la CoQ;o, con una cadena larga de isoprenos previene de la
apertura del canal, evitando la despolarizacion del potencial de
membrana, deplecion de ATP, activacion de la caspasa-9 con la
liberacion del citocromo ¢ y la fragmentacion del ADN en

queratinocitos bajo estimulos apoptoticos (Papucci et al., 2003).

4.4. ESTRES OXIDATIVO Y FUNCION ANTIOXIDANTE.

La mayor parte del consumo de oxigeno mitocondrial estd
acoplado a la sintesis de ATP, mientras que un pequefio porcentaje
(alrededor del 1-2%) forma especies reactivas de oxigeno (ROS, del
inglés “reactive oxygen species”) al reaccionar con el oxigeno
electrones que se escapan de la CTE. Estas ROS pueden funcionar
como sefalizadores intracelulares a concentraciones fisiologicas pero

en condiciones fisiopatologicas, donde hay una alta produccion de
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ROS, éstos reaccionan con diferentes biomoléculas como ADN,
proteinas y lipidos, oxidandolos y ocasionando dafios celulares en un

proceso conocido como estrés oxidativo.

Para contrarrestar un aumento de estrés oxidativo, se activan
una serie de sistemas antioxidantes celulares que previenen o reparan
el dafo causado. Estos antioxidantes se clasifican en enzimaticos
como la superoxido  dismutasa, glutation peroxidasa, catalasa,
tioredoxin reductasa y peroxiredoxina (Holmgren and Bjornstedt, 1995;
Wood et al., 2003) o no enzimaticos como vitamina C y E,
carotenoides, glutation, a -acido lipoico, flavonoides, melatonina y
CoQH, (Chahbouni et al., 2010; Ibrahim et al., 1997; Kling et al.,
2013; Schulz et al.,, 2000). Ademas, la célula adopta diferentes
estrategias como respuesta al estrés oxidativo; una de ellas es
incrementar la transferencia de electrones a través de la membrana
plasmatica (del Castillo-Olivares et al., 2000; May and Qu, 1999) o

bien mantener la CoQ en su estado reducido.

La CoQ reducida de la membrana plasmatica es un potente
antioxidante que protege los lipidos frente al dafio oxidativo y
mantiene otros antioxidantes en sus formas reducidas (Beyer,
1994; Kagan et al., 1990). Estudios in vitro realizado en particulas
submitocondriales, han revelado que el ubiquinol es capaz de inhibir la
peroxidacion (Takayanagi et al., 1980) pero atin no es bien establecido
si la CoQ es capaz de prevenir la peroxidacion lipidica en el resto de
membranas celulares (Ernster and Dallner, 1995). Diversos estudios
enfocados a conocer su mecanismo de accion sugieren que CoQH;

actta a nivel de la iniciacion de la peroxidacion lipidica impidiendo la
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formacion del radical peroxil (LOO) en contraposicion a la vitamina E

que actia depurando estos radicales ( Figura 7).

Otros estudios también muestra como la CoQH; puede prevenir
de la oxidacion a proteinas (Forsmark-Andree et al., 1995; Forsmark-
Andree et al., 1996), como también al ADN, tanto in vitro como in vivo

(Ernster and Dallner, 1995; Tomasetti et al., 1999).

Fe"-():-' CoQH, NADPH
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LipDH
Fe’3*-H, 05 CoQH-~

TrxR
FTTL GR
0, L ‘ )
Propagation / CoQ NADP
LH. LOO_  CoQH,
VitE- O”X Asc or CoQH~
VitE-O Asc or CoQH,

N

Figura 7. Funcion antioxidante de la CoQ (Turunen et al., 2004).

4.5.0TRAS FUNCIONES CELULARES:

La membrana plasmatica de la mayoria de las células contienen
NADH oxidasas dependientes de CoQ, la cuales regulan el ratio
citosolico de NAD/NADH, la reduccion del ascorbido y el crecimiento
y diferenciacion celular (Bentinger et al., 2010). Se ha descrito también

que la CoQ actha como aceptor de electrones en la reaccion

23



Introduccion

catalizada por la dihidroorotato deshidrogenasa dentro de la ruta de
sintesis de novo de pirimidinas (Jones, 1980). Ademas, la oxidacion
de la CoQ por la CTE es necesaria para laf -oxidacion por la
flavoproteina ubiquinona oxidoreductasa (EC 1.5.5.1), para transportar
equivalentes de reduccion desde el citoplasma a la glicerol fosfato
deshidrogenasa (EC 1.1.99.5), para el metabolismo de la glicina por la
colina deshidrogenasa (EC 1.1.99.1), metabolismo de la prolina y
arginina por la prolina deshidrogenasa (EC 1.5.99.8) asi como la

asimilacion del sulfuro por la sulfide CoQ reductasa (EC 1.8.99.1).

5. DEFICIENCIA EN CoQ.

La importancia de las funciones que desempeiia la CoQ en la
mitocondria la convierten en una molécula vital, cuyo déficit causa un

sindrome mitocondrial con un cuadro clinico heterogéneo.

Ogasahara y colbs. (Ogasahara et al., 1989) describieron los
primeros casos de deficiencia en CoQ en dos hermanos que tras un
desarrollo temprano normal mostraron intolerancia al ejercicio y
debilidad muscular en las piernas. A los cinco afios de edad ambos
presentaron mioglobinuria y afectacion cerebral e individualmente uno
sufria convulsiones y el otro sindrome cerebeloso. Tras el estudio en
biopsias musculares se detectd que estos pacientes padecian una
deficiencia severa de CoQ con un marcado defecto de la cadena
respiratoria mitocondrial. Ademas, se detectd la presencia de fibras
rojas rasgadas y acumulacion de gotas lipidicas en fibras de tipo I,

ambas caracteristicas propias de miopatias mitocondriales

24



Introduccion

Desde entonces, se han identificado y publicado mas 150
pacientes deficientes en CoQ con una gran diversidad de fenotipos
clinicos. La deficiencia en CoQ est4 asociada a un desorden autosomico
recesivo que se manifiesta con un cuadro clinico heterogéneo que se

pueden agrupar en cinco grandes fenotipos:

l. Encefalomiopatia caracterizada por afectacion cerebral y

mioglobinuria recurrente.

2. Desorden multisistémico infantil con encefalopatia

asociada usualmente a nefropatia y afectacion de otros

organos.
3. Ataxia cerebelosa con atrofia del cerebelo.
4. Miopatia aislada.
5. Sindrome nefrético resistente a esteroides.

La  manifestacion de  estos fenotipos suele  ser
predominantemente temprana (82% < 13 afios, incluyendo un 23% en
la infancia < 12 meses). Pero también se han identificado casos en la
adolescencia (7% entre 13-18 afios) asi como en la edad adulta (11% >

18 afios) (Emmanuele et al., 2012).

La deficiencia en CoQ puede estar causada por mutaciones en
genes involucrados directamente en su biosintesis, denominandose en
ese caso deficiencia primaria en CoQ. Dentro de este tipo se han
descrito a pacientes con defectos moleculares en PDSSI (Mollet et al.,
2007), PDSS2 (Lopez et al., 2006), COQ2 (Diomedi-Camassei et al.,
2007; Jakobs et al., 2013; Mollet et al., 2007; Quinzii et al., 2006),
COQ6 (Heeringa et al., 2011), COQ9 (Duncan et al., 2009), COQS8 o
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ADCK3 (Gerards et al., 2010; Horvath et al., 2012b; Liu et al., 2013;
Mollet et al., 2008) y ADCK4 (Ashraf et al., 2013)

También se han descrito mutaciones en genes que no estan
relacionados con la biosintesis de ubiquinona pero que dan lugar a
deficiencia en esta molécula, denominandose deficiencia secundaria de
CoQ. Las mutaciones identificadas hasta el momento son las halladas
en el gen de la apraxina (4PTX) causando ataxia y apraxia oculomotora
(Castellotti et al., 2011; Quinzii et al., 2005), el gen de la flavoproteina
deshidrogenasa de transferencia de electrones (ETF-DH) causando
miopatia aislada(Gempel et al., 2007) y el gen BRAF causando un

sindrome cardiofaciocutaneo (Aeby et al., 2007).

Ademads, se han descrito deficiencias en CoQ asociadas a
mutaciones en el DNA mitocondrial (Quinzii and Hirano, 2011),
asociadas a otras enfermedades como MELAS y fibromialgia (Garrido-
Maraver et al., 2012), asi como debido a un efecto secundario del

tratamiento con estatinas (Mugoni et al., 2013).

5.1.MECANISMOS PATOLOGICOS ASOCIADOS A LA
DEFICIENCIA EN COQ: ESTUDIOS EXPERIMENTALES.

Para entender las consecuencias fisiopatologicas de la
deficiencia en CoQ,p, en la ultima década se han realizado algunos
estudios en fibroblastos de pacientes con deficiencia en CoQjo. En
primer lugar, Geromel y colbs. (Geromel et al., 2001) mostraron que
los fibroblastos de dos hermanos con deficiencia en CoQ;o de etiologia
genética desconocida presentaban defectos leves en la respiracion
mitocondrial y en la tasa de crecimiento, pero no encontraron

evidencias de aumento de produccion de anién superoxido,
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peroxidacion lipidica o apoptosis. Algo mas tarde, Lopez-Martin y
colbs. demostraron que los fibroblastos de los dos hermanos con
mutacion en COQ2 (Quinzii et al., 2006) presentaban un déficit
enzimatico de los complejos mitocondriales dependientes de CoQ. La
deficiencia de CoQ;o fue acompanada por una reduccién en el ritmo de
crecimiento celular que fue normalizado tras el tratamiento durante 24h
con CoQjo (10 uM) (Lopez-Martin et al., 2007). Por otro lado, en el
laboratorio del Dr. Hirano se realiz6 un estudio utilizando fibroblastos
con mutaciones descritas previamente, esto es, COQ2 (Diomedi-
Camassei et al., 2007; Quinzii et al., 2006), PDSS2 (Lopez et al., 2006)
y COQ9 (Duncan et al, 2009). En condiciones metabdlicas
dependientes de la fosforilacion oxidativa, los resultados mostraron
claras diferencias entre mutantes, esto es, los mutantes en PDSS2 y
COQY, con un 10-15 % de CoQ,¢, mostraron una marcada reduccion de
sintesis de ATP, pero apenas signos de estrés oxidativo o alteraciones
de los sistemas antioxidantes. Por el contrario, los mutantes en COQ2,
con un 30-50 % de CoQ;9, mostraron una reduccion parcial en la
sintesis de ATP y un aumento significativo en la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS), acompafiado de oxidacion de
lipidos y proteinas y muerte celular (Quinzii et al., 2010; Quinzii et al.,
2008). La relacion entre niveles de CoQ, defecto bionergético y estrés
oxidativo se ha confirmado también a través de la inhibicion
farmacologica de la biosintesis de CoQ con anélogos de 4-HB (Quinzii,
Plos One 2013; Duberley KE, J Inherit Metab Dis 2013) Asimismo,
Rodriguez-Hernandez y colbs. (Rodriguez-Hernandez et al., 2009)
confirmaron que fibroblastos de pacientes con deficiencia en CoQjo
(30%) debida a mutaciéon en COQ?2 tienen un incremento de ROS.

Ademas, mostraron que en dichos fibroblastos hay una activacion del
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poro de transicion mitocondrial que desencadena en apoptosis y que
hay una induccién de los mecanismos de autofagia que actuarian como

proteccion frente a la apoptosis.

Para superar las limitaciones de los sistemas in vitro, es decir,
la escasa informacion que proporcionan acerca de las especificidades
de tejido, en 2001 se publico por dos grupos independientes el primer
modelo de raton deficiente en ubiquinona debido a la ausencia del gen
Coq7 (Levavasseur et al., 2001; Nakai et al., 2001), el cual codifica la
proteina Coq7, una enzima que, como hemos mencionado, cataliza la
hidroxilacion de la demetoxiubiquinona (DMQ) produciendo 5-
hydroxy-UQ (Figura 3) (Stenmark et al., 2001). Desafortunadamente,
el raton knock-out (KO) para Coq7 fue embrionicamente letal (menos
de 10,5 dias) a causa de un fallo en la neurogénesis (Nakai et al., 2001).
Los estudios de microscopia electronica mostraron mitocondrias
alargadas con lisosomas alargados que contenian restos de membranas
mitocondriales (Nakai et al.,, 2001). Los estudios bioquimicos
mostraron que la ausencia de Coq7 provocaba la acumulacién de DMQ
(Levavasseur et al., 2001; Nakai et al., 2001). Curiosamente, la
respiracion mitocondrial disminuia s6lo un 40 % a pesar de la ausencia
total de ubiquinona y la letalidad embrionica (Levavasseur et al., 2001),
lo que sugiere que la DMQ podria poseer cierta funcionalidad en el
transporte de electrones. Sin embargo, en levaduras la DMQ no
muestra capacidad para funcionar como trasportador electronico, ya sea
en la cadena respiratoria mitocondrial o como agente antioxidante
(Padilla et al., 2004). Por tanto, cabe pensar que otras funciones de la
ubiquinona podrian contribuir significativamente a la patogénesis de la
deficiencia en ubiquinona. En cualquier caso, la patogénesis

mitocondrial de estos ratones fue confirmada por el grupo del Dr.
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Shirasawa, mostrando que en las células embrionarias de estos ratones
habia un incremento significativo de apoptosis y una reduccion en el
potencial de membrana y en los niveles de ATP, lo cual fue
parcialmente restaurado con el suplemento de 25 uM de CoQo

hidrosoluble durante 5 horas (Takahashi et al., 2008).

Por otro lado, hace mas de tres décadas una cepa de ratones
CBA/CaH desarrolld espontdneamente una nefritis intersticial que
desencadenaba en fallo renal y muerte a los 5-7 meses de edad (Lyon
and Hulse, 1971). En 2004, se identifico en esta cepa una mutacion
homocigota en Pdss2 (Peng et al., 2004). El fallo renal parece ser la
caracteristica clinica més importante y apreciable en estos ratones
(Pdss2"”*), si bien se han detectado también defectos ultraestructurales
de las mitocondrias de hepatocitos y cardiomiocitos, ademas de pérdida
de neuronas dopaminérgicas en la sustancia negra (Peng et al., 2004;
Ziegler et al., 2011). Trabajos posteriores mostraron deficiencia de
ubiquinona en higado y rifién, asi como defectos funcionales de la
mitocondria en dichos tejidos (Peng et al., 2008). Los mecanismos de
este efecto, por el contrario, no se estudiaron (Fernandes et al., 1978).
Finalmente, hay que mencionar que recientemente se han generado dos
ratones KO condicional para Pdss2 especificos de cerebelo (Lu et al.,
2011). En un caso, el ratobn murié durante el desarrollo embrionario
mientras que en el otro desarrolld ataxia cerebelosa a los 9,5 meses. Sin
embargo, en ningin caso se determind los niveles de CoQ a las
distintas edades, lo que hace dificultosa la interpretacion de los

resultados (Lu et al., 2011).
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5.2. TRATAMIENTO EXPERIMENTAL DE LA
DEFICIENCIA EN COQ.

El tratamiento 16gico y racional para la deficiencia en CoQ es el
suplemento exogeno de ubiquinona-10. En este sentido, Rodriguez-
Hernéndez y colbs. (Rodriguez-Hernandez et al., 2009) encontraron un
leve aumento de la actividad del complejo II+III en los fibroblastos
deficientes en CoQ tras el tratamiento con 100 uM de ubiquinona-10
durante 72 horas (Rodriguez-Hernandez et al., 2009). En esta misma
linea, Lopez y colbs. encontraron que la bioenergética celular solo se
normalizo en tres fibroblastos deficientes en CoQ;¢ (con mutaciones en
PDSS2 (Lopez et al., 2006), COQ2 (Quinzii et al., 2006) y COQ9
(Duncan et al., 2009)) tras la administracion de 5 uM de ubiquinona-10
durante 1 semana pero no durante 24 h (Lopez et al., 2010). Por el
contrario, el tratamiento con analogos de ubiquinona de cadena corta
como CoQ, e idebenona no tuvo efectos sobre la bioenergética
mitocondrial (Lopez et al., 2010) . En consecuencia, el resultado de este
estudio in vitro sugiere que las deficiencias primarias en CoQ;o deben
ser tratadas con altas concentraciones de suplemento oral de
ubiquinona-10 pero no con analogos de ubiquinona de cadena corta
(idebenona o CoQ,). Ademas, la administracion complementaria de
antioxidantes de alta biodisponibilidad puede ser considerado si existe
estrés oxidativo (Lopez et al., 2010). En cualquier caso, los resultados
de este estudio conducen a la busqueda de terapias alternativas que
puedan aumentar la eficacia del tratamiento dado que el caracter

lipofilico de la CoQ, limita en exceso sus posibilidades terapéuticas.

kd/kd
2 /]

El tratamiento de ratones Pdss con ubiquinona-10

hidrosoluble a dosis de 200-400 mg/kg b.w./dia administrada en el agua
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de bebida mostré un ligero descenso del contenido de albtimina en la
orina asi como del grado de nefritis (Saiki et al., 2008a), si bien hubo
variabilidad en los resultados y los niveles de CoQjo (y CoQy), ya que
no aumentaron en rifidn tras el tratamiento, lo que hizo sugerir a los
autores, sin datos aparentes, que el efecto beneficioso del tratamiento
era por una reduccion del estrés oxidativo (Saiki et al., 2008a). Por otro
lado, el tratamiento con probucol si aumento los niveles de CoQy y
CoQyo en rifiones e higado de ratones Pdss2*”* lo que indujo una
mejora en la nefritis mas evidente que con el suplemento exdgeno con
ubiquinona-10 (Falk et al., 2011). Sin embargo, ninguno de los estudios
mostraron los efectos de los tratamientos sobre la supervivencia de los
ratones Pdss2 (Falk et al., 2011; Saiki et al., 2008a). Este dato si se
mostrd en el estudio de Fernandes y colbs., en el cual sometieron a los

ratones Pdss2*/

a distintos regimenes de restriccion calorica,
obteniendo un 100% de supervivencia en ratones Pdss2*/** con ingesta

8 calorias/dia en dieta con 22% de proteinas (Fernandes et al., 1978).

6. TERAPIAS EN PACIENTES DEFIENCIENTES EN COQ.

La deficiencia primaria en CoQ es una de las pocas
enfermedades mitocondriales que dispone de una terapia con cierto
grado de éxito. Este tratamiento es el suplemento exdgeno con
ubiquinona-10, si bien la respuesta al tratamiento es muy variable entre
pacientes, siendo en ciertos casos inefectiva, especialmente en aquellos

pacientes con sintomas neuroldgicos

Algunos autores han descrito que altas concentraciones de
CoQo pueden parar la progresion de la encefalopatia en un paciente

con la variante multisistémica de la enfermedad. (Rotig et al., 2000;
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Salviati et al., 2005). En 2008 se describi6 otro caso con mutacion en el
gen COQ2 y que respondi6 de forma positiva al suplemento con
ubiquinona-10 (Montini et al., 2008). Ademas, parece clara la
importancia de una administracion temprana del tratamiento basado en
un diagnodstico rapido. De la misma forma, seis pacientes que
presentaban miopatia pura mejoraron después del suplemento con
ubiquinona-10 (Di Giovanni et al., 2001; Gempel et al., 2007), mientras
que otros dos pacientes con mutaciones en el gen ETFDH mejoro6 solo

con la adicion de un tratamiento con riboflavina (Gempel et al., 2007).

Por el contrario, el suplemento con ubiquinona-10 parece menos
efectivo en algunas formas de ataxia, como las causadas por la
mutacion en el gen ADCKS3. Este es el caso de un paciente descrito por
Mollet y colbs donde la terapia no tuvo un efecto apreciable (Mollet et
al., 2008) o el de otro paciente que solo mejord levemente (Lagier-
Tourenne et al., 2008). De la misma forma, un paciente homocigoto
para la mutacion del gen COQ9 experimenté una disminucién del
lactato en sangre durante la terapia con ubiquinona-10 pero no frend el
progreso del trastorno neuroldgico y cardiaco, no evitando, por tanto, la

muerte a los dos anos de vida (Duncan et al., 2009).

El motivo por el que el tratamiento fracasa en algunos casos no
estd claro. Un aspecto clave, como ya hemos mencionado, seria la
detecciéon temprana de la enfermedad que posibilitaria un inicio
temprano del tratamiento. La dosis Optima y la formulacion usada para
los suplementos seria otro factor a considerar. Segun las experiencias
clinicas de los ultimos afos, actualmente la dosis recomendada es de
2400 mg diarios en adultos y hasta 30 mg/kg/dia administrado en 3

dosis al dia en nifios (Emmanuelle et al., 2012). Otro aspecto
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importante a tener en cuenta en la ineficiencia de la terapia es la
absorcion de la CoQo cuando se administra exégenamente via oral.
Por esta razén, algunos grupos de investigacion y empresas
farmacéuticas han trabajado para encontrar una formulacion que mejore
la absorcion de la CoQ;o cuando se administra por via oral (Bhagavan

and Chopra, 2007).
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Hipotesis y Objetivos

La CoQ es una molécula lipofilica que se encuentra presente en
todas las membranas celulares y que se sintetiza endogenamente en la
mitocondria a través de una ruta compleja de la que ignoramos algunos
pasos y en la que desconocemos las funciones de algunas proteinas
involucradas en dicha ruta. Entre estas proteinas estd Coq9, la cual
pensamos que deberia tener un papel regulatorio de acuerdo a los
estudios realizados en levaduras. Una vez sintetizada, la CoQ participa
en diferentes reacciones redox fundamentales en el metabolismo
celular. Por ello, un déficit en la biosintesis de CoQ) esta asociado a un
sindrome autosdmico recesivo que se manifiesta con un cuadro clinico
heterogéneo. La razén de esta variabilidad clinica no se conoce pero
algunos factores tejido-especificos parecen ser claves, entre ellos, la
formacion y estabilidad de los supercomplejos mitocondriales cuyas
variaciones pueden dar lugar a defectos bioenergéticos, y el grado de

dafio oxidativo y muerte celular.

Por otro lado, es importante destacar que un alto porcentaje de
los tratamientos con suplemento exdgeno de ubiquinona-10 en los
pacientes con defecto molecular identificado fracasa en su proposito,
especialmente aquellos pacientes con sintomas neurologicos. Este
fracaso podria deberse, ademés de por la propia heterogeneidad clinica,
a la baja absorcion y biodisponibilidad de la ubiquinona-10
administrada exdégenamente por via oral, lo que limita el aumento
intramitocondrial de CoQ), especialmente en cerebro y cerebelo por la
dificultad extra de atravesar la barrera hematoencefalica. Por ello, es
critico evaluar estrategias terapéuticas que puedan aumentar la
efectividad del tratamiento. En este sentido, la administracion de

ubiquinona-10 en estado reducido, ubiquinol-10, podria aumentar la
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absorcion y biodisponibilidad de la molécula. Asimismo, formulaciones
hidrosolubles basadas en la adicion de dextrinas podrian también

aumentar la absorcion y biodisponibilidad de la molécula.

Para valorar estas hipotesis nos planteamos los siguientes

objetivos:

1.- Generar un modelo animal viable que permita estudiar la
funcién de la proteina Coq9. Este modelo consistird en un raton Knock-
in que posee dos mutaciones puntuales en el gen Cog9 (ratén Cog9™™),

de manera similar a las identificadas en un paciente deficiente en CoQ.

2.- Realizar una caracterizacion bioquimica, molecular,
histopatologica y fenotipica del raton Cog9™*, identificando diferencias
entre tejidos y centrando fundamentalmente el estudio en aspectos de

bioenergética mitocondrial, estrés oxidativo y muerte celular.

3.- Evaluar el tratamiento de formulaciones solubles en agua de

ubiquinona-10 y ubiquinol-10.
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Material y Métodos

1. GENERACION DEL RATON KNOCK-IN R239X PARA
EL GEN Coq9.

La linea de ratones knock-in para el gen COQ9 usada en este
estudio se generd por la empresa “InGenious Targeting Laboratory”
(Stony Brook, NY, USA) basandose en la informacién descrita

previamente de la mutacion identificada en humanos.

El gen Cog9 de ratén (GenBank Accession NP _080728) esta
compuesto por 9 exones en el cromosoma 8§ y se predice que produce
una proteina de 313 aminoacidos (UniProtKB/Swiss-Prot Q8K 1Z0). En
el humano, el gen COQ9 (GenBank Accession NP_064708) esta
compuesto por 9 exones en el cromosoma 16 y se predice que produce
una proteina de 318 aminodcidos (UniProtKB/Swiss-Prot 075208).
Ambas proteinas tienen un 90,9 % de identidad, incluyendo la Arginina
en la posicion 244 en humanos y 239 en raton y poseen la secuencia

target de importacion a mitocondria.

Debido a que la completa ausencia del gen COQ9 podria ser
embrionicamente letal, tal y como ocurre en los ratones knock-out para
el gen COQY7, para el presente estudio se gener6 un raton knock-in con
una mutacion homoéloga a la encontrada en humanos (Duncan et al.,
2009),basada en una transicion C > T en la posicion 730 del ADNc
(CCDS32459.1), prediciendo un codon de parada prematuro, R244X,
en el exon 7, truncando los 75 aminoacidos terminales de la proteina.
Para reproducir esto en el raton habria que introducir una transicion C >

T en la posicion 715 y T > A en la posicion 717 del ADNc
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(CCDS22550.1), lo que predice un codon de parada prematuro, R239X,

en el ex6n 7, truncando los 75 aminodcidos terminales de la proteina.

Los pasos para generar los ratones fueron los siguiente:

- Clonaje y construccion del vector: esto incluye el analisis de la
estructura del gen, el disefio de la estrategia de rastreo, diseno de la
sonda, construccion y confirmacion, aislamiento y confirmacion del
clon gendomico BAC, inserciéon del vector y conformacion de la
mutacién puntual y selecciéon con neomicina y preparacion del DNA
para la electroporacion.
- Electroporacién de las células madres embrionarias con el vector
y trabajo de cultivo celular para aislar los clones resistentes a
antibidtico.

- Rastreo de los clones de células madres embrionarias para
identificar los positivos, incluyendo la preparacion del DNA de clones
individuales y su confirmacion.
- Microinyeccion de blastocitos de células madres embrionarias,

implantacion de blastocitos y nacimiento de las quimeras.

- Cruce de los individuos heterocigotos resultantes con ratones
FLPe con el fin de eliminar el Neo cassete. El trasgen FLPe es

eliminado en cruces posteriores.

Para generar la mutacion puntual se usan unos primers (anexo

1.1) distintos que los usados para realizar el screener (anexo 1.2).
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2. ANIMALES Y GRUPOS EXPERIMENTALES.

Los animales se estabularon en el servicio de experimentacion
animal del Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de
Granada, en zona SPF y bajo un ambiente controlado de fotoperiodo
(un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad) y temperatura (22°C). El acceso
al agua fue continuo durante todos los experimentos. Los ratones

utilizados tienen una edad comprendida entre 1-6 meses.
Los grupos experimentales usados son los siguientes:

* Ratones wild-type o Cog9"""

* Ratones homocigotos Cog9™*

* Ratones homocigotos Cog9**+ Vehiculo
* Ratones homocigotos Cog9"*+ Qo

* Ratones homocigotos Cog9"* + QoHa

El tratamiento consiste en la administracion de wvehiculo,
ubiquinona-10 o ubiquinol-10 en el agua de bebida a una dosis de 240
mg/kg/dia. El tratamiento comienza a la edad de 1 mes y finaliza a la
edad de 3 meses con su sacrificio. Tanto la ubiquinona-10 como el
ubiquinol-10 han sido proporcionados por Kaneka Corporation (Japon)
como una formulacion soluble en agua constituida por dextrinas, goma
ardbica y acido ascorbico. El tratamiento en el agua de bebida se

cambia dos veces por semana.

Todos los experimentos se realizaron de acuerdo a las normas

de experimentacion animal en Espafia establecidas en el RD53/2013.
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3. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE COQ, Y
COQio.

La determinacion de los componentes lipidos fue llevada a cabo
mediante la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, del inglés
“high performance liquid chromatography”) acoplada a un detector

electroquimico (HPLC-EQ) (Lopez et al., 2010).

3.1.Extraccion de las quinonas contenida en tejidos y plasma.

La extraccion de las quinonas se realizo a partir de 20-40 mg de
tejidos como cerebro, cerebelo, higado o musculo esquelético y de 10
mg para rindn o corazoén. Todas las muestras se homogenizan en 350 pl
de agua miliQ a 11.000 rpm con un homogeneizador de cristal-teflon
(Stuart Scientific). El homogenado obtenido se sonica (Sonuplus HD-
2070) para romper las membranas mitocondriales y de ¢l se separan: 10
ul para determinar la concentracion de proteinas (Bradford et al.) y 50
pul que se transfieren a un eppendorf que contiene 950 ul de 1-
propanol.La mezcla resultante se agita durante 2 minutos en “vortex” y
se centrifuga a 11300 g durante 5 minutos. Para la determinacion
cromatografica se utilizan 200 pl del sobrenadante obtenido y se
transfiere a un vial de HPLC para su inyeccion (dependiendo del tejido

sera necesario realizar una dilucion adicional con 1-propanol).

3.2.Extraccion de las quinonas en mitocondrias aisladas.

De cada fraccion mitocondrial, previamente extraida, se toma el
volumen necesario para tener 100 pg de mitocondrias, se transfieren a

un eppendorf de 1,5 ml y se resuspenden en 990 pl de H,O milliQ.
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A continuacién, las muestras se transfieren a un tubo de vidrio
con tapeo de rosca que contiene 1 ml de SDS 0,1 M. Tras agitar
brevemente la mezcla se afiade 1 ml de etanol y 2 ml de hexano, se
agita durante 2 minutos en “vortex” (rompiendo asi las membranas
mitocondriales) y se centrifuga a 2000 g durante 5 minutos. La fase
superior resultante, que contiene las quinonas y el hexano, se transfiere
a un vial de centelleo con pipetas Pasteur de vidrio (con cuidado de no
coger nada de la fase inferior). A la fase inferior que queda en el tubo
de vidrio se le anade 2,5 ml de hexano, se agita en “vortex” durante 1
minuto y se vuelve a centrifugar a 2000 g durante 5 minutos. La fase
superior resultante se transfiere al mismo vial de centelleo con pipetas
Pasteur de vidrio sumandose a la anterior y el extracto de hexano se
evapora con un flujo leve de Nitrogeno gas. Finalmente, se afiade 150
ul de 1-propanol al tubo de centelleo con el residuo lipidico, se mezcla
con agitacion suave y se transfiere a un vial de HPLC para su

inyeccion.

3.3. Cuantificacion de los componentes quinonicos.

Los componentes lipidicos de los extractos se separan en un
sistema HPLC Gilson equipado con una columna Symmetry® C18 3.5
pm, 4,6x150 mm (Waters) en fase reversa y usando una fase movil

(anexo 2.1) a un flujo de 0.9 ml/min.

Las quinonas se cuantifican con un detector electroquimico
ESA Coulochem III (ECD) y una célula analitica 2010 (E1, -600 mV;
E2, +350 mM). Las hidroquinonas presentes en las muestras se oxidan

previamente con una célula de guarda dispuesta en modo oxidado (E

+900 mV)
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Las quinonas se identifican a partir de los tiempos de retencion
de los estandares individuales y realizando una curva patrén (0, 25, 100
y 300 ng/ml). Finalmente, los resultados se integran el software del

sistema HPLC (Titulion) y se obtienen los valores en ng CoQ/ml.

4. Analisis de metabolitos intermediarios mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometro de masas
MS/MS).

Los extractos lipidicos se obtienen por el mismo procedimiento
descrito para la cuantificacion de CoQ. Las muestras se analizan
usando un sistema de cromatografia liquida de alta calidad acoplado a
un detector Xevo TOS de espectrometro de masas (MS/MS) con espray
de ionizacion (Waters Corportation). La columna analitica de
separacion usa es una BEH C18, 1.7um, 2.1 x 50 mm (Waters,

Espafia).

La fase movil utilizada consiste en metanol y 5 mM de acetato
de amonio con un flujo constante de 0.3 m/min. Las temperaturas de
secado y nebulizacion aplicadas son de 150 y 300 °C respectivamente.
El nitrogeno se usa como gas de secado (150 I/h) y como gas de
nebulizaciés (500 1/h), mientras que el argébn se usa como gas de
colision (0.14 ml/min). El andlisis de espectrometria de masas se
realiza en modo de barrido de masa, restringiéndolo entre 600 y 950

uma para mejorar la sensibilidad del analisis.
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5. EVALUACION DE LA FORMACION Y/O
ESTABILIDAD DE LOS SC POR BNGE.

5.1. Aislamiento de fraccion mitocondrial de tejidos de ratén.

Tras sacrificar a los animales, se extraen rdpidamente cerebro,
cerebelo, rifion, higado, musculo esquelético y corazoén, se lavan en
solucion salina y se homogenizan en un homogeneizador de cristal-

teflon (Stuart Scientific).

Rifion e higado se homogenizan (1:4 p/v) en medio de
homogenizacion A (anexo 2.2) ; cerebro y cerebelo se homogenizan
(1:5 p/v) en medio de homogenizacion A que ademas contiene
albumina libre de acidos grasos al 0.2%; el corazon se homogeniza a
(1:10 p/v) en medio de homogenizaciéon B (anexo 2.3) ; y musculo
esquelético se homogeniza a (1:20 p/v) en medio de homogenizacion C
(anexo 2.4). Todos los tejidos se homogenizan a 600 rpm, excepto
cerebro y cerebelo que se homogenizan a 500 rpm. Todo el proceso se

realiza en hielo para mantener una temperatura de 4°C.

Los homogenados obtenidos de cerebro, cerebelo, rifion, higado
y corazon se centrifugan a 1.000 g durante 5 minutos a 4°C. El
sobrenadante obtenido se centrifuga a 14.400 g durante 2 minutos a 4°

C del que se obtiene el pellet mitocondrial.

El homogenado resultante de musculo esquelético se centrifuga
a 600 g durante 10 minutos a 4° C. El sobrenadante (S1) se reserva en
hielo y el pellet se resuspende en 8 volimenes de medio C y se
centrifuga a 600 g durante 10 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido

(S2) se combina con el anterior (S1) y se centrifuga a 17.000 g durante
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10 minutos a 4°C. El pellet obtenido se resuspende en 10 volimenes de
medio A y se centrifuga a 7.000 g durante 10 minutos a 4°C. El nuevo
pellet se resuspende en 1 volumen de medio D (anexo 2.5) y se

centrifuga a 3.000 g durante 10 minutos a 4°C.

Los pellets mitocondriales de todos los tejidos se resuspenden
en 75 pl (corazén y cerebelo), 120 ul (musculo esquelético, rindn y
cerebro) y 700 pl (higado) de los correspondientes medios de
homogenizacion. Una alicuota de cada muestra se reserva para la
determinacion de proteinas y el resto se almacenan a -80°C para su

posterior uso.

5.2.Preparacion del gel de “Blue Native” de primera dimensién
(1D).

La primera dimension se realizo utilizando geles de Acrilamida:

Bis-acrilamida en condiciones no desnaturalizantes.

Para subfraccionar las proteinas mitocondriales en los distintos
complejos de la cadena respiratoria, el gel se prepar6é en gradiente de
poliacrilamida del 3% al 13% (anexo 3.1) que permite una mayor
resolucion para el peso molecular de las proteinas de interés. Para ello
se utilizé un formador de gradientes acoplado a una bomba de vacio

(Minipuls3, Gilson) a un flujo constante de 17.

5.3.Preparaciéon de las muestras para Blue Native Gel
Electroforesis.

En primer lugar, de las alicuotas obtenidas se toman el volumen
necesario para tener 100 pg de mitocondrias y se centrifugan a 17.000 g

durante 3 minutos a 4°C. Los pellets mitocondriales se resuspenden en
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un medio especifico para mitocondrias (anexo 2.8) para obtener una
concentracion de mitocondrias de 10 mg/ml. A continuacion las
proteinas de membranas se solubilizan por la adicion de digitonina

(4g/g) e incuban durante 5 minutos en hielo.

Después de centrifugar a 17.000 g durante 30 minutos a 4°C, el
sobrenadante se transfirié a otro tubo al que se le afiade 3 pl de tampon
de carga (anexo 2.9), quedando las muestras preparadas para cargar en
el gel de electroforesis. Se cargan aproximadamente 100 pg de

proteinas por calle.

5.4.Electroforesis desnaturalizante.

Tras cargar las muestras, se inicia la electroforesis en el sistema
electroforético Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-rad). Para facilitar la
entrada de las proteinas en el gel concentrador la electroforesis se inicia
a 90 V durante 30 min y se aumenta a 300 V durante 1:15 hora una vez
las proteinas hayan penetrado en el gel separador. Durante todo el

proceso el amperaje se limita a 15 mA/gel y se realiza a 4°C.

Para retirar el exceso de Serva Blue G, que puede interferir en pasos
posteriores del ensayo, se cambia el Buffer Catodo A por el Buffer
Catodo B, una vez el frente haya migrado las dos terceras partes del

gel.

Una vez acabada la electroforesis, el gel fue utilizado para su
transferencia a membrana de PVDF e inmunodeteccion de las
subunidades de los diferentes complejos y para la medida de la

actividad NADH Deshidrogenasa en Gel o “In Gel Activity”,
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5.5. Transferencia e inmunodeteccion.

Las proteinas se transfieren a membranas de PVDF
(Inmobilon ®-P, Milliporte) mediante el sistema Trans-Blot SD
Transfer Cell (Bio-Rad) aplicando un voltaje constante de 100 V

durante lhora a 4°C.

Para la transferencia, se coloca el gel y la membrana, que es
pre-tratada con metanol durante 1 min, entre dos papeles Whatman

humedecidos con tampon de transferencia (anexo 2.10).

Posteriormente, las membranas se hibridaron con anticuerpos
especificos de las proteinas de interés (anexo 4.1) y las sefales se
detectan empleando el sistema “Enzyme Chemiluminescence Plus”
(ECL plus) (GE Healthcare).

Las cuantificacion de las bandas se realiza en un escaner Image

Station 2000R (Kodak, Spain) y el software usado fue Kodak 1D 3.6.

5.6.Ensayo de Actividad NADH Deshidrogenasa en Gel o “In
Gel Activity”.

Para llevar a cabo la medida de la actividad del complejo I
mitocondrial, se utiliza el protocolo previamente descrito por Nijtmans,

y colbs. con ligeras modificaciones (Artal-Sanz et al., 2003).

Se trata de una técnica colorimétrica basada en la oxidacion del
NADH que conlleva a la reducciéon del NBT que se hace insoluble y

precipita dejando un deposito de color violeta en el sitio catalitico del
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complejo I, lo que permite medir la actividad relativa de la enzima

sobre el gel.

Los geles nativos de primera dimension, se incuban con
solucion /n gel (anexo 2.11) a temperatura ambiente y en oscuridad

durante 1 hr.

6. PREPARACION DE MUESTRAS Y ANALISIS DE
WESTERN-BLOT.

Se lleva a cabo en homogenado, fraccién mitocondrial y nuclear
de cerebro y corazon. La obtencion de homogenado de ambos tejidos se
realiza homogenizando, una vez extraido del animal, en solucion de
homogenizacion A (anexo 2.12) en un homogeneizador de cristal-
teflon (Stuart Scientific, mod. SS2) a 11000 rpm. Posteriormente, el
homogenado se sonica y centrifuga a 1000 g durante 5 min a 4°C. El

sobrenadante resultante se usa para andlisis de western blot.

Para el aislamiento de mitocondrias de cerebro, una vez extraido
el tejido, se en homogeniza en solucion de homogenizacion B (anexo
2.13) en un homogeneizador de cristal-teflon a 600 rpm. Tras obtener
el homogenado se sonica y centrifuga a 1000 g durante 5 min a 4°C. El
sobrenadante se centrifuga a 17000 g durante 2 min a 4°C. El pellet
resultando, que contiene la fraccion mitocondrial, se lava en 1.5 ml de
solucion de homogenizacion B en las mismas condiciones a la tltima
centrifugacion. Finalmente el pellet obtenido se resuspende en 100 ul

de solucioén de homogenizacion A y se almacena a -80°C.

Para el aislamiento de fraccion nuclear de cerebro, tras su

extraccion, se lava en solucion salina y homogeniza en 0.5 ml solucion
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fosfatasa inhibidora (anexo 2.14) en un homogeneizador de teflon a
600 rpm. E1 homogenado obtenido se centrifuga a 300 g durante 5 min
a 4°C y el pellet obtenido se resuspende en 0.25 ml de tampdn isotonico
frio (anexo 2.15). Tras incubar la mezcla durante 15 min a 4°C se
afiaden 50 pl de IGEPAL al 10% y se centrifuga a 14000 g durante 1
min a 4°C. El pellet nuclear resultante se resuspende en 100 pl de
tampon de lisis (anexo 2.16) y se incuba durante 30 min a 4°C en
agitacion. Después de realizar un breve “vortex” se centrifuga a 14000
g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante resultante constituye la

fraccion nuclear, se hacen alicuotas y se almacena a -80°C.

Tras cargar las muestras, 40 pg de proteinas, se inicia la
electroforesis en geles homogéneos PhastGel™ del 12.5 usando un
sistema electroforético PhastSystem (GE Healthcare Europe GmbH,
Espana). Las proteinas se transfieren a membranas de nitrocelulosa (GE
Healthcare Europe GmbH, Espafia) e hibridadas con los anticuerpos de
interés (anexo 4.1). Las sefiales se detectan empleando el sistema

“Enzyme Chemiluminescence Plus” (ECL plus) (GE Healthcare).

Las cuantificacion de las bandas se realiza en un escaner Image

Station 2000R (Kodak, Spain) y el software usado fue Kodak 1D 3.6.

7. MEDIDA DE LA RESPIRACION MITOCONDRIAL.

Para medir la respiracion mitocondrial, es necesario que las
mitocondrias estén frescas e intactas. Por ello, tras sacrificar a los
animales, se extrae en hielo rapidamente cerebro, rindén, musculo

esquelético y corazon.

52



Material y Métodos

Musculo esquelético y corazéon se sumergen en solucion de
proteinasa K a una concentraciéon de Img/ml (30 s para corazén y 60 s
para musculo). Tras la corta incubacién para disgregar las fibras
musculares, ambos tejidos se homogenizan (proporcion 1:10 p/v) en
tampon de aislamiento (anexo 2.17) en un homogeneizador de cristal-
teflon a 800 rpm. El homogenado de cada tejido se centrifuga a 1.000 g
durante 5 minutos a 4°C (centrifuga Beckman Avanti™ 30, rotor de
angulo fijo F1010) y el sobrenadante resultante se centrifuga a 23000 g
durante 10 min a 4°C. El pellet mitocondrial obtenido de Ia
centrifugacion se resuspende en 1 mil de tampdén de aislamiento y se
vuelve a centrifugar a 13000 g durante 3 min a 4°C. De esta
centrifugacion se obtiene el pellet crudo mitocondrial final que se
resuspende en medio MiROS5 (anexo 2.18) El sobrenadante resultante
se resuspende en tampoén de aislamiento para determinar la
concentracion de proteinas y para el ensayo de la respiracion

mitocondrial.

El rifidon se homogeniza (proporcion 1:10 p/v) en solucion A de
respiracion (anexo 2.19) en un homogeneizador de cristal-teflon a 800
rpm. El homogenado obtenido se centrifuga a 500 g durante 7 min a
4°C y el sobrenadante resultante se centrifuga a 7800 g durante 10 min
a 4°C. Entonces el pellet obtenido se resuspende en solucion B (anexo
2.20) de respiracion y se reserva una alicuotas para determinacion de
proteinas. El resto de muestra se centrifuga a 6000 g durante 10 min a
4°C. De esta centrifugacion se obtiene un pellet que se resuspende en
solucion A de respiracion y se centrifuga nuevamente a 6000 g durante

10 min a 4°C. El pellet final crudo mitocondrial se resuspende en medio
MiROS.
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El cerebro se homogeniza (proporciéon 1:10 p/v) en solucion C
de respiracion (anexo 2.21) en un homogeneizador de cristal-teflon a
500 rpm. El homogenado obtenido se centrifuga a 13000 g durante 3
min a 4°C dando lugar a un pellet y un sobrenadante (S1) que se reserva
en hielo. El pellet se vuelve a resuspender en 5 ml de soluciéon A de
respiracion y se centrifuga a 13000 g durante 3 min a 4°C. De esta
centrifugacion se obtiene el sobrenadante (S2) que se combina con el
anterior y se centrifuga a 21200 g durante 10 min a 4°C. El pellet
mitocondrial de esta ultima centrifugacion se resuspende en 0.85 ml de
solucion A de respiracion que contiene 15% de Percoll. La mezcla se
transfiere a un tubo de ultracentrifuga que contiene un gradiente de
percoll formado por 1 ml al 40% y 1 ml al 23%. Finalmente, la mezcla
se somete a una centrifugacion de 63000 g durante 30 min a 4°C. La
fraccién mitocondrial pura se halla entre las fracciones de 23% y 40%
de percoll. Tras su recuperacion se realiza dos lavados con solucion A
de respiracion a 10300 g durante 10 min a 4°C y el pellet resultante se

suspende en medio MiROS5.

El consumo de oxigeno mitocondrial es medido
polarograficamente en un respirémetro de alta resolucion usando un
oxigrafo-2k OROBOROS. La respiracion en mitocondrias aisladas
(0.09 - 01 mg proteinas/ml en cerebro, 0.2 — 0.6 mg proteinas/ml en
rifiones; 0.01 — 0.03 mg de proteinas/ml en corazén, 0.01 — 0.03 mg
proteinas/ml en musculo esquelético) contenidas en 2 ml de medio
MiRO5 que previamente ha sido equilibrado en ambas camaras a 37°C
saturado con aire por agitacion a 750 rpm (se agita durante 30 minutos
antes de usar). La secuencia de medidas realizadas para los distintos
estados de respiracion es el siguiente: el consumo de oxigeno en el

estado 2 es medido en presencia de 10 mM de glutamato + 2 mM de
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malato (respiracion a través del complejo I) o 10 mM de succinato +
2.5 uM de rotenona (respiracion a través del complejo II); Entonces, la
maxima respiracion mitocondrial (estado 3) se estimula por la adicion
de 0.25 mM de ADP y éste se acaba en su totalidad se determina el

estado 4 en mitocondrias de cerebro.

En mitocondrias de rifidén, corazéon y musculo esquelético el
estado 4 se mide por la adicién de 3 mg/ml de oligomicina (estado 4o).
Los valores correspondientes al estado 3 o 4 se expresan pmol de O, /s
x mg proteina. El RCR (ratio de control respiratorio) es calculado

como el ratio del estado 3 y 4.

8. HISTOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA.

Tras sacrificar los animales, se extraen el cerebro, cerebelo,
rifidon, corazén, musculo esquelético e higado con mucho cuidado (para
no desorganizar la estructura tisular) y se fijan en formalina seguidos de
la inclusion en parafina en una estacion confinada para ello (modelo
EG1150H+C de Leica®). A partir de los bloques se obtuvieron
secciones de tejido en parafina de 4 pm de grosor mediante un
micrétomo semimotorizado (modelo RM 2145 de Leica®) y se

procesaron para su tincion.

Para la valoracion histologica de los tejidos se realizd una
técnica rutinaria con Hematoxilina-eosina (H&E) para determinar la
presencia de lesiones histologicas. Con la técnica de tricrémico de
Masson (TCM) se valord el tejido conjuntivo fibroso, que constituye un

mecanismo de respuesta a procesos inflamatorios. La técnica de Acido
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Periodico de Schiff (PAS) se utiliza para ver el grosor de las
membranas basales de los glomérulos, como indicador de lesion renal.
Y finalmente, la técnica de Luxol fast blue (LFB), usada por su
afinidad por los lipidos de la vaina de mielina y por tanto util para

detectar anomalias en el sistema nervioso.

Para la inmunohistoquimica, se evaluaron distintos anticuerpos
mediante la técnica de estreptavidina-biotina-peroxidasa. Los
anticuerpos junto con la casa comercial y referencia se detallan en el

anexo 4.2.

Para realizar la técnica de TUNEL se usa un kit comercial
(ApopTagw Plus Peroxidase in situ Apoptosis Detection Kit, Code:
S7101, Millipore)

9. DETERMINACION DEL CONTENIDO
INTRAMITOCONDRIAL DE LOS NUCLEOTIDOS
ADENILICOS.

Entre los diferentes métodos que se pueden usar para medir
moléculas de fosfato de alta energia, la cromatografia liquida de alta
resolucion muestra la ventaja de permitir la medida de todos los

nucledtidos fosforilados en un solo experimento.

Los niveles intramitocondriales de nucledtidos de adenina se
determinan por HPLC con una columna de intercambio i6nico ProPac
PA1 (4.6 x 250 mm, Dionex) y un gradiente binario de carbonato

amonico 0.3 M y agua (Pissarek y colbs., 19999).

Los animales se sacrifican por dislocacion cervical, y sus

cuerpos son congelados inmediatamente en nitrogeno liquido para
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evitar la rapida degradacion postmorten que pueden sufrir los
nucledtidos energéticos. Una vez congelado el ratoén se coloca en un
placa fria donde seran extraidos todos los tejidos. De éstos se extraen
50 mg de tejido y se homogenizan en 500 pl de acido perclorico 0.5 M
y se mantiene en hielo durante 10 minutos. Tras la incubacion en frio,
los homogenados se centrifugan a 25000 g durante 10 minutos a 4°C,
precipitando de este modo las proteinas (centrifuga Beckman Avanti
30). Los pellets obtenidos se congelan a -80°C para determinar la
concentracion de proteinas y cada sobrenadantes se mezcla con 4 pl de
carbonato potdsico 4 M para neutralizar el acido, centrifugando
seguidamente a 12000 g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenadante

obtenidos se usan para las medidas en HPLC.

Tras estabilizar la columna con fase movil (previamente filtrada
a tamafio de poro de 0.45 um), se inyectan 20 ul de cada muestra en el
sistema del HPLC. La composicion de la fase movil se describe en el
anexo 2.22. Las muestras corrieron a una tasa de flujo isocratico de 1.5
ml/min a través de una columna de fase reversa Kromasil® C18 (5 mm;

4.6 x 250 mm).

Para la calibracion, se usa agua como blanco y la curva estdndar
se realiza con las siguientes concentraciones de cada nucledtido (AMP,
ADP y ATP): 15 mM, 30 mM y 60 mM cuyos tiempos de retenciones
son 3.4, 6.9 y 11.8 minutos respectivamente. Las absorbancias de la
curva y de las muestras son medidas con un detector ultravioleta a 254
nm y la concentracion de cada nucleodtido en las muestras es calculada
segin el area de cada pico formado (Pissarek y colbs., 1999). Los

niveles de nucledtidos de adenina se expresan en nmol/mg de proteinas.

57



Material y Métodos

10. ACTIVIDADES DE LA CTE DEPENDIENTES DE COQ.

La medida de estas actividades se realiza en particulas
submitocondriales. Para su obtencidn, se extrae el volumen necesario
de muestras que contenga 100 pg proteinas y seguidamente son
suspendidas y sonicadas en 100 pl de 0.1 M de buffer fosfato, pH 7.5.

La medida de la actividad del complejo I+III se basa en la
reduccion del citocromo C y se mide, en presencia del buffer de
reaccion (anexo 2.23), a 550 nm (Kirby et al., 2007).

La actividad del complejo II+III, medida en presencia del buffer
de reaccion (anexo 2.24), se inicia con la adicion de 0.1 mM citocromo
C y la disminucion de la absorbancia es medida a 550 nm (Kirby et al.,
2007).

Los resultados se expresan, en ambas actividades, como nmol

cyt ¢ red/min/mg proteina.

11. CUANTIFICACION DE PROTEINAS.

La cantidad de proteina se determind mediante el método
de Bradford (Bradford 1975). Por duplicado medimos cada
muestra en placas de espectrofotometro donde se afaden 200 pl de
reactivo de Bradford y 10 pul de muestra. La mezcla se incuba
durante 10 minutos a temperatura ambiente, protegida de la luz

para que se pueda producir la reaccion y en suave agitacion.

La medida se lleva a cabo en un espectrofotometro de placas
(Bio-Tek Power-Wavey, Microplate Scanning Spectrophotometer) a
una longitud de onda de 595 nm. Previamente se realiz6 una recta

patrén con concentracion conocida de BSA (albimina de suero bovino)
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para poder estimar, por extrapolacion la concentracion proteica de toda

la bateria de muestras.

12. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos son expresados como la media = DE (desviacion
estandar) de 7 a 10 individuos por duplicado. Para comparar la media
entre los diferentes grupos se ha usado un analisis de la t de Student, o
una ANOVA de una via con un test post hoc de Tukey, considerando

un valor de P menor de 0.05 como estadisticamente significativo.
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1. GENERACION DEL RATON KNOCK-IN R239X PARA
EL GEN Coq9.

El gen COQ9 se identifico y caracterizé como un gen requerido
en la ruta biosintética de la CoQ en S. Cerevisae (Johnson et al., 2005).
Anos después, Duncan y colbs. (Duncan et al., 2009) identific6 un
paciente con deficiencia en CoQ,o que poseia dos mutaciones puntuales
en el gen COQY. A pesar de estos hallazgos, la funcion especifica de la

proteina Coq9 en la ruta biosintética sigue siendo desconocida.

Para estudiar la funcion de la Coq9p en mamiferos, hemos
generado un raton mutante para el gen Cog9. La Figura 8 muestra el
procedimiento llevado a cabo para generar la mutacion R239X (c.715
C>T and ¢.717>A) en células madres embrionicas (ES), la cual es
homologa a la mutacion detectada en humanos, es decir, el cambio
R244X (Duncan et al., 2009) (ver detalle en material y métodos). El
cruce de ratones heterocigotos (Cog9"™™) dio lugar a una distribucion
mendeliana normal de ratones wild-type (Cog9""), heterocigotos

(Cog9"") y homocigotos Knock-in (Cog9™™).

2. LA PROTEINA DISFUNCIONAL Coq9, LA CUAL
REGULA A Coq7, PRODUCE UNA DEFICIENCIA
GENERALIZADA EN COQ.

El gen murino Coq9 (GenBank Accession NP 080728) esta

compuesto por 9 exones y estd localizado en el cromosoma 8,
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Figura 8. Generacion del raton knock-in R239X para el gen Cog9. (A) Posicion de
los primers usados para generar la mutacion puntual. (B) Diana del vector para el gen
Cog9. (C) Confirmacion por PCR de la expansion de los clones. Los clones 121, 174,
242,264 y 331 se seleccionan para inyeccion. (D) Confirmacion de la integracion de
la mutacion puntual y el brazo corto de homologia. (E) PCR para detectar la delecion
del NeoCassete. ND= Neo delecion.
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codificando para una proteina de 313 aminoécidos (UniProtKB/Swiss-
Prot Q8K1Z0). Como resultado de la modificaciéon genética, la
prediccion es que el raton Cog9™™ produzca una proteina truncada que
pierde la una porcion de 75 aminoécidos en el extremo C-terminal. Para
confirmar la presencia de dicha proteina truncada en el raton mutante,
se realiz6 un estudio de inmunodeteccion usando un anticuerpo frente a
la region C-terminal de la proteina Coq9. Como era de esperar, se
detect6 una proteina de aproximadamente 21 kDa en el raton wild-type,
pero no el mutante (Figura 9A). Desafortunadamente, el anticuerpo
frente a la region N-terminal de la proteina Coq9 no estd disponible
comercialmente para este estudio, no pudiendo demostrar la presencia

de la proteina truncada en el mutante.

No obstante, si la proteina Coq9 estd involucrada en la
biosintesis de la CoQ, una proteina disfuncional produciria una
deficiencia severa de este lipido. Tras separar y cuantificar los
extractos de quinonas por HPLC, comprobamos que los ratones
Coq9" muestran una reduccion significativa de los niveles de CoQy (la
forma mayoritaria de ubiquinona en roedores) y CoQjo en los tejidos
estudiados (cerebro, cerebelo, corazodn, rifiones, musculo esquelético e
higado) comparados con los ratones Cog9"”" (Figura 9B y 10). El
porcentaje de reduccion fue ligeramente superior en rifiones, corazon,
cerebro y cerebelo, seguidos de musculo esquelético e higado
(Tablal). Estos resultados confirman que la Coq9p esté involucrada en

la ruta biosintética de la CoQ.
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Figura 9. Mutaciones en el gen Coq9 murino genera una proteina disfuncional y
deficiencia en CoQ generalizada. (A) Western blot representativo de la proteina
Coq9 en homogenado de corazon procedentes de ratones Cog9"" y Coq9™™. (B)
Niveles de CoQg en homogenado de tejidos procedentes de ratones Coq9+/ T(N=10) y
Cog9™" (N=10) a 1,3 y 5 meses de edad. Los datos son expresados como la media
+DE. * P <0.05; ** P <0.001; ***P < 0.005 vs. Cog9""".
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Curiosamente, en los cromatogramas de HPLC obtenido de los
mutantes, ademas de CoQq y CoQ o, se observa también la presencia de
dos picos anormales, cuyos tiempos de retencion fueron de 12.5y 17.6
minutos, inmediatamente anterior a los picos de CoQy (13.5 min) y
CoQjo (18.8 min) (Figura 11A y 12). Unos picos similares ya habian
sido observados con anterioridad en fibroblastos procedentes del
paciente con mutacion en el gen COQ9 (Duncan et al., 2009). Estos
picos podrian constituir intermediarios de la ruta biosintética de la CoQ
y, por consiguiente, identificarlos seria interesante para entender la
funcién de la proteina Coq9. Por ello, se procede a su aislamiento e
identificacion de estos picos por UPLC acoplado a un espectrometro de
masas. El espectro de masas del lipido con tiempo de retencion de 12.5
min mostr6 un pico de idn molecular [M + H] + de 765.7 que coincide
con uno de los metabolitos de la ruta Dbiosintética, la
Demetoxiubiquinona 9 (DMQy) (masa tedrica [C53H8003]= 764.61)
(Figura 11B). Todos los tejidos analizados en el mutante muestra
acumulacion de este metabolito, siendo el ratio CoQy/DMQy menor en

rifiones, corazén y musculo esquelético que en cerebro y cerebelo

(Figura 13).

La DMQq es el sustrato para la proteina Coq7, la cual cataliza su
hidroxilacion para producir 5-hidroxiubiquinona (Figura 3).
Previamente se ha descrito que los homocigotos del raton Knock-out
para el gen Coq7 acumulan DMQy y no producen CoQy (Levavasseur

et al., 2001; Nakai et al., 2001). Sin embargo, los tejidos procedentes.
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Figura 10. Mutaciones en el gen Coq9 murino genera deficiencia de CoQ
generalizada. Niveles de CoQjo en homogenado de tejidos de ratones Cog9"’"
(N=10) y CoqQX/X (N=10) a la edad de 1,3 y 5 meses de vida. Los datos son
expresados como la media £DE * P < 0.05; **P < 0.001; ***P < 0.005 vs. Cog9 """,
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del raton Knock-in Cog9"" contienen ambos metabolitos, DMQy y
CoQq. Por tanto, nuestros resultados sugieren que la proteina Coq9
podria regular de forma directa o indirecta a la Coq7p. El siguiente
paso fue, por tanto, cuantificar los niveles de la proteina Coq7 por
western-blot. Los resultados mostraron que los niveles de la proteina
Coq7 estaban reducidos significativamente en ratones Cog9™* en
comparacion con los C0q9+/ * (Figura 11C). Puesto que algunos
autores han propuesto en levaduras la existencia de un complejo
multiproteico de sintesis de CoQ, determinamos también los niveles de
otras 2 proteinas biosintéticas, Coqép y Adck3. Sin embargo, no se
observan cambios significativos en los niveles de Coq6p y Adck3,
sugiriendo que la reduccion de los niveles de Coq7p en los ratones
Coq9" seria por un mecanismo especifico de relacion entre Coq9p y

Coq7p.

3. LOS RATONES Co0g9Y* MANIFIESTAN SENALES
CLINICAS DE ENCEFALOMIOPATIA.

Los niveles reducidos de CoQ en diversos tejidos del raton
Coq9"™ recuerda a algunos casos clinicos asociados con la deficiencia
en CoQ en humanos (Emmanuele et al., 2012). Con objeto de

comprender la heterogeneidad clinica asociada a la deficiencia en
CoQ, realizamos en primer lugar una caracterizacion fenotipica e
histologica de este modelo experimental. Los ratones mutantes
homocigotos son claramente distinguibles de los ratones wild-type
(Emmanuele et al., 2012). Los ratones homocigotos Cog9™” tras su
nacimiento no presentan signos de anormalidad mostrando peso,

distribucion de sexos y crecimiento normal. A partir del primer mes de
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Tissue Age % CoQy % CoQ1o
1 mo. 12.3 19.2
Cerebrum 3 mo. 10.8 16.5
5 mo. 11.5 16.1
1 mo. 16.3 22.2
Cerebellum 3 mo. 10.5 16.6
5 mo. 10 18.8
1 mo. 14 29.7
Heart 3 mo. 9.5 9.8
5 mo. 8.3 12.6
1 mo. 9.3 15.5
Kidney 3 mo. 4.8 4
5 mo. 4 2.5
1 mo. 23.6 19.4
Liver 3 mo. 374 38.8
5 mo. 18.3 24
1 mo. 21.7 ND
Skeletal 3
muscle mo. 9 ND
5 mo. 11.7 ND

Tabla 1. Porcentaje residual de niveles de CoQy y CoQqo. Niveles residuales de

CoQy y CoQjg (%) en homogenado de tejidos de ratones Coq9X/X (N=10) respecto a

ratones Cog9""" a la edad de 1,3 y 5 meses de vida. ND= No detectable.

vida los ratones mutantes experimentan una pérdida de peso y tamano

corporal y tisular (Figura 14A-C). Curiosamente los ratones Cog9™"*
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sufren una pérdida del pelo corporal entre los dias 20-22 de vida
(Figura 14D), recuperandolo en su totalidad en el siguiente ciclo
piloso. Este hecho ya ha sido observado con anterioridad en un modelo
de raton deficiente para el complejo I (Kruse et al., 2008; Leong et al.,
2012).

El estudio de la actividad locomotora, evaluado por la capacidad
ambulatoria de los ratones en un circuito cerrado durante 30 minutos,
muestra que los ratones mutantes poseen una menor actividad que los
wild-type a los 3 meses de vida. Ademads, esta actividad es
significativamente menor a la edad de 5 meses (Figura 14E). Del
mismo modo, el nimero de levantamientos verticales efectuados sobre
las piernas traseras estan ligeramente disminuidos en los ratones
Coq9"* a la edad de 3 meses comparados con el raton Cog9"”" siendo
la disminucion significativamente menor a los 5 meses de edad (Figura

14F).

El analisis de los niveles de metabolitos en orina, como
albumina, creatinina, glucosa y magnesio, no mostr6 diferencias entre
ratones C0q9+/ Ty Cogq9” X (Tabla 2), descartando en principio el

fenotipo nefrotico.

Entre los 3 y 6 meses de vida, se observa que los ratones
Coq9”" desarrollan una rapida y progresiva paralisis de las
extremidades. Este hecho sugiere la implicacion del sistema nervioso
central en la patologia de la enfermedad. En dicho rango de edad (3-6
meses) todos los mutantes comienzan a manifestar un fenotipo con
sintomas moderados (SM) representado por pérdida de peso y ligeras

alteraciones de la marcha. Este fenotipo, en un estadio mas avanzado da
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Figura 11. La funcién de la proteina Coq9 en la ruta biosintética de la CoQ. (A)
Cromatograma de separacion y cuantificacion de CoQg y CoQg en cerebro de ratones
Coq9"* 1dentificacion de dos picos anormales con tiempo de retencion de 12.5y 17.6
minutos (B) Espectrometria de masas del pico con tiempo de retencién de 12.5 min.
(C-E) Western-blot representativo de proteinas implicadas en la biosintesis de CoQ en
homogenado de corazon de ratones Cog9”" (N=6) y Coq9™™ (N=6). (C) Niveles de
expresion de Coq7p (15 png y 30 pg de proteinas son corridos en gel) y actina como
control de carga. (D) Niveles de expresion de Coq6p y actina como control de carga.
Los resultados se cuantifican por densitometria de bandas (panel de la derecha) y son
expresados como la media + DE. (E) Niveles de expresion de la proteina Adck3 y

actina como control de carga.
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lugar otro caracterizado por sintomas severos (SS) donde los mutantes

manifiestan una rapida y severa paralisis de las extremidades (Figura

14G).

El fenotipo observado en los ratones Cog9”" determina una
muerte prematura: los mutantes empiezan a morir a partir de los 3
meses de edad, a los 4 meses mueren aproximadamente el 50%
llegando al 100% de muertes alrededor de los 6 meses. En todos los
casos, una vez el raton presenta el fenotipo severo la muerte se produce
como maximo 24 horas después. Estos resultados sugieren que los
ratones Cog9"* desarrollan la variante encefalopética asociada a la

deficiencia en CoQ.

Figura 12. Cromotograma de HPLC con deteccion MS/MS en modo scan entre
600 a 950 uma. El Cromatograma muestra la acumulaciéon de un metabolito anormal,
identificado como la DMQy, en corazén de ratones Coq9X/X.

Para determinar si el fenotipo observado en el ratdbn mutante
tiene relacion con cambios anatomopatologico, se lleva a cabo un

andlisis histopatologico en distintas secciones de tejidos:

73



Resultados

- Con la tincion de hematoxilina-eosina (H&E) en cerebro de ratones
Coq9"" se observa una intensa vacuolizacion en la sustancia blanca y
en el bulbo raquideo, mds evidente en ratones con fenotipo SS.
Ademas, se observa muerte neuronal caracterizada por la presencia de
nucleos picndticos desplazados hacia la periferia de los cuerpos
neuronales (Figura 15A). Estas observaciones sugieren que los

mutantes desarrollan una degeneraciéon espongiforme y muerte

neuronal.
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Figura 13. Proporcion CoQ¢/DMQ, en homogenado de tejidos. Se evalia en
diferentes tejidos procedente de ratones Cog9™™ (N=10) a los 3 meses de vida. Los
datos son expresados como la media +DE.
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Figura 14. Caracterizacién fenotipica del ratén Coq9¥™. (A) Imagen representativa
de la diferencia de tamafio entre los ratones Cog9""y Coq9™* (B) Peso corporal de
machos y hembras Cog9"" (N=20) y Cog9™™ (N=20) a los 3 y 5 meses de vida. Los
datos son expresados como la media £SD ***P < 0.005 vs. machos Cog9""; ##P <
0.01; ###P < 0.005 vs. hembras Cog9"" (C) Imagen representativa del tamafio de
cerebro, corazoén, rifiones, higado y miisculo esquelético de ratones Cog9""" (panel de
la izquierda) y ratones Cog9™™ (panel de la derecha) a los 3 meses de edad. (D)
Fotografia de un mutante con pérdida de pelo corporal entre los 20-22 dias de vida (E
y F) Test “Open field” de ratones Cog9""" (N=16) y Cog9™* (N=16) de 3 y 5 meses
de vida. Distancia recorrida y niimero de levantamientos verticales medidos en
intervalos de 30 min. Los datos se expresan como la media +DE *P < 0.05; ***P <
0.005 wvs. C0q9+/+‘ (G) Vista lateral de un mutante que manifiesta fenotipo con
sintomas severos representado por paralisis severa de las piernas.
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- Con la tincion de Luxol fast blue (LFB) se observa una clara
desmielinizacion e incremento de células de la glia en el puente y en el
bulbo raquideo de ratones Cog9"*. Ademas, en las neuronas se puede
observar una reduccion en el numero de cuerpos de Nissl, signo
caracteristico observado en otras encefalopatias. Ambas observaciones

son mas evidentes en los mutantes con SS (Figura 15A).

- Con La tincién tricromica de Masson (TCM) en el musculo
esquelético de las piernas traseras (vastus lateralis) se muestra una
ligera pérdida de mielina de las fibras nerviosas en los ratones Cog9™"*
(Figura 15B). Asimismo, el corazén de los ratones Cog9“™ muestra
signos de fibrosis caracterizado por un incremento de tejido conectivo
entre células cardiacas. Ambas observaciones son mas evidentes en los

mutantes con SS (Figura 15B).

- Finalmente, la tincion del acido periddico de Schiff (PAS) no revela
ninguna diferencia entre rifones de ratones wild-type y homocigotos

(Figura 15B), sugiriendo nuevamente la ausencia de enfermedad renal.

3 mo. S mo.
Coq9"" Coq9™"™ Coq9"" Coq9*™

Urea 4.6+6.2 55+5.8 46+1.9 7.1+3.4

Creatinine | 253+10.5 |24.0+10.0 |31.0£1.5 284 +£53

Glucose 64+58 5.7+2.1 13.1+£2.5 18.2+5.1

Magnesium | 16.8 £2.4 [2341+92 [21.1+£02 [27.0+12.3

Albumin 0.09+0.01 |]0.08+0.02 [0.03+0.01 |0.07=+0.02

Tabla 2. Niveles de metabolitos (mg/dl) en la orina. Se evaltan la concentracion en
orina de urea, creatinina, glucosa, magnesio y albimina de ratones Coq9+/+ (N=7)y
Cog9"" (N=7) a los 3 y 5 meses de vida. Los datos son expresados como la media
+DE.
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Figura 15. Tincion histolégica de secciones de tejidos de ratones Coq9”", Coq9
XX (MS) y Coq9 X (SS). (A) Tincion de H&E en puente (panel superior, escala 100
um). Las flechas sefialan vacualizacion en ratones con SS. Tincién de LFB en tronco
encefalico (panel inferior escala 500 pum). Las flechas sefialan areas de
desmilienizaciéon. (B) Tincion PAS no revela alteraciones histologicas (panel
superior). Tincidon TCM en musculo esquelético muestra severa desmielinizacion de
fibras nerviosas (panel medio) e incremento de tejido conectivo entre células
cardiacas en ratones Cog9"” con SS (panel inferior). Escala 50 pm.
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Considerando los cambios histopatoldgicos hallados en cerebro
realizamos seguidamente ensayos inmunohistoquimicos en distintas
secciones del mismo. El andlisis de la proteina acida fibrilar glial
(GFAP) revela un incremento en el nimero de astrocitos en ratones
Cog9™™, los cuales presentan cuerpos celulares alargados,
especialmente en puente, cerebelo y encéfalo (Figura 16A-B). La
inmunohistoquimica realizada con el anticuerpo primario tubulina beta
III (TUJ1) revela pérdida de dendritas de las neuronas en
ratonesCoqQX/X, mas evidente en ratones con SS (Figura 16A-B). Por
el contrario, la inmunohistoquimica realizada usando anticuerpo frente
a oligodendrocitos no revela ninguna diferencia entre ratones wild-type
y homocigotos (Figura 16A), a excepcion de un érea de dafio

observada en el puente que no se tifld con ninguna tincién usada.

Por lo tanto, los resultados histopatolégicos encontrados en el
raton Cogq9™* indican signos de una encefalomiopatia predominante

con degeneracion espongiforme, astrogliosis y muerte neuronal.

4. LOS DEFECTOS EN LA BIOENERGETICA
MITOCONDRIAL SE RELACIONAN CON EL FENOTIPO
ENCEFALOMIOPATICO EN RATONES Cog9*™,

A pesar de que los niveles de CoQ se encuentran reducidos en
todos los tejidos, el 6rgano mas dafiado en los ratones Cog9"* es el
cerebro. Esto se ve reflejado también en el andlisis de los niveles
basales de ATP donde se parecia un disminucion significativa de los
niveles de ATP so6lo en cerebro (Figura 17A). Esta reduccion de ATP

se debe a un defecto en la respiracion mitocondrial acoplada a la
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Figura 16. Tincién histologica e inmunohistoquimica de secciones cerebrales de
ratones Coq9™", Coq9 ¥ (MS) y Coq9 ¥ (SS). (A) Anti-GFAP (panel superior,
escala 200 um). La flecha sefiala un area ausente de tincion en el puente de ratones
Coq9™" (SS). Anti-tubulina B -III (TUJ1) (panel medio, escala 200 pm).La flecha
sefiala mayor pérdida dendritica en el puente de ratones Coq9X/X (SS). Anti-
oligodendrocitos (panel inferior, escala 200 um). (B) Anti-GFAP y LFB,TUJ1 de
cerebelo de homocigotos (escala 200 pum).
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fosforilacion oxidativa, como lo demuestra la disminucion del indice

ATP/ADP (Figura 17B).

Debido a que la CoQ es un componente esencial de la cadena
respiratoria mitocondrial, la deplecion de ATP en cerebro debe reflejar
un defecto en la respiracion mitocondrial. En efecto, la respiracion
estimulada por ADP (estado 3) est4 reducida en cerebro de los ratones
Coq9”" usando sustratos para el complejo I (Tabla 3) y para el

complejo II (succinato) (Tabla 4). Sin embargo, el estado 4 usando

sustratos para el complejo I estd incrementado (Tabla 3) mientras
disminuye cuando se usan sustratos para el complejo II (Tabla 4).
Estos resultados sugieren que la respiracion a través del complejo I esta
parcialmente desacoplada en el cerebro de los ratones Cog9*”*. Como
consecuencia de esto, el indice de control respiratorio (RCRs) esta
reducido significantemente en cerebro (Figura 17C). La disminucion
del RCR por glutamato+malato fue mayor (64%) que la reduccion
encontrada con succinato (36%). Este hecho sugiere que la respiracion
a través del complejo I se ve mas afectada que la que cursa a través del

complejo II en cerebro de los ratones homocigotos.

Por otro lado, las mitocondrias de musculo esquelético y
corazon de ratones Cog9™ muestran una reduccion global del consumo
de oxigeno (Tabla 3 y 4), aunque no muestran cambios en el RCR
(Figura 17C-D). En el caso del rifién, no se encontraron diferencias en
la respiracion mitocondrial a través del complejo I entre los ratones
Coq9"y wild-type, mientras el estado 3 y 4 est4 ligeramente reducido

a través del complejo 11 (Tabla 4). Aun asi, no se encontraron
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Figura 17. Evaluacion de la bioenergética en tejidos y mitocondrias de ratones de
3 meses de vida. (A) Niveles de ATP en diferentes tejidos y (B) ratio ATP/ADP de
ratones Cogq9”" (N=7) y Coq9™* (N=7). Los datos son expresados como la media
+SD *P < 0.05; #xP < 0.01 vs. C0q9+/+' (C-D) Media de la respiracion mitocondrial,
con N=5 animales por grupo, representada por el RCR usando (C) glutamato/malato
como sustrato para el complejo I (D) succinato como sustrato para el complejo II. Los
datos son expresados como la media £DE *P < 0.05. (E) “BNGE” seguido de
inmunodeteccion para los SC mitocondriales en ratones Cog9”" (N=7) y Cog9™*
(N=7). Las membranas se incuban con anti-NDUFA9 (panel izquierdo) y anti-Core I
(panel derecho) para detectar complejo I y III respectivamente. El asterisco rojo
indica los tejidos que difieren entre Cog9"" y Cog9"*. Densitometria de banda
correspondiente al ratio SC/CIII (panel inferior izquierdo). Los datos son expresados
como la media £DE *P < 0.005 vs. Cog9""".
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diferencias en el RCR entre ratones C0q9+/ Ty CoqQX/X. (Figura 17C-
D).

En virtud de los resultados obtenidos en mitocondrias de
cerebro, se realiz6 la medida de la actividad I+III para confirmar el
defecto bioenergético y se observd que los ratones Cog9™* tienen
reducidos significativamente los niveles de la actividad dependiente de
CoQ y que ésta so0lo se recupera parcialmente con la adicion de
decilubiquinona. (Figura 18). Esto sugiere la presencia de un dafio
estructural que impediria la recuperacion total de la actividad del CI+IIT
tras la adicion de decilubiquinona. En este sentido, sabemos que los
complejos respiratorios mitocondriales se ensamblan para formar
estructuras supramoleculares mas eficientes llamados supercomplejos
respiratorios (SC) o respirasomas, los cuales se comportan como una
entidad fisiologica y funcional (Acin-Perez et al., 2008). Puesto que la
CoQ esta presente en algunas variantes de SC (Acin-Perez et al., 2008),
es razonable pensar que la formacion y estabilidad de estos

supercomplejos podrian verse afectadas con una deficiencia en CoQ.

Para saber si la base del déficit bioenergético observado se corresponde
con alteraciones en la formacion y/o estabilidad de los SC, se hace una
valoracion de estas estructuras en diversos tejidos. Para ello, se realiza
un andlisis de electroforesis en geles nativos (BNGE) e
inmunodeteccion con anticuerpos frente a proteinas de los complejos
respiratorios. Cuando las membranas se incuban con anti-NDUFA9, un
anticuerpo frente a una subunidad del complejo I, no se observan

diferencias en la cantidad de complejo I que forma SC entre ratones
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State 3 — CI (pmol/(s * mg pt))

State IV — CI (pmol/(s * mg
pt)

Coq9"* Coq9""
Cerebrum 4594 + 283 3268 £ 65 *** 328 +£59 496 £ 73 **
Skeletal. M J§ 6766 = 1004 | 2375 + 326 *** | 464+ 138 |204+£73*
Kidney 811+78 921+ 76 262 + 85 243 +£ 21
Heart 1796 + 381 1220+ 383 * 401 £56 254 +£59 %

Tabla 3. Consumo de Oxigeno mitochondrial bajo condiciones de estimulacién de ADP
(estado 3) y cuando el ADP se agota (estado 4). Se usan sustratos (glutamato+malato) para
el complejo I mitocondrial. Los datos son expresados como la media =DE con N= 5
animales por grupo. P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Coq9+/+.

State 3 — CII (pmol/(s * mg
pPY))

State 4 — CII (pmol/(s * mg

pt))

Coq9"" Coq9""
Cerebrum 7508 £ 1184 | 2907 + 614 *** | 2310+ 218 1368 & 241 %%**
Skeletal. M 6265+ 1442 | 3842+ 1777 % 1676 + 259 785+ 448 *
Kidney 2639 £ 974 1596 £ 471 1228 + 46 672 + 164 **
Heart 5572 +£2428 | 4830+ 1971 2649 + 1149 | 1398 +£261 *

Tabla 4. Consumo de Oxigeno mitocondrial bajo condiciones de estimulaciéon de
ADP (estado 3) y cuando el ADP se agota (estado 4). Se usa succinato como sustrato
para el complejo II mitocondrial. Los datos son expresados como la media +DE con N= 5
animales por grupo *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Coq9+/+.

Coq9""" y Coqg9"" a los 3 meses de edad (Figura 17E). A excepcién de

cerebro y cerebelo donde la cantidad de complejo I estd disminuida

(Figura 17E).
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Figura 18. Actividad del CI+III en mitocondria de cerebro. Esta actividad se mide
en ratones Cog9”"" (N=5) y Cog9™™ (N=5) a los 3 meses de vida. También se mide la
actividad afiadiendo 5 uM decilubiquinona (DQ). Los datos son expresados como la
media £DE. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.005 versus Cog9"".

También se realizd inmunodeteccion del complejo III, usando
un anticuerpo que reconoce a la subunidad Core I. En este caso, se
observa que el cerebro y cerebelo de ratones Cog9”* (Figura 17E)
presentan un aumento de los niveles de complejo III libre respecto al
que forma SC (Figura 17E). Por lo tanto, el cerebro de los ratones
Cog9"" muestran una correlacién directa entre el déficit de CoQ,
aumento del complejo III libre, respiracion mitocondrial y sintesis de

ATP.
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5. ESTRES OXIDATIVO EN CEREBRO DE LOS RATONES
Coq9X/X.

Las deficiencias de los componentes de la cadena respiratoria
mitocondrial, en algunos casos, estan asociadas al incremento de la
produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS), que pueden
inducir un aumento de dafio oxidativo. En el caso particular de la
deficiencia en CoQ, algunos autores han descrito un incremento del
estrés oxidativo cuando los niveles residuales de CoQ se encuentran
entre el 30-45% en fibroblastos humanos (Quinzii et al., 2010; Quinzii
et al., 2008; Quinzii et al., 2012) o 46-76% en lineas celulares de

neuronas humanas (Duberley et al., 2013).

Con el fin de conocer si el estrés oxidativo estd involucrado en la
patologia del cerebro en ratones Cog9™”, se lleva a cabo una deteccion
inmunohistoquimica de 8-OHdG y MDA, dos marcadores de dafio
oxidativo, en distintas secciones cerebrales. El analisis de dichos
marcadores revela un aumento en el nimero de células positivas frente
a la 8-OHAG en los ratones Cog9" "~ (Figura 19A-B), asi como un
incremento en la intensidad de la tincion en el puente (Figura 19C-F).
En el caso del 4-HNE, no se apreciaron diferencias importantes entre
ratones Cog9""" y Cog9"”, si bien algunas neuronas del encéfalo de los
mutantes mostraron un incremento de intensidad de este marcador

(Figura 19G-H).
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Figura 19. Evaluacion del daiio oxidativo en cerebro. (4-F) Inmunohistoquimica
para 8-OHdG en cerebro de ratones (A, C y E) Cog9”" y (B, D y F) Cog9"  a los 3
meses de vida (escala: A y B, lmm; C y D, 500 um; E y F, 100 um). (G-H)
Inmunohistoquimica para 4-HNE de ratones (G) Cog9"" y (H) Cog9"*a los 3 meses
de vida (escala, 100 pm).
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6. EL DEFICIT ENERGETICO EN LAS NEURONAS
ACTIVA LA APOPTOSIS POR LA VIA CASPASA-
INDEPENDIENTE.

El fallo bioenergético y aumento de dafo oxidativo puede
inducir la muerte neuronal observada en los ratones mutantes. Para
dilucidar las causas que sobrellevan la muerte neuronal inicialmente se
realizo el ensayo de TUNEL, que detecta la fragmentacion del DNA
que puede ser como resultado de la apoptosis, en distintas secciones
cerebrales. Las imagenes obtenidas de cerebros de ratones Cog9"* con
MS no muestran presencia de neuronas apoptoticas (Figura 12A). Sin
embargo, en un estadio mas avanzado de la enfermedad, donde los
Coq9"* presentan sintomas severos, se observa la aparicion de células
apoptoticas en el puente y encéfalo (Figura 12A). A partir de este dato
que confirma muerte neuronal, realizamos un estudio de expresion de
una serie de factores relacionados con la apoptosis. Mediante western
blot detectamos que los niveles de caspasa-3 y p53, ambos
considerados  factores  pro-apoptoticos,  estdin  disminuidos

significativamente en cerebro de ratones mutantes.

Ademas, se evallia también la expresion de la proteina bcl2
como factor anti-apoptotico, y se observa un aumento significativo de
la misma. Estos resultados sugieren que la muerte celular no se produce
por activacion de la via de las caspasas. Por ello,, pasamos a evaluar
una via de muerte celular por apoptosis pero independiente de las
caspasas. Para dicho fin, se mide la expresion del factor de induccion
de apopotosis (AIF) en cerebro. La liberacion de este factor localizado

en las membranas mitocondriales y su translocacion al nticleo

87



Resultados

A Pons Encephalon
X %W
Y
D A
§ -4
Pons Encephalon
Ly ) B L) » - r
P TR e ‘.‘.."’5’ S A Yok o
RO - ,; - & : ‘ ‘ -
* o, - S0 g 1 9 o
o’? v..‘(’ ﬂ-".':' \ -
.\."J.‘. LR S T :‘. A bt
. LS
e eSN3 e f o W% Al
e .J“{\'c .‘?..,.‘n.'.. S J‘\

PR ? ; . LALEE A s e Lt Y =

Coq9

Homogenate  Homogenate Homogenate  (UJ) Coq®X (ss COQQX/X(MS)
' __Cogd™™ (SS) _

+/+ +/+ XIX XIX
o~ = | 4 Bcl-2 20r : - Coq9™*
Coq9**
- e -~ | 4 Gapdh B
‘ 2 T
- s '4 Caspase-3 gmo- . *
! S —
e e _|<€Gapdh °
=
A ©
(1]
“- oA ~ | 4 p53
0
Bcl-2 C -
G | anandn c aspase-3 p53
c Coq9 i 200, =
_ ++ A+ XIX XIX
2 B
25| o = “~| 4 AIF (67 KDa) >
s7||l=_ = = *|avbact i
©
55 = 7 |<4 A (57KDa) & s
=R
28 | = ™ ™|4qLamincC .
AIF AlF
(Mitochondrialfraction) (Nuclearfraction)

Figura 20. Marcadores apoptoéticos en cerebro a los 3 meses de edad. (A) Ensayo
de “TUNEL” en puente y encéfalo de ratones Cog9"", Coqg9™* (SS) y Coq9™™ (MS).
Las flechas sefialan cuerpos apoptoticos en ambas areas cerebrales de ratones Cog9™*
(SS) (escala 100 um). (B) Analisis de la via apoptdtica mitocondrial dependiente de
caspasas en ratones Coq9+/ T(N=7)y Coq9X/X (N=7). Los resultados se cuantifican por
densitometria (panel derecho) y los datos se expresan como la media +DE. *P < 0.05
vs Cog9"". (C) Analisis de la via apoptética mitocondrial independiente de caspasas
en ratones C0q9+/ ‘(N=7) y CoqQX/X (N=7). Los resultados se cuantifican por
densitometria (panel derecho) y los datos son expresados como la media +DE. *P <
0.05; **P < 0.01 vs Cog9""".
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promueve las sefales que inician la muerte celular, como la
condensacion de los cromosomas y fragmentacion del DNA. Los
andlisis por western blot revelan una disminucion del factor en
mitocondria junto con un aumento en nucleo de los ratones Cog9** con
respecto a los ratones Cog9”". Estos resultados sugieren una
translocacion de AIF de la mitocondria al nticleo y, en consecuencia,

una activacion de la via independiente de las caspasas.

Experimental group Plasma CoQy (WM)
Coq9™"" UND
Coq9™ +V UND
Cog9" + Quo 14407
Coq9™™ + QoH, 2.1+0.7

Tabla 5. Concentracion de CoQ;y en ratones Coq9X/X después de dos meses de
tratamiento. Los datos son expresados como la media =DE de 7 animales por grupo.
V= Vehiculo; Q= ubiquinona-10; Q;oH,= ubiquinol-10; UND= no detectable.
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7. EFECTOS DEL TRATAMIENTO CON UBIQUINONA-10
Y UBIQUINOL-10 DURANTE 2 MESES SOBRE DISTINTOS
PARAMETROS.

7.1.NIVELES DE CoQo EN SUERO Y TEJIDOS.

Tras la administracion de ambos tratamientos se produce un
incremento de los niveles de CoQyo en plasma de ratones Cog9™*. Los
niveles de CoQ,¢ detectados en los mutantes son superiores cuando se
administra ubiquinol-10 que cuando se administra ubiquinona-10
(Tabla 5). El tratamiento con el vehiculo no produce ninglin efecto
sobre los niveles de CoQ del plasma. En tejidos, tras la administracion
de ubiquinona-10 se observa un incremento significativo de CoQ;o s6lo
en higado y musculo esquelético. Sin embargo, cuando se administra
ubiquinol-10 se produce un aumento significativo generalizado, en
cerebro, cerebelo, corazén, rifidon, higado y musculo esquelético.
(Figura 21). El incremento de los niveles de CoQjo después del
tratamiento es paralelo a la disminucion del indice CoQy/CoQo
(Figura 22), indicando que estas terapias no afectan a los niveles de
CoQy. Hay que destacar también que el aumento de los niveles de
CoQjo es mayor en higado y musculo esquelético seguidos de corazon,
rifidn, cerebro y cerebelo. En el caso de corazén y musculo esquelético
los niveles alcanzados de CoQo en los mutantes es similar a los wild-
type, mientras que el higado es el que mas CoQ;o acumula tras el

tratamiento con ubiquinona-10 y ubiquinol-10 (Figura 21).
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Figura 21. Niveles de CoQ;o en homogenado de tejido de ratones Coq9*” después

de dos meses de tratamiento. Niveles de CoQq en cerebro, cerebelo, corazon, rifion,
higado y musculo esquelético de ratones Cog9"" (N=10), Cog9"™* + V (N=10),
Cog9"" + Q19 (N=10) y Cog9™ + QoH, (N=10). Los datos son expresados como la
media £DE. V = vehiculo; Qo = ubiquinona-10; Q,oH, = ubiquinol-10. *P < 0.05;
#%P < 0.01; ***P <0.005 vs. Cog9""; #P < 0.05; ##P < 0.01 vs. Cog9~*+ V.

7.2.NIVELES DE COQ Y FUNCION MITOCONDRIAL DE
RATONES Coq9¥*.

Tras dos meses de tratamiento, se observa un aumento de los

niveles de CoQjo mitocondrial en los ratones Cog9"* tratados con

ubiquinol-10, mientras el suplemento con vehiculo o ubiquinona-10 no
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Figura 22. Niveles de CoQ;o en homogenado de tejido de ratones Coq9*” después
de dos meses de tratamiento. Ratio CoQy/CoQ;y de cerebro, cerebelo, corazon,
rifién, higado y misculo esquelético de ratones Cog9"" (N=10), Cog9™* + V (N=10),
Coq9™™™ + Q19 (N=10) y Cog9™™ + Q,oH, (N=10). Los datos son expresados como la
media £DE. V = vehiculo; Qo = ubiquinona-10; Q,oH, = ubiquinol-10. *P < 0.05;
#%xP < 0.01; ***P < 0.005 vs. Cog9""; #P < 0.05; ##P < 0.01; ###P < 0.01 vs.
CoqQX/X + V.

tiene efecto (Figura 23A). El tratamiento con ubiquinol-10 también
incrementa el pool total de CoQ mitocondrial (CoQy+CoQ;o) (Figura
23B) disminuyendo el indice CoQo/CoQ;¢ (Figura 23C).
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7.3.ACTIVIDAD DE LA CADENA RESPIRATORIA
MITOCONDRIAL Y SUPERCOMPLEJOS EN CEREBRO DE
RATONES Coq9¥*.

El incremento de los niveles de CoQ;o en mitocondrias de cerebro de
ratones Cog9"* tras el tratamiento con ubiquinol-10 induce un
incremento significativo de la actividad CI+III (Figura 23D) y la
normalizacion de la actividad del CII+III (Figura 23E). Por el
contrario, la administracion de vehiculo o ubiquinona-10 no produce
ningiin cambio en las actividades respiratorias dependientes de CoQ

(Figura 23D-E).

El incremento de dichas actividades tras el tratamiento con
ubiquinol-10 no se debe al aumento de la formacién de SC I/III debido
a que el indice I/III / CII libre permanece reducido en todos los
homocigotos tratados, ya sea con vehiculo, ubiquinona-10 o ubiquinol-
10, con respecto al wild-type (Figura 24A-C). Asimismo, el indice SC
/I / CI libre (Figura 25A) y la actividad en gel del CI fue similar en

todos los grupos experimentales (Figura 25B).

7.4.CUADRO HISTOPATOLOGICO Y DANO OXIDATIVO
EN CEREBRO DE Coq9¥*.

Los ratones CoqQX/X muestran vacualizacion de la sustancia
blanca, astrogliosis reactiva severa, reduccion de las dendritas
neuronales e incremento del dafio oxidativo al DNA, especialmente en
el diencéfalo y tronco encefalico. El tratamiento con vehiculo en los
ratones Cog9”* no produjo ningin cambio a nivel histopatologico ya

que seguian presentando vacualizacion de la sustancia blanca (
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Figura 23. Niveles mitocondriales de CoQ y actividad de la cadena respiratoria
dependiente de CoQ en cerebro de ratones Cog9™ después de dos meses de
tratamiento. (A) niveles de CoQiy, (B) niveles de CoQy+CoQjy y (C) ratio
CoQy/CoQ)q de ratones Cog9™"" (N=7), Cog9"* + V (N=7), Cog9™™* + Q0 (N=7) y
CoqQX s QioHy (N=7). (D) Actividad mitocondrial de los complejos I+II1 y (E)
actividad mitocondrial de los complejos II+III. Los datos son expresados como la
media £DE. V = vehiculo; Q;o = ubiquinona-10; Q,oH, = ubiquinol-10. *P < 0.05;
#%P < 0.01; ***P < 0.005 vs. Cog9""; #P < 0.05; ##P < 0.01 vs. Cog9™** + V.
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Figura 24. Estudio del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial en cerebro de ratones Coq9X/X después de dos meses de
tratamiento. “Blue-native” gel electrophoresis (BNGE) e inmunodeteccion del CIII
asociado a SC mitocondrial en ratones de 3 meses (A) Coq9"" (N=7) y Coq9™*
(N=7); (B) Cog9™™ + V (N=7), Cog9™* + Qo (N=7) y Coq9™* + Q,oH, (N=7). Anti-
Core I para detectar el complejo III y anti-VDACI como control de fraccion
mitocondrial. (C) Densitometria del ratio SC/CIII libre tomando como el 100% los
valores del ratén Cog9"". Los datos son expresados como la media +DE. V =
vehiculo; Q19 = ubiquinona-10; Q;oH, = ubiquinol-10. *P < 0.05; **P < (0.01 vs.
C0q9+/+.

Figura 26C-D), proliferacion de astrocitos en diencéfalo (Figura 26K-
L), asi como incremento de oxidacion al DNA tanto en diencéfalo
como en septo-estriado (Figura 27C, D, K, L) comparados con el raton

Coq9""" (Figura 26A, B, I, J; Figura 27A, B, 1, J ). El tratamiento con
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Figura 25. Estudio del ensamblaje y/o estabilidad de los complejos de la cadena
respiratoria mitocondrial en cerebro de ratones Coq9X/X después de dos meses de
tratamiento. “Blue-native” gel electrophoresis (BNGE) e inmunodeteccion del CI
asociado a SC mitocondrial en ratones de 3 meses (A) Cog9"”" (N=7), Cog9"* (N=7),
Coq9™ + V (N=7), Cog9™™ + Q0 (N=7) y Cog9™™ + QoH, (N=7). Anti-Nudfa9 para
detectar el CI y anti-VDAC1 como control de fraccion mitocondrial. Densitometria
del ratio SC/CI libre tomando como el 100% los valores del raton Cog9™" (B)
Actividad en gel del CI en ratones Cog9"”" (N=7), Coq9™* (N=7), Cog9** + Vv
(N=7), Cog9™™™ + Q19 (N=7) y Cog9™** + QoH, (N=7). Densitometria de la actividad
del CI (SC + CI libre) normalizada por la densitometria correspondiente al CV y
tomando como el 100% los valores del raton Cog9""". Los datos son expresados como
la media £DE. V = vehiculo; Q;¢ = ubiquinona-10; Q;oH, = ubiquinol-10. *P < 0.05;
*%pP < 0.01 vs. Cog9™".
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ubiquinona-10 no reduce ni la vacualizacion (Figura 26E-F) ni la
astrogliosis (Figura 26M-N) en diencéfalo, mientras que Ila
inmunoreactividad frente a 8-OHdG estuvo ligeramente disminuida en
diencéfalo (Figura 27E-F) y en septo-estriado (Figura 27M-N). Por el
contrario, el tratamiento con ubiquinol-10 redujo la vacualizacion
(Figura 26G-H), y astrogliosis (Figura 260-P) en diencéfalo asi como
el dafio oxidativo al DNA en diencéfalo (Figura 27G-H) y septo
estriado (Figura 270-P). En tronco encéfalico, sin embargo, no se
apreciaron diferencias entre el tratamiento con ubiquinona-10 y
ubiquinol-10 reduciéndose en ambos casos la astrogliosis y la
oxidacion al ADN y aumentando la inmunoreactividad neuronal

(Figura 28-29).

La histologia realizada en rifidon, musculo esquelético y corazén

es similar en todos los grupos experimentales (Figura 30).

8. PESO CORPORAL.

Los ratones Cog9“* manifiestan una disminuciéon del peso
corporal entre 1-5 meses de vida. EI suplemento oral con vehiculo no
induce cambios en el peso de los mutantes. Por el contrario, tras la
administracion del tratamiento durante 2 meses con ubiquinona-10 y
ubiquinol-10 se observa un aumento en el peso tanto de machos
(Figura 31A) como de hembras (Figura 31B) CoqQX/X. Aun asi, el
incremento del peso es mayor con ubiquinol-10 que con ubiquinona-10

en ambos sexos (Figura 31A-B).
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H&E H&E ~ GFAP GFAP
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Coq9* + Q\H, Cogq9¥X + Q,,

Figura 26. Cambios estructurales y distribucién de astrocitos en diencéfalo
después de dos meses de tratamiento. (4-H) Hematoxilina-cosina (H&E) de
ratones (A-B) Cog9"" (N=3) (C-D) Cog9™* + V (N=3), (E-F) Coq9™™ + Q,y (N=3) y
(G-H) Coq9X/ X+ QyoH, (N=3). (I-P) Inmunohistoquimica para GFAP de ratones (I-])
Coq9"”"" (N=3) (K-L) Cog9™* + V (N=3), (M-N) Cog9** + Q,y (N=3) y (O-P)
CoqQX/ X4 QioH, (N=3). V = vehiculo; Q¢ = ubiquinona-10; Q;oH, = ubiquinol-10.
A, CEyG)y @K, M, 0), escala, 500 um; (B, D, Fy H) y (J, L, N y P), escala,
100 pm.
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Figura 27 . Inmunohistoquimica para 8-OHdG después de dos meses de
tratamiento. (4-H) en diencéfalo y (I-P) en septo-estriado de ratones (A, B, L, J)
Cog9""" (N=3) (C, D, K, L) Cog9** + V (N=3), (E, F, M, N) Cog9™* + Qo (N=3) y
(G, H,0,P) Coq9X/X + QioH; (N=3). V = vehiculo; Q¢ = ubiquinona-10; Q;H, =
ubiquinol-10. (A, C, E, G), escala, 1 mm; (I, K, M, O), escala, 500 um; (B, D, F, H)
y (J, L, N, P), escala, 200 um.
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Figura 28. Cambios estructurales y distribucion de astrocitos en tronco
encefalico después de dos meses de tratamiento. (4-H) Inmunohistoquimica para
GFAP de ratones (A-B) Cog9"”" (N=3), (C-D) Cog9** + V (N=3), (E-F) Coq9™* +
Q10 (N=3) y (G-H) Coq9X/X + QioH, (N=3). (I-P) Tubulina B-III (TUJ1 de ratones (I-
J) Cog9"" (N=3), (K-L) Cog9*™ + V (N=3), (M-N) Cog9™* + Q,, (N=3) and (O-P)
Coq9X/X + QioH, (N=3). V = vehiculo; Q;¢ = ubiquinona-10; Q;oH, = ubiquinol-10.
(A-G), escala, 500 um; (I-O), escala, 200 pm; (B-H) y (J-P), escala, 100 pm.
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Coq9X +V

Coq9* +QH, Cog9*+Q,,

Figura 29. Inmunohistoquimica para marcadores de estrés oxidativo en tronco
encefalico después de dos meses de tratamiento. 8-OHdG de ratones (A-B) Coq9+/ -
(N=3), (C-D) Cog9"* + V (N=3), (E-F) Cog9™* + Q;y (N=3) y (G-H) Cog9*™* +
QioH, (N=3). V = vehicle; Q¢ = ubiquinona-10; Q;oH, = ubiquinol-10. (A-G), escala,
200 pm; (B-H), escala, 100 um.
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Figura 30. Cambios estructurales evaluados por tincién de hematoxilina-eosina
(H&E) en diferentes tejidos después de dos meses de tratamiento. (4-D) rifiones,
(E-H) musculo esquelético y (I-L) corazén de ratones (A, E, I) Coq9+/+, (B, F, J)
Cog9™* + V (N=3), (C, G, K) Cog9*™ + Qo (N=3) and (D, H, L) Cog9™* + Q,oH,
(N=3). V = vehiculo; Qo = ubiquinona-10; QoH, = ubiquinol-10. (A-D), escala, 100
um; (E-L), escala, 200 pm.
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Figura 31. Evolucion del peso corporal tras dos meses de tratamiento. (A)
Machos y (B) hembras de los grupos experimentales Cog9™" (N=10), Cog9™™ + V
(N=10), Cog9"* + Qo (N=10) and Cog9™™ + Q,oH, (N=10). V = vehiculo; Qo =
ubiquinona-10; Q¢H, = ubiquinol-10.
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1. LA PROTEINA Coq9 CAUSA ENCEFALOMIOPATIA
ASOCIADA A LA DEFICIENCIA EN CoQ.
CARACTERIZACION DE UN NUEVO MODELO ANIMAL.

Desde los primeros hallazgos en humanos de mutaciones que
originan deficiencia en CoQ a la actualidad, ha surgido un creciente
interés por identificar los diferentes pasos de su ruta biosintética, su
regulacion, asi como los mecanismos patogénicos asociados a su

deficiencia de este componente lipidico.

En humanos, la deficiencia en CoQ se ha descrito como un
desorden autosdémico recesivo que se caracteriza por presentar un
cuadro clinico heterogéneo. Las causas de esta heterogeneidad clinica
se conocen escasamente y las hipdtesis planteadas se han generado a
partir de algunos estudios en modelos celulares (Duberley et al., 2013;
Geromel et al., 2001; Quinzii et al., 2006; Quinzii et al., 2013; Quinzii
et al., 2010; Quinzii et al., 2008) poca informacién in vivo debido a la
ausencia de modelos animales que recapitulen los diferentes fenotipos
clinicos. En este estudio, hemos generado y caracterizado el primer
modelo animal que muestra signos bioquimicos, moleculares,
histologicos y fenotipicos que se asemejan a la encefalomiopatia
mitocondrial asociada a la deficiencia de CoQ. EI modelo generado es
un raton Knock-in para el gen Cog9 que contiene dos mutaciones
puntuales de manera similar a las encontradas en el paciente descrito

por Rahmna y colbs. (Duncan et al., 2009) y al que denominamos
Coq9" x
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La biosintesis de la CoQ es un proceso complejo que se conoce
en parte gracias a los estudios realizados en bacterias y levaduras. En la
actualidad, aunque se conoce la funcion de muchas de las proteinas
involucradas en la ruta biosintética, ain permanece con funcion
desconocida alguna de ellas, entre las se encuentra la Coq9p. La
participacion de la proteina Coq9 en la biosintesis de la CoQ fue
inicialmente descrita en mutantes de levaduras para el gen Cog9, los
cuales no producian CoQg (Johnson et al., 2005). Ademas, el mutante
puntual para el gen Coq9 de levaduras que sobreexpresa adck3
(coq8/Cabcl) en un plasmido multicopia posee una biosintesis parcial
de CoQg y acumulan DMQg (Johnson et al., 2005; Xie et al., 2012). Los
ratones Cog9"”" tienen niveles constitutivos de Adck3 y muestran, de
forma similar al mutante puntual para el gen Coq9 en levaduras, niveles
reducidos de Coq9p y acumulacion de DMQy (Johnson et al., 2005; Xie
et al.,, 2012). La DMQy es el sustrato para la reaccion que cataliza la
Coq7p. Teniendo en cuenta esto, pensamos que Coq7p puede requerir
a la Coq9p para realizar su funcion normal. Los niveles reducidos de
Coq7p junto con los niveles normales de Coqbp y Adck3, otras
enzimas en la ruta biosintética de CoQ, confirmaria esta premisa. En
este sentido, las predicciones bioinformaticas (Kihara Bioinformatics
Laboratory, IN, USA) nos dan una probabilidad alta de que Coq9
pueda funcionar como una proteina ligadora de metal/ion/cation. Puesto
que, Coq7p es una proteina perteneciente a la familia de las
carboxilasas con un centro catalitico di-férrico (Stenmark et al., 2001),
cabe pensar que, al igual que otras proteinas de esta naturaleza, Coq9p
podria ser importante para la conformacién de los grupos férricos en el

centro catalitico. Por ello, la presencia de una Coq9p truncada origina
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una reduccion de los niveles de Coq7p, pero no de otras proteinas que
intervienen en la ruta biosintética de la CoQ, y esta reduccion se
traduce en menor uso de la DMQy, que se acumula, y menor formacion
de CoQ. En este sentido pensamos que la Coq9p podria desempefiar un
papel importante en la modulacion de la conformacion de este centro
catalitico. Ademads, estudios recientes donde co-localizan la Coq7p y
Coq9p en podocitos de ratas avalan la idea de que ambas proteinas

podrian interaccionar entre si (Heeringa et al., 2011).

Una vez se producen las moléculas de CoQ, éstas juegan un
papel crucial en el sistema OXPHOS transfiriendo electrones desde el
complejo I y II hacia el complejo III (Genova and Lenaz, 2011; Lenaz
and Genova, 2007). El sistema OXPHOS esta organizado en
asociaciones supramoleculares eficientes o SC, donde parece que la
CoQ tiene especial importancia por constituir parte de un tipo de SC
denominado respirasoma verdadero (Acin-Perez et al., 2008). Acin-
Pérez y colbs. observaron este tipo de asociacion y ademads
demostraron in vivo que el complejo I, casi en su totalidad, se encuentra
formando asociaciones fisicas con el complejo III. La importancia de
esta asociacion es tal que la eliminacion del complejo III
desestabilizaria al complejo 1 promoviendo su degradacion.
Curiosamente este fendmeno no es reciproco ya que la eliminacion del
complejo I no desestabilizaria al complejo III, pero modificaria su
distribuciéon en la membrana mitocondrial entre su forma libre o
asociada a SC (Acin-Perez et al., 2004). Teniendo en cuenta estas
observaciones previas, nuestro objetivo fue evaluar las consecuencias
de un déficit de CoQ sobre el sistema OXPHOS. Para dicho fin,

evaluamos la distribucion de los complejos respiratorios asi como su
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asociacion en SC en nuestro modelo animal deficiente en CoQ. Los
ratones Coq9™*, que presentan una amplia deficiencia de CoQ en
diferentes tejidos, mostraron un incremento del complejo III libre. De
todos los tejidos evaluados y con déficit en CoQ tan solo observamos
estos resultados en cerebro. Por otro lado, la medida de la actividad del
complejo I+III, nos mostré una reduccion de dicha actividad en el
cerebro de los ratones mutantes. Curiosamente, la actividad se
restauraba solo parcialmente al afiadir decilubiquinona, lo que podria
explicarse con ese problema estructural en la formacion o estabilidad
del supercomplejo. Estos resultados fueron en paralelo a una reduccion
en la respiracion mitocondrial y de los niveles de ATP en cerebro. Por
el contrario, no se observan alteraciones en el resto de tejidos ni
diferencias en los ratios mitocondriales I/IIl entre ratones Cog9™"y
Coq9"" manifestando un adecuado acoplamiento de la respiracion
mitocondrial y niveles de ATP normales. Por lo tanto, nuestros estudios
sugieren que la reduccion en la formacion de SC es un evento critico
que reduce la sintesis de ATP. No esté claro, sin embargo, el motivo
por el que el cerebro es el unico tejido afectado, pero una posible
explicacion nos la daria las diferencias en tipos de proteinas que poseen
las mitocondrias de distintos tejidos (con una variabilidad aproximada
del 40%), lo que sugiere la existencia de diferencias en la organizacion
y funcionamiento de las mitocondrias de diferentes tejidos (Mootha et
al., 2003). Otra posibilidad es el papel especifico de Coq7p sobre la
distribucion de CoQ en cada tejido. En este sentido, se ha observado en
ratones Mclk-1"" (Cog7""), otro modelo de raton deficiente en CoQ,
que la distribucion submitocondrial de la ubiquinona, referida a la

proporcion entre la membrana interna y externa mitocondrial, afecta a

112



Discusion

la respiracion (Lapointe et al., 2012). Por otro lado, la acumulacion de
DMQ en los distintos tejidos de los ratones Cog9™ no parece ser un
factor critico del dafio bioenergético observado en el cerebro debido a
que tanto cerebro como cerebelo muestran indices CoQo/DMQy
superiores a otros tejidos. Ademas, sabemos que la DMQy no es
funcional para la respiracion mitocondrial (Lenaz et al., 1968) y por
ello los ratones que acumulan DMQy y no producen CoQ son letales
durante el desarrollo embrionario (Levavasseur et al., 2001; Nakai et
al., 2001). Ademads, la acumulacion de DMQy no parece producir
efectos deletéreos sobre la CTE ya que los mutantes para el gen Cog9 y
Coq7 de levaduras no son funcionalmente distinguibles de otros
mutantes deficientes en CoQ (Tran and Clarke, 2007). Todos estos
resultados ponen de manifiesto la necesidad de realizar un estudio
exhaustivo que clarifique si la pérdida de SC en cerebro es un
fenomeno exclusivamente molecular o dependiente de los niveles de

CoQ.

Una de las consecuencias de la deplecion energética observada
en cerebro es un incremento de la apoptosis neuronal. Probablemente
este hecho sea resultado de la translocacion de AIF desde la
mitocondria al nucleo, una ruta de muerte celular independiente de la
via de las caspasas. La ruta dependiente de AIF parece ser
particularmente importante en la induccion de la apoptosis en neuronas
(Seiler et al., 2008; Susin et al., 1999). Un estudio reciente muestra que
la muerte celular inducida como consecuencia de la ausencia de la
glutation peroxidasa mitocondrial (GPx4), fue mediada a través de la
translocacion de este factor al nucleo (Seiler et al., 2008). El mismo

estudio también muestra que la caspasa 3 no estaba activada en las
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células GPx4” y la sobreexpresion de Bel2 no prevenia de la muerte
celular por apoptosis (Seiler et al., 2008). Estos resultados se asemejan

a los encontrados en el cerebro de los ratones Cog9™™".

Otra cuestion importante es si la deplecion energética es la
unica causa de la muerte celular por la via independiente de las
caspasas. En este sentido, Takahashi y colbs. (Takahashi et al., 2008)
sugirieron que fallo bioenergético es el causante del incremento de
apoptosis en embriones de ratones Knock-out para Cog7 . Sin embargo,
otros estudios apuntan que también pueden contribuir otros factores
como es ¢l caso de estrés oxidativo. En este sentido, la muerte celular
en fibroblastos deficientes en CoQ esta asociada con una combinacion
de aumento de estrés oxidativo y disminucion de la sintesis de ATP
(Lopez et al., 2010; Quinzii et al., 2010). Igualmente, se ha observado
la combinacidon de estos dos factores en neuronas corticales (Lang-
Rollin et al., 2003). No obstante, hay que tener cuenta que el
mecanismo para inducir la apoptosis puede ser diferente dependiendo
del tipo celular o tejido. En vista de los acontecimientos observados
podemos pensar que una situacion similar se podria estar produciendo
en el cerebro de los ratones Cog9™”, donde observamos un incremento
en la 8-OHdG y acumulacion de 4-HNE en algunas neuronas, a la vez
que un déficit bioenergético. Por tanto, estos resultados, junto con los
observados en rifion de ratones mutantes Pdss2, sugieren que el estrés
oxidativo esta involucrado en la patologia de la deficiencia en CoQ in
vivo (Falk et al., 2011; Quinzii et al., 2013). Futuros estudios con un
evaluacion exhaustiva de la generacion de ROS, dafio oxidativo y

defensas antioxidantes en los ratones Cog9™ podrian ser de utilidad.
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Finalmente, para obtener una vision global de los mecanismos
patogénicos en cada uno de los tejidos, realizamos una evaluacion
histopatologica de los ratones Coq9™”. Las iméagenes obtenidas de
cerebro muestran una pérdida de dendritas y muerte neuronal,
desmielinizaciéon en sustancia blanca y puente. Asimismo, en el
musculo esquelético de las piernas traseras observamos una pérdida de
fibras y el corazén exhibe signos de fibrosis. La muerte neuronal
también indujo astrogliosis reactiva, un proceso que pueden poseer un
efecto beneficioso en una fase inicial; sin embargo, cuando la respuesta
progresa en el tiempo, la astrogliosis reactiva puede ser deletérea
(Sofroniew, 2009). Esta fase tardia de la astrogliosis reactiva puede ser
identificada por la tipica formacion de cicatrices, algo que es

claramente aparente en el cerebro de los ratones Cog9** con SS.

Los mecanismos patologicos especificos de tejidos descritos en
el raton Cog9"* abre nuevas posibilidades de interpretacion de la
funcion y organizacion mitocondrial. Ademads, algunos de estos
mecanismos son comun a otras encefalomiopatias mitocondriales asi
como a otros desordenes neurodegenerativos y neuromusculares. Estas
coincidencias  confirmarian la  similitud y  requerimientos

mitocondriales entre mitocondrias del mismo tejido.

2. EFECTO DEL TRATAMIENTO CON UBIQUINONA-10
Y UBIQUINOL-10 SOBRE LA ENCEFALOPATIA
MITOCONDRIAL ASOCIADA A DEFICIENCIA EN CoQ.
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El modelo de ratéon generado no sélo supone un buen modelo
experimental para probar terapias que combatan la deficiencia en CoQ,

sino también para otras enfermedades relacionadas con la mitocondria.

Unas de las terapias actualmente usadas, ya sea por sus efectos
antioxidantes o paliativos en la CTE, es la ubiquinona-10 como
suplemento oral. Este tratamiento ha mostrado resultados
contradictorios en diversas enfermedades, tanto en el caso de las
deficiencias primaria o secundaria en CoQ;o, como desordenes
mitocondriales y neuroldgicos, entre los que encontramos la
enfermedad de Parkinson, Alzheimer, esclerosis lateral amiotréfica y
enfermedad de Huntington (Dumont et al., 2011; Emmanuele et al.,
2012; Kaufmann et al., 2009; Littarru et al., 2011; Parikh et al., 2009).
La controversia en los resultados observados puede deberse a la baja
absorcion y biodisponibilidad de esta molécula (Bentinger et al., 2003;
Emmanuele et al., 2012; Lopez et al., 2010). La ubiquinona-10 que se
usa normalmente, es un producto en polvo que es insoluble en agua,
mientras que presenta solubilidad parcial en lipidos y soluciones
orgéanicas y, como consecuencia de ello, su absorcion en los tejidos es
limitada. Ademads, uno de los grandes problemas que supone su uso
terapéutico es la baja captacion en el cerebro debido a su incapacidad
por atravesar la barrera hematoencefilica, lo que se suma a su
limitacion para alcanzar la membrana interna mitocondrial (Bentinger
et al., 2003; Lopez et al., 2010). Para intentar incrementar la absorcion
de la ubiquinona-10, se han disefiado diferentes formulaciones que
actualmente estdn disponibles en el mercado. Estas formulaciones
incluyen tabletas de comprimidos en polvos, pastillas masticables,

capsulas duras, capsulas blandas conteniendo una suspension oleosa y
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soluciones solubles (Bhagavan and Chopra, 2007). Recientemente, se
ha disefiado una nueva formula basada en la habilidad de las dextrinas
para incrementar la solubilidad de este lipido en agua sin producir
efectos toxicos para el organismo (Prosek et al., 2008). En nuestro
estudio hemos usado la formulacion de ubiquinona-10 soluble en agua
a una dosis de 240 mg/kg/dia, el cual es equivalente a 30 mg/kg/dia en
humanos (Montini et al., 2008; Salviati et al., 2012). El eleccion de esta
dosis se hace de acuerdo a la relacion del area y superficie corporal
(Reagan-Shaw et al., 2008) y su administracion durante dos meses en el
agua de bebida es capaz de incrementar los niveles de CoQ;o en plasma
de ratones Cog9"*. Sin embargo, los niveles de CoQyo en plasma de
ratones Cog9"" tratados con ubiquinona-10 o ubiquinol-10 son, en
general, mas bajos que los niveles de CoQo en plasma obtenido en
humanos después del suplemento con diferentes formas de CoQ. Estas
diferencias pueden deberse a: (i) la CoQo es la forma mayoritaria de
CoQ en humanos pero no en roedores y, por lo tanto, podria absorberse
mejor en humanos; (ii) en humanos, la concentracion mads alta de
CoQjo encontrada en plasma se alcanza después de 6-12 horas de
recibir una Unica dosis (Miles, 2007). Por ello, si las muestras de sangre
fueron obtenidas en este periodo de tiempo, la concentracion de CoQjo
deberian ser las maximas. En nuestro modelo experimental, sin
embargo, la ubiquinona-10 o el ubiquinol-10 son administrados
cronicamente en el agua de bebida, no en una tnica dosis. Ademas, los
roedores son animales nocturnos y beben mas agua en este periodo del
dia que se corresponde con el de mayor actividad. Debido a que la
sangre es extraida en periodo diurno, la concentracion de CoQjo en

plasma no refleja la méxima concentracién de CoQy.
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En cualquier caso, el incremento de la concentraciéon de CoQjo
en plasma de ratones Coq9™" tratados con ambos tratamientos, se
refleja en un incremento de los niveles de CoQ) en tejidos. Cerebro y
cerebelo son los tejidos mas desfavorecidos en este sentido debido a la
dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica. Por el contrario, el
higado es el tejido que mayor incremento de los niveles de CoQo
experimenta y esto puede explicarse por su mecanismo de absorcion en
el sistema gastrointestinal. Después del vaciado gastrico, la CoQo es
absorbida en el intestino delgado, junto con otros lipidos en forma de
quilomitrén, para luego ser captada por las células hepaticas. En el
higado, la CoQ es incorporada a lipoproteinas y liberada a la sangre,

donde es distribuida al resto de tejidos (Miles, 2007).

Otros estudios experimentales han usado la ubiquinona-10 en
suspension oleosa, denominada LiQsorb, a una dosis de 200 y 400
mg/kg/dia durante 3-4 meses. Tras su administracion no se observo
incremento de los niveles de CoQo en rifiones de ratones mutantes en
Pdss2 (Pdss2""*), otro modelo de raton deficiente en CoQ (Saiki et al.,
2008b). De manera similar, Wang and Hekimi encontraron un
incremento moderado de los niveles de CoQjo en higado de ratones
Meclk1™™© cuando se administraba una dosis de 300-400 mg/kg/dia
durante 7 meses (Wang and Hekimi, 2013). En nuestro estudio, sin
embargo, tras la administracion del tratamiento observamos un
importante de los niveles de CoQjo en rifion e higado de los ratones
mutantes, doblandose los niveles en el caso de los rifiones e incluso
superando los niveles de CoQjo en ratones wild-type en el caso del
higado. Estos resultados sugieren que la formulacion soluble en agua

basada en dextrinas posee mejor absorcion, biodisponibilidad y
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captacion por el tejido que la formulacion oleosa. Estos resultados
corroboran ademas las conclusiones de algunos estudios realizados en
humanos y perros donde afirman que la formulacién soluble en agua de
ubiquinona-10 basada en dextrinas posee mayor biodisponibilidad que
la formulacion basada en aceite (Prosek et al., 2008; Zmitek et al.,
2008). En este mismo sentido, un paciente con deficiencia en CoQ,
retraso mental, encefalomiopatia y caracteres dimorficos, no
experimentaron mejoria alguna en los sintomas tras el tratamiento con
ubiquinona-10 administrada en cépsulas de gel blando oleosa (Salviati

et al., 2012).

Hay que destacar también que el incremento de los niveles de
CoQp en tejidos después del tratamiento con ubiquinol-10 se reflejo en
un aumento de CoQ;o en las mitocondrias de cerebro de ratones
Cog9"™. Como consecuencia, el suplemento con ubiquinol-10 fue
capaz de incrementar las actividades de la CTE dependiente de CoQ,
mientras la forma oxidada no tuvo este efecto a nivel de la mitocondria.
Estos resultados son esperanzadores ya que aumentaria las
posibilidades de éxito de la terapia al mejorar uno de los grandes
problemas de las terapias con CoQjo, esto es, su incapacidad para

alcanzar a la mitocondria, especialmente en cerebro.

El tratamiento con ubiquinol-10 (o ubiquinona-10) fue, sin
embargo, incapaz de normalizar el ratio SC/CIII libre en cerebro y
cerebelo observado en los ratones Cog9™™. Estos resultados pueden
explicar el hecho de que la actividad del CI+III en cerebro de mutantes
tratados con ubiquinol-10 fue la mitad de la actividad en ratones wild-

type. Estos resultados podrian explicarse por tres posibilidades: (i) el
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incremento de los niveles de CoQ tras dos meses de tratamiento con
ubiquinol-10 no es suficiente para normalizar el ratio SC/CIII y la
actividad del CI+III; (ii) la acumulacion de DMQq en los ratones
Coq9X/X no se corrige con este tratamiento, pudiendo inhibir
parcialmente la transferencia de electrones entre el complejo I y la
CoQ, tal como fue observado en los mutantes clk-1 (andlogo de Coq7
en humanos y raton del nematodo Caenorhabditis elegans (Yang et al.,
2011); (iii) el tratamiento con ubiquinol-10 no modifica los niveles de
CoQy, la forma mayoritaria de CoQ en roedores. En este sentido, llama
la atencion que en humanos y roedores la CoQ se sintetiza en dos
formas homologas, CoQy y CoQjo, distinguibles entre si por la
longitud de su cola poliprenil. El sentido bioldgico de sintetizar dos
moléculas con presumiblemente la misma funcién es desconocido y
resulta iloégico desde un punto de vista de los principios en los que se
rige la economia celular. En general, las variaciones observadas en los
contenidos de CoQy y CoQ;ode cada tejido del raton, asi como el indice
entre ambas moléculas abren la puerta a plantear la hipotesis de que
cada una de ellas pueda tener un funcién biologica especifica y que, en
consecuencia, unos niveles o6ptimos de ambas se necesario para una
adecuada funcion mitocondrial. En el caso del cerebro y cerebelo de
ratones CoqQX/X, el indice CoQy/CoQ;¢ disminuye cuando se mide en
homogenado y en mitocondrias aisladas siendo incluso menor después
del tratamiento con ubiquinol-10 (Figura 22 y 23C). Seria interesante,
por tanto, poder desarrollar y evaluar terapias enfocadas en aumentar la
biosintesis de CoQg y/o CoQjo con el fin de aproximarnos a las

concentraciones fisiologicas de ambos.

120



Discusion

Ademas de su papel bioenergético, la CoQjo es uno de los
antioxidantes enddgenos mas potentes en la célula (Turunen et al.,
2004). Varios autores han descrito que la deficiencia en CoQ viene
acompafiada de un incremento en la produccion de ROS y dafio
oxidativo a biomoléculas, causando un incremento en la muerte celular
in vitro (Quinzii et al., 2010; Quinzii et al., 2008) e in vivo (Quinzii et
al., 2013). En este sentido, los ratones Cog9™ también muestran un
incremento de la 8-OHdG en bulbo raquideo, diencéfalo y septo-
estriado (Fig 5 y 4s). Ambos tratamientos, ubiquinona-10 y ubiquinol-
10 redujeron la reactividad frente a la 8-OHdG, pero la reducciéon fue
mayor en el caso del ubiquinol-10. Estas observaciones ponen de
manifiesto que el ubiquinol-10 es captado mejor por los tejidos que la
ubiquinona-10, ademas de su mayor capacidad antioxidante y/o un

efecto en reducir el escape de electrones a través de la CTE.

En paralelo a los cambios bioquimicos tras los tratamientos, el
suplemento con ubiquinol-10 redujo la vacualizacion y astrogliosis en
bulbo raquideo y diencéfalo de ratones Cog9™, resultando en un
incremento del peso corporal. De nuevo el ubiquinol-10 fue mas
efectivo que la ubiquinona-10, reduciendo en este caso los cambios
histopatologicos en los ratones Coq9"*. Estos resultados son
particularmente importantes ya que los pacientes con deficiencia en
CoQjo muestran respuestas variables al tratamiento con ubiquinona-10
y, en algunos casos, el tratamiento o bien falla 0 no muestra una clara
respuesta, posiblemente debido a la baja absorcion de la ubiquinona-10
en los tejidos (Emmanuele et al., 2012). Dentro de la variabilidad de la
respuestas al suplemento con ubiquinona-10, los sintomas musculares

en paciente con encefalomiopatia y miopatia pura mejoraron en general

121



Discusion

después de la terapia (Gempel et al., 2007; Horvath et al., 2006; Lalani
et al., 2005; Sobreira et al., 1997), lo que refleja una mayor absorcion
de la CoQjo en musculo. En otros pacientes que presentan la forma
multisistémica, a causa de mutaciones en los genes PDSSI o COQ2, el
tratamiento con ubiquinona-10 consiguid resultados positivos
consiguiendo frenar la progresion de la encefalopatia y mejorar los
sintomas miopaticos (Montini et al., 2008; Quinzii et al., 2006; Rotig et
al., 2000), asi como la funcion renal en otros pacientes (Diomedi-
Camassei et al., 2007). Por el contrario, en un paciente con una
mutacién homocigota en el gen COQY, la terapia con ubiquinona-10
produjo una reducciéon del lactato en sangre pero no impidid el
empeoramiento neurolégico y cardiaco posterior que culmind con la
muerte a los dos afios de vida (Duncan et al., 2009). De manera similar,
a pesar del tratamiento con ubiquinona-10, un paciente con mutacion en
el gen PDSS2 manifestd convulsiones intratables y muri6 a los 8 meses
de vida (Lopez et al., 2006); y un paciente con sindrome de Leigh que
mostraba hepatopatologia e hipertrofia cardiaca después de una mejora
clinica inicial muri6 a los 3 afios de edad (Leshinsky-Silver et al.,
2003). Los datos publicados de otros dos pacientes con mutaciones en
el gen COQ6 y tratados con ubiquinona-10, describe una mejoria de la
proteinuria que sufrian ambos individuos, pero un fracaso en la
correccion del defecto auditivo en uno de ellos (Heeringa et al., 2011).
En los pacientes con ataxia cerebelosa también se han observado
respuestas variables al suplemento con ubiquinona-10, mostrando en
algunos casos mejoria después del tratamiento (Artuch et al., 2006;
Lagier-Tourenne et al., 2008; Pineda et al., 2010; Quinzii et al., 2005;

Terracciano et al., 2012) y en otros casos fracaso (Aure et al., 2004;
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D'Arrigo et al., 2008; Horvath et al., 2012a; Lamperti et al., 2003;
Mollet et al., 2008; Terracciano et al., 2012). Otros estudios demuestran
que son necesarias dosis mas altas para observar un efecto cuando se
usa ubiquinona-10 comparados con el ubiquinol-10. Concretamente,
en el caso de un paciente con deficiencia en CoQ;o debido a una
mutacion en el gen COQ4, que presentaba retraso mental,
encefalomiopatia y caracteres dimorficos recibid tratamiento con
ubiquinol-10 a una dosis de 15mg/kg/dia y tuvo la misma eficiencia
que la ubiquinona-10 a dosis 30 mg/kg/dia (Salviati et al., 2012). Esta
observacion clinica junto con nuestros resultados sugiere que el
suplemento con ubiquinol-10 podria mejor la eficiencia mostrada por el
tratamiento con ubiquinona-10. Esto seria especialmente importante
para los pacientes que padecen encefalopatia o ataxia cerebelosa

asociada a la deficiencia en CoQ.
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Del presente estudio podemos concluir:

1. La proteina Coq9 parece regular especificamente a la
proteina Coq7 en la ruta biosintética de la CoQ.

2. La presencia de una proteina Coq9 disfuncional y/o déficit
de CoQ en cerebro causa un aumento de los niveles de
complejo III libre y descenso del SC. Esto conlleva a una
disminucion de la respiracion mitocondrial y sintesis de
ATP.

3. La disfunciéon mitocondrial en cerebro induce un aumento
de dafio oxidativo y muerte celular activada por una via
independiente de la ruta de las caspasas.

4. La forma encefalopatica de la deficiencia en CoQ es
progresiva y cursa con muerte neuronal, astrogliosis severa
y degeneracion espongiforme.

5. La férmula soluble en agua del ubiquinol-10 presenta una
mejor absorcion por los tejidos que la ubiquinona-10. Esta
mejora resulta en un aumento de los niveles de CoQjo en
homogenado de tejidos y en mitocondrias de cerebro en
ratones Cog9” A

6. El ubiquinol-10 es mas efectivo que la ubiquinona-10, ya
que reduce la vacuolizacion, astrogliosis, estrés oxidativo e

. /X
incrementa el peso corporal en ratones Cog9™".

7. A pesar de la mejora, el tratamiento con ubiquinol-10 no
rescata completamente el fenotipo encefalopatico de los
ratones Cog9™*. Teniendo en cuenta que tanto roedores

como humanos producen CoQy y CoQj, seria interesante
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desarrollar y evaluar nuevas terapias encaminadas a

incrementar los niveles de ambas quinonas.
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ANEXO 1: PRIMERS

1.1 PRIMERS USADOS PARA GENERAR LA MUTACION PUNTUAL
PT1: 5°- AACTCC TCC CCA TCT TGA CCT G -3’
PT2: 5°- TCA GCG GGT GTA CCA GTT AAA CTG CAG-3°

PT3:5TCTGCAGTTTAACTGGTACACCCGCTGAGCAGTGCTGGCCG
GCATCTAC -3

PT4 (BsiWI): 5’- acttagtaCGTACGTAC GGA CAA CAC AAC CAC AGA
CAG -3’

1.2 PRIMERS PARA HACER SCREENER

N1: 5 -TGCGAGGCCAGAGGCCACTTGTGTAGC- 3’
N2: 5 -TTCCTCGTGCTTTACGGTATCG- 3’

P6: 5 -GAGTGCACCATATGGACATATTGTC- 3’
T7: 5 -TAATGCAGGTTAACCTGGCTTATCG- 3’
Al: 5’ -TTT AGA GGG CAG AGT TAC CAG AG
A2: 5 - AGT GGC AGC TGT TCA CAC AGA G
AT1: 5 - TCA GAG GTA CAG AAAGAGCCTG
AT2: 5° - ACT CCA CTG TGA GAC TCA TAG GC
LAN1: 5’ - CCA GAG GCC ACT TGT GTA GC
COOK3: 5 -TGATTG TGA CAG AACAGG GCAC
COOK4: 5 -TGG AAA GAC GTT TGG GAC AGT C
UNI: 5 - AGC GCA TCG CCT TCT ATC GCC TTC

F3: 5’- GCA TAA GCT TGG ATC CGT TCT TCG GAC -3’
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5’- GGA ACT TCG CTA GAC TAG TAC GCG TG -3°

Neo Del 1: 5°- GGT GTC CAG AGG GCT ATA TG-3’

Neo Del 2a: 5’- GCC TGG GTC AGA TTC TCT TA-3°

ANEXO 2: SOLUCIONES

SOLUCION COMPOSICION
1. Fase movil para medir los 500 ml de metanol
compuestos quindénicos en 500 ml de etanol
HPLC 15 ml 2-propanol
15 ml acido acético
50 mM acetato sodico
2. Medio A de homogenizacion 320 mM sacarosa
1 mM EDTA
Tris—10 mM HCl pH 7.4
3. Medio B de homogenizacion 750 mM sacarosa
225 mM sorbitol
1 mM EGTA
BSA al 0.1%
10 mM Tris-HCI  pH 7.4
4. Medio C de homogenizacion 120 mM KCl
20 mM HEPES
2mM MgCl,
1 mM EGTA
BSA (5mg/ml de tampon) pH 7.4
5. Medio D de homogenizacion 300 mM sacarosa
2 mM HEPES
0.1 mM EGTA
6. AB mix 48:1,5 48 g de Acrilamida
1,5 g de Bis-Acrilamida
7. Buffer 3x 150 mM Bis-Tris
1.5 M 4cido 6-aminohexanoico pH 7
8. Medio de resuspension de 100 mM é&cido 6-aminohexanoico
mitocondrias Bis-50 mM Tris-HCI pH 7.0
9. Tampodn de carga nativas 5% Serva Blue G-250

100 mM 6-aminohexanoico

10. Solucidn de transferencia

25 mM Tris
192 mM glicina
20% metanol pH 8.3.

11. Solucion In gel

0.14 mM Tris/HCl  pH 7.4
10 mM NADH
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1 mg/ml NTB

12. Solucién de homogenizacion
A

50 mM Tris—HCI

1% Triton X-100

1 mM Ditiotreitol pH 7.6
Cocktel de inhibidores de proteasas

13. soluciéon de homogenizacion B

0.32 M sucrose

10 mM Tris—HCl

1 mM EDTA

0.2% BSA pH 7.4,

Cocktel de inhibidores de proteasas

14. solucidn fosfatasa inhibidora

10 mM tampon fosfato

150 mM NaCl

2.7 mM KCl

125 mM NaF

250 mM b-glicerofosfato,
250 mM p-nitrofenil fosfato
25 mM NaVO; pH 7.5

15. Tampodn isotoénico frio

20 mM HEPES pH 7.5
5 mM NaF

S5mlde 0.1 M NazMOO4
0.1 mM EDTA

16. Tampon de lisis

20 mM HEPES
20% glicerol

420 mM NaCl

1.5 mM MgCl,

0.2 mM EDTA

20 mM NaF

0.5 mM ditiotreitol
1 mg/ml leupeptina
0.2 mM fenilmetilsulfonilfluorida

pH 7.9

17. Tampodn de aislamiento

250 mM sacarosa
2 mM EDTA
10 mM Tris

0.5% BSA pH 7.4

18. medio MiRO5

0.5 mM EGTA

3 mM MgCl,

20 mM Taurina

10 mM KH,PO,

20 mM HEPES

110 mM D —sacarosa

60 mM acido lactobidnico
0.1% BSA pH7

19. Solucion A de respiracion

250 mM sacarosa
0.5 mM Na,EDTA
10 mM Tris
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1% BSA  pH 7.4

20.

Solucion B de respiracion

250 mM sacarosa
0.5 mM Na,EDTA
10 mM Tris pH 7.4

21. Solucion C de respiracion 0.32 M sacarosa
1 mM EDTA-K
10 mM Tris—=HCl pH 7.4
22. Fase mévil HPLC para 100 mM fosfato potéasico pH 7
compuestos adenilicos 1 mM tetrabutilamonio hidrégeno
sulfato 1.5%. acetonitrilo
23. Buffer de reaccion actividad 0.5 mM KCN
CI+III 0.2 mM NADH
0.1 mM citocromo c.
24. Buffer de reaccion actividad 0.5 mM KCN

CI+III

0.3 mM succinato
0.01mM rotetona

ANEXO 3: COMPOSICION GELES

3.1. GELES NATIVOS DE POLIACRILAMIDA

Composicion 3% 13% 4%
Gradiente | RESOLVING | RESOLVING | STACKING
AB mix 0,305 ml 0,866 ml 0,25 ml
48:1,5 *°
Buffer 3x *’ 1,667 ml 1,111 ml 1 ml
Agua milliQ 3ml 0,713 ml 1,75 ml
Glicerolal |  ------ 0,643ml |  ------
87%
APS 20% 20 ul 7 ul 12,5 ul
TEMED 4 ul 3ul 3ul
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ANEXO 4: ANTICUERPOS

4.1. ANTICUERPOS USADOS EN INMUNODETECCION EN

MEMBRANAS

Anticuerpo Casa comercial/Referencia
Anti-COQ7 Cedido por Hekimi, McGill University,

Canada

Anti-COQ6 Santa Cruz Biotechnology, sc-107506
Anti-COQ9 Santa Cruz Biotechnology, sc-271892
Anti-COQ9 Abcam, ab104189
Anti-NRF-1 Santa Cruz Biotechnology, sc-33771
Anti-PGC-1a Santa Cruz Biotechnology,sc-13067
Anti-Bcl-2 Santa Cruz Biotechnology, sc-492
Anti-caspasa-3 Santa Cruz Biotechnology, sc-136219
Anti-p53 Santa Cruz Biotechnology, sc-6243
Anti-AIF Santa Cruz Biotechnology, sc-55519
Anti-B-actina Santa Cruz Biotechnology, sc-47778
Anti-GAPDH Santa Cruz Biotechnology, sc-25778

Anti-actina

Santa Cruz Biotechnology, sc-1616

Anti-VIDACI

Abcam, ab14734

Anti-Lamina A/C

Santa Cruz Biotechnology, sc6215

Anti-NUDFA9

Abcam, ab14713

Anti-ubiquinol-Citocromo
C Reductasa proteina Core |

Abcam, ab110252

Anti-conejo 1G peroxidasa
conjugada con caballo

Santa Cruz Biotechnology, Inc

Anti-raton IG peroxidasa
conjugada con caballo

Santa Cruz Biotechnology, Inc

Anti-cabra IG peroxidasa
conjugada con caballo

Santa Cruz Biotechnology, Inc
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4.2 ANTICUERPOS USADOS EN INMUNOHISTOQUIMICA

Anticuerpo

Casa comercial/Referencia

Anti-GFAP

Millipore, MAB360

Anti-oligodendrocitos

Millipore, MAB1580

Anti-tubulina B-11I

Covance, MMS-435P

Anti-8-OHdG

QED Bioscience, 12501

Anti-4-HNE

Alpha Diagnostic, HNE11-S
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Coenzyme Q10 (CoQ,) or ubiquinone is a well-known component of the mitochondrial respiratory chain. In
humans, CoQ,, deficiency causes a mitochondrial syndrome with an unexplained variability in the clinical
presentations. To try to understand this heterogeneity in the clinical phenotypes, we have generated a
Coq9 Knockin (R239X) mouse model. The lack of a functional Coq9 protein in homozygous Coq9 mutant
(Cog9"™) mice causes a severe reduction in the Coq7 protein and, as q pread CoQ defi-
ciency and acct I 1of d hoxyubiquinone. The deficit in CoQ induces a braln-specmc impairment of
mitochondrial bioenergetics performance, a reduction in respiratory control ratio, ATP levels and ATP/ADP
ratio and specific loss of respiratory complex I. These effects lead to neuronal death and demyelinization
with severe vacuolization and astrogliosis in the brain of Cog9™* mice that consequently die between 3
and 6 months of age. These results suggest that the instability of mitochondrial complex | in the brain, as

a primary event, triggers the develop it of mitoch

ciency.

\drial encephalomyopathy associated with CoQ defi-

INTRODUCTION

Coenzyme Q (CoQ) biosynthesis is a complex process that is
present in all mammalian tissues (1). In humans at least 11
genes codify proteins d for the bio: of CoQ
and have homologs in bacteria, yeast, nematodes and mice
(1). One of these genes, cog9, was identified and characterized
as a new gene that, when mutated in yeasts, results in a CoQ-
deficient phenotype (2). However, the function of Coq9
protein in CoQ biosynthesis is not yet known.

Once CoQ molecules are synthesized, they localize in all
tissue’s membranes, thereby indicating their involvement in
multiple cellular functions. Basically, all these functions are
based on their redox properties. In mitochondrial inner mem-
brane, CoQ plays a central role in the function of the mito-
chondrial electron transport chain (mtETC) because it is

required for the transfer of electrons between complexes I
and III. CoQ and its oxidation by the mtETC is also required
for the function of several enzymes that link the mtETC to the
function of the TCA cycle by succinate dehydrogenase (EC
1.3.5.1), to B-oxidation by the electron-transfer flavoprotein-
ubiquinone oxidoreductase (EC 1.5.5.1), to the shuttling of
reduction equivalents from the cytoplasm by the glycerol-
3-phosphate dehydrogenase (EC 1.1.99.5), to the synthesis
of pyrimidines by the dihydroorotate dehydrogenase (EC
1.3.3.1), to the metabolism of glycine by the choline dehydro-
genase (EC 1.1.99.1), to the arginine and proline metabolism
by the proline dehydrogenase (EC 1.5.99.8) and to the seleno-
amino acid metabolism and sulfur assimilation by the sulfide
CoQ reductase (EC 1.8.99.1).

Thus, CoQ is a critical molecule in the production of ATP
by the mitochondrial oxidative phosphorylation (OXPHOS)
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system, which is app y din ial su;
complexes (SC) that can be detected by blue native PAGE (3 -
5). In addition to the b getics involvement, it is well
known that CoQ is an important antioxidant and it partici

in the redox r ion of the mitochondrial permeability tran-
sition pore and the uncoupling proteins (6).

Because of the !‘undamemal fu.ncuons of CoQ the deficit in
this vital molecul causes 11 ial di with hetero-
g clinical p ped in five major pheno-
types: (i) an encepha]omyopalhy with brain involvement and
recurrent myog]obmuna, (ii) an mfanule multisystem dxsorder

h and

with I usually d with nephrog

variable mvolvemem of other m-gans, (m) alaxnc syndrome
with cereb phy, (iv) an i yopathy and (v) a
teroid-resi phrotic synd anary CoQ.., defi-
ciency is d as an ive trait and
may be caused by mulalions in any of lhe known or in add-

itional ired for its biosynthesis. To date,
mutations in PDSSI PDSSZ COQ2, COQP4, COQ6, COQY9
and ADCK3 hzne been identified (7) In vitro smd.m from

lhese ients’ skin fibrobl have indicated that the
i drial ATP production, the i in oxldanv
sums and the diff in the induction of gy and

apoptosis may be critical factors in the de\elopmenl of the
disease (8- 12). Nevertheless, little is known about the cellular
and tissue differences in these parameters following the defi-
ciency in CoQ levels.

To expl the molecular and patl 1 conse-
quences of CoQ deficiency and the !mue-specxﬁc differences,
we havc generated Cqu knockin mouse model that develops

yop ,al]momhsofage The
function of the Coq9 protein in the CoQ biosynthetic
pathway has also been examined.

RESULTS

Dysfunctional Coq9 protein, which regulates Coq7,
produces widespread CoQ deficiency

The COQY gene was |denuﬁed zmd chamctemed as a gene that
is required for CoQ biosy in Sacch
cerevisiae (2,13). Later on, Dunmn el al (14) rcpomzd a
patient with CoQq deficiency because of two point mutations
in the COQY gene. In spite of these findings, the specific role
of the Cog9 protein in the CoQ biosynthesis pathway is
unclear. To study the function of Cog9 in Is, we have
generated a Cog¥ mutant mouse using homologous recombin-
ation to introduce into mouse embryonic stem (ES) cells an
R239X (¢.715C>Tand < 717 T=A) mutation (see ‘Materials
and Methods™ and S y Material, Figs SIA-SIC)
that is homologous to the human R244X Cog9 mutation (14).
Mating of heterozygous mice (Cog9 ™™ produced the expected
mendelian dnsmbuuon of wild-type (Cog9 "), he(emzygous
mice (Cog9™" )zmd homozygous knockin (Cog9’ 1‘) mice.
Murine Cog¥ gene (GenBank Amsmn NP. 080728) com-

prises 9 exons on chrr dicted to encode a
313 ammu acid protein (LumlKB/Swnss-Prol QSKlZO) The
Cog9"" mice are dicted to prod d protein
lacking the C-terminal 75 amino acid resndues To confirm
the presence of the truncated Cog9 protein in Coq9“"' mice,
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Figure 1. \lulxbor.-s in lhr: murine Cog¥ gene generste a!yxl’umlmnal Cogd
CoQ d A)

we first performed an immunoblotting analysis using
an anti-Coq9 antibody against the C-terminal region of the
pm!em. As predicted, we detected a ~21 kDa protein in
Cog9""" mice, but not in Cog9"™ mice (Fig. 1 A). Unfortunate-
ly, an anti-Coq9 antibody against N-terminal region of the
protein was not available for this study, so we could nol demon-
strate the presence of a stable mmcaled protein in coqv mnce
Anyhow, if Cog9 is involved in CoQ b hy
tional Cog9 prolem must pmduce a severe CoO deﬁcnency As
expected, Cog9"™ mice showed a significant d in both
CoQs (the major form of ubiquinone in mdenb) and CoQyo
when compared with the age-mated Cog9 """ mice in all exam-
ined tissues (cerebrum, cerebellum, heart, kidney, hind legs
skeletal muscle and liver) (Fig. 1B and Supplemenlary Material,
Fig. S2). The percentage of decrease in both CoQq and CoQ o
levels were slightly higher in kidney, heart, cerebrum and cere-
bellum, followed by muscle and liver (Supplementary Material,
Table S1). Hence, our results confirmed that Coq9 protein is
involved in the general pathway of CoQ biosynthesis.

An intriguing observation was that the HPLC chromato-
graphs used to quantify the CoQ levels showed an abnormal
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Figure 2. The role of Cog¥ protein ir: the CoQ bicsynthetic pathway. (A) HPLC chromatogram in the cerebrum of Cog¥"™"" mice showing two sbrormal peaks at
the retention times of 12.5 and 17.6 min. (B) Mass spectrometric analysis of the pesk with 2 retention time of 12.5 min indicates that its molecular ion [M + H]+
correspords to 765.7 [M + H]+. The moroisotopic mass of the precursor jon corresponds to CsaHegO: = 764.6. This result is consistent with the identification
of the sbaormal peak s DMQy. (C) Protein Jevels of Cog7 in heart homogerste from Cag¥™'™ (¥ = 6) and Cog9™™ (N = 6) mice. The Cog7 protein was almost
undetectable in Cog¥™ ™ mice when 15 pg of proteins were loaded irto the gel. However, low levels of Cog7 protein were detected when 30 pg of proteins were
losded in 1o the gel. (D) Protein levels of Cogb in keart komogenste from Cog9” ' (V= 6) and Cog¥™ ™ (N = 6) mice. The results were quantified by deesi-
tometry (right panel), and dats are expressed a5 mean + SD. (E) Protein levels of Adek3 in heant komogenate from Cog¥' " and Cog9™ ™ mice.

accumulation of two peaks in Cog9"" mice. The retention observed in the skin fibroblasts belonging to the patient with
times of these two additional peaks were 12.5 and 17.6 min, COQY9 mutations (14). The mass spectral identification of
immediately before the CoQs (13.5min) and CoQ the former lipid with a retention time of 12.5 min exhibited
(18.8 min) peaks, respectively (Fig. 2A and Suppl y a molecular ion peak of 765.7 [M + H]+ (Fig. 2B) and
Material, Fig. S3). I ingly, these extra peaks were also  could thus be identified as demethoxyubiquinone 9 (DMQs)

169

<

g wogp papeoj

€G] - WPRURX) P pepe

€102 21 [udv w



Apéndice

1236  Human Molecular Genetics, 2013, Vol. 22, No. 6
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Figure 3, Pherotypic characterization of Cog9™™ mice. (A) Image of 3 months old Cog9 ™" and Cog9™™ mice showing the differences in their sizes. (B) Body
weight of males and females Cog¥™'~ (N = 20) and Cog¥™™ (V = 20) mice st 3 and S months old arimals. Dats are expressed as mean + SD. ***F < 0.005
versus male Cogy™ 3 P < 0.01; " < 0.005 versus female Cogy™ ™ qu) Image of the sizes of brain, beart, kidney, liver and muscle of Cog¥™ ~ (lefl panel)
and Cog9™" mace (right parel) 1 3 months of age. (D) Photo of 8 Cog@"" mouse at 20-22ed postnatal dsy showing the loss of the bedy kair. (E snd F) Open
field test of Cog9"" " (V= 16) and Cqu\ x (N = 16) mice 1t 3 and S months. Traveled distance was measured by intervals of 30 min. (D) Numbers of vertical
rears were evaluated by intervals of $ min during 30 min. (E) Data are expressed as mean 4+ SD. *P < 0.05; ***P < 0.005 versus Cog¥™ ™. (G) Lateral view of

Cog¥™™ mouse with severe symptom pherotype represerted by & severe paralysis of the legs.

(theoretical mass [Cs3HyO5] = 764.61) (Fig. 2B). DMQ, was
accumulated in all tissues of Cog9™ mice, and the CoQq/
DMQ, ratio was lower in kidney, heart and skeletal muscle
than in cerebrum and cerebellum (Supplementary Material,
Fig. S4). DMQ, is the substrate for the murine Cog7 protein
that catalyzes its hydroxylation to produce S-hydroxy-ubiquin-
one (Supplementary Material, Fig. S5). Consequently, homo-
zygous Coq7 knockout mice accumulated DMQy with no

As a result, we performed an exhaustive characterization of
this mouse model. Cog9™™ mice were indistinguishable
from Cog9 "' mice, which corresponds with the recessive
transmission of the disease (7). By crossbreeding Caq9"""
mice, a normal mendelian distribution was obtained in the off-
spring. Cog9"" mice pups had normal birth weights, sex dis-
tribution and early growth. Following the first month of life,

" mice went through a devel | delay evidenced

production of CoQs (15,16). H , the tissues bel

16} Coq9““ mice contained both DMQy and CoQs Therefore,
our results suggest that Coq9 may regulate Coq7. By virtue of
that, we measured the protein levels of the Coq7, revealing
that Cog9"™ mice showed a severe reduction in the Cog7
levels when compared with Cog9™ ™ mice (Fig. 2C). The re-
duction in the Coq7 levels in the Cog9"™ mice is very specific
because the protein levels of Cogé and Adck3 did not differ
between Cog9'"" and Cog9*™™ mice (Fig. 2D and E).

Cog9™™ mice show clinical signs of pred
encephalomyopathy

The reduction in CoQ levels in Cog9™” mice tissues implies
that this mouse model may recapitulate some of the clinical
phenotypes associated with human CoQ,q deficiency (7).

170

Cog9" 2k

by a red in the body and tissues sizes as well as in the
body weight gj'ig. 3A-C). Curiously, by postnatal day 20—
22, the Cog9“* mice lost their body hair (Fig. 3D), but it
grew back during the next hair-growth cycle. A similar obser-
vation was provided by a complex [-deficient mouse model
(17,$).. Locomotor activity was lower in 3 months old
Cog9"" mice, with a significant decline at 5 months
(Fig. 3E). In a similar way, the numbers of vertical rears
were mildly lowered at 3 months and significantly lowered
at 5 months (Fig. 3F). No difTe in urine albumin, cre-
atinine, glucose and magnesium levels were found between
Cog9"" and Cog9™"" mice (Table S2). Between 3 and 6
months, Cog¥“* mice developed a rapid and progressive leg
paralysis, suggesting an involvement of the central nervous
system in the palholo&; of the disease. In this range of age
(3-6 months), Cog9"" mice started manifesting moderate
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Figure 4. Histologic stainirg of tissue sectiors from Cog9” " and Cog9™ ™ mice. H&E and LFB stains from Cog " and Cog™ ™ mice with MS ard $8. A sporgi-
foem pathology is observed in Cog9™ ™ mice. The pors and the medulla oblongata aress show profourd demyelinizatior: in the Cog¥™ ™ mice with $S (upper panel,
scale bars, 100 pm; lower panel, scale bars, S00 um). (A) PAS stain did rot reveal histologic alterstions in the kidney of both wild-type and homozygous mice (top

panel and scale bar, S0 wm). The Masson’s TCM stain in the muscle showed nesve fibers with severe demyeliization in Cogd™

X mice with $S (middle panel and

scale bar, 50 m). The heart of Caq‘)"x mice showed &n increase in conrective tissue between cardiac cells (bottom parel and scale bar, SO um).

symptoms (MS) represented by weight loss and mild walking
alterations (Supplementary Material, Movie S1) and it was
followed by a progressive develof of severe symptoms
(SS) manifested by rapid and severe leg paralysis (Fig. 3G
and Supplementary Material, Movie S2). These phenotypic
changes observed in Cog mice were correlated with their
early death: Cog9"™ mice started to die at 3 months, and
by 4 months, 50% of them were dead. By month 6, all
Cog9"" mice were dead. These results suggest that Cog9™™
mice developed the phalomyopathic variant iated
with CoQ deficiency (7).

171

Heth

To d the ph pe observed in Cog9™™
mice was the result of anatomopathologic changes, we per-
formed a histopathologic analysis of different tissues sections.
Hematoxylin and eosin (H&E) stain of the brain showed an
intense vacuolization in the white matter and medulla oblon-
gata from Cog9"™ mice, which was more evident in mice
with SS. In addition, we observed dead neurons manifested
by pyknotic nuclei that were displaced at the edge of the neur-
onal bodies (Fig. 4A). These observations indicated that
Cog9"™™ mice developed spongiform d ion and neu-
ronal death. Additionally, Luxol fast blue (LFB) stain revealed
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a3 large numbers of GFAP immunoreactive

'ﬁnnmmmmmn)mqmm-mdm-
Figure S4A and S4B. Anti-Of;

antibody strining did not reveal any differences

also Supplementary
mw" w"’-n(uemzoom;(mmagmmmmmmmommlmdam’“nu(mm

200 pm). (B) Anti-GFAP antibody staming of pans shows a reactive

is with scars format Cog™™ mice with (scale ber, 20 pm).

a profound d lini and an in glial cells in the
pcns am‘ltlt udllla oblu!gda d'Coq9"“mwe Likewise, it
isp g the Nissl bodies of the

nmna‘l‘hesec mmoneevndmnnmneewnhss
(Fig. 4A). SS Masson’s trichrome (TCM) stain in the hind
legs skeletal muscle (vastus lateralis) showed nerve fibers
with severe demyelinization in Cog9"™ mice (Fig. 4B). The
heart showed signs of fibrosis, represented by an increase in
comnective tissue between cardiac cells (Fig. 4B). Finally,
the Periodic acid-Schiff (PAS) stain did not reveal histologic
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dmrnionsind:ekidneyofbod:wild—typendhomygous
mice (Fig. 4B). In the brain, the immunohistochemistry with
primary anti-glial fibrillary acid protein (GFAP) antibody
revealed numerous astrocytes with enlarged cell bodies in
Cog9 mice, particularly in the pons and cerebellum
(Fig. 5A and B) and also in the encephalon. The astrocytes
proliferation was more pronounced in mice with SS (Fig 5A
and B), where zones with scars formation were observed
g 5B). Immunohistochemistry with primary tubulin beta
I (TUJI) antibody revealed loss of neuron’s dendrites in
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Figure 6. Cog¥9™™ mice show profound bicenergetics defect in brain. (A and B) Tissue ATP levels (A) and ATP/ADP ratio (B) from 3 manths old Cogd™'*
(N=7) and Cag9™™ (N="7) mice. Data are expressed as mean 4 SD. *P < 0.05; **P < 001 versus Cog¥™'*. (C and D) Measurements of mitochondrial res-
pirstion represented by the RCR using ghitamatefmalate a5 substrates for complex 1(C) or succinste as substrate for complex 1T (D). N = 5 in each experimental
gowp. Deta are expressed as mean 4 SD. "P < 0.05 versus Cag9™ *. (E) BNGE followed by i analysis of mitochondrial SC from 3 manths okd
Cog¥"™* (N =T7)and Cog9™ (N = 7) mice. Antibodies against NDUFA9 (left panel) and Core I (right panel) were used o detect complexes 1 and 111, respect-
ively. Red asterisk indicate differences between Cog¥™" and coq9™™ mice. Densitometry smalysis of SC and free complex 11 detected with the anti-core 1
antibody (bottom panel). Dats are represented as SC/CII ratio. The results are expressed as mean 4 SD. ***P < 0,005 versus Cog9™ ™.

qu?"x mice, more evident in mice with SS (Fig. 5A and B).
On the contrary, immunohistochemistry with primary anti-
oligodendrocytes antibody did not show any difference
between Cog9'’* and Cog9™™ mice (Fig. SA), except for

Defect in the mitochondrial bioenergetics correlates with
the encephalomyopathic phenotype of Coq?“ mice

Despite a general reduction in CoQ levels in all tissues, the

the damaged area in the pons that was not stained with any
of the techniques used. Therefore, the histopathologic results
in Cog9™ mice showed signs of predomi phalomy
pathy with astrogliosis and neuronal death.

173

more impaired organ by large in Cog9™ mice is the brain.
Interestingly, an analysis of the steady state level of ATP in
different tissues revealed a significant decrease only in the
brain (Fig. 6A). This decrease is not due to an overall decrease
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in the adenine nucleotide pool but to a decrease in the ATP/
ADP ratio (Fig. 6B), suggesting that the mate of ATP synthesis
maybesgmﬁcanﬂylmpmedmthebrm Because CoQ is a
key p y chain, the ATP
dq:leuon mthelnmmay reflect impairment in mitochondrial
bnoencrgeuea The ADP-stimulated respmm (state 3) was
reduced m ouebtum of Caq9" mice usmg ubama for
both ial T (gh plus (Sup-
plementary Material, Table S3A) and complex IT (succinate)
(&x;plememry Material, Table S3B). However, state 4 was
increased using the substrates for mitochondrial complex I
(Supplementary Material, Table S3A) while it was decreaed
using the sub for ial lex IT (St
nry Material, Table S3B). These results suggest that respir-
ughcunplexlxspnnllyuucmpledmeerebnm
of Coq9‘ mice. As a consequence, the respiratory control
ratios (RCRs) were significantly decreased in cerebrum of
Cog9™™ mice (Fig. 6C and D), but the decrease in the RCR
by glutamate plus malate was higher (64%) than the decrease
in RCR by succinate (36%). This sh‘mgly suggas !lnl in tbe
brin of Coq!?"”r mice, the comph

mare d than the '—1—' Td &
iration. Mitochondria from skeletal muscle and heart of
Cog9™ mice showed a global reduction in oxygen

tion (Supplementary Material, Tables S3A and S3B), b\l no
clmnpmtheRCR(ﬁg 6C and D). Kidneys of Cog?™™
nnee dnd not show dxﬂ'emnees in mitochondrial respimtion
y Material, Table S3A),
whmshm3md4lhrmghoomplexllwaeshghly
decreased (Supplementary Material, Table S3B). The RCR
were not different in the kidneys from Cog9*'* and Cog9™
mice (Fig. 6C and D). The hoenergm Meetm the cere-
brum of Cog9™™ mice was d by th
of the CI+ TIT activity (Supplementary Mmeml, Fig. S6)
Moreover, the addition of decylub 9Etmlly
ma+mmmmmmow’q mice (Supple-
mentary Material, Fig. S6).

Mitoehondsial iratory pl could ble into

efficient supramolecular associations or SC that behave as
functional and physiologic entities (4,5). Interestingly, recent
studies have revealed the presence of CoQ in some SC variants
(4). The analysis by blue native gel electrophoresis (BNGE)
and the subsequent immunoblotting with an anti-NDUFA9
(emnplex 1 axbmn) antibody showed that the overall amount
lex T ially fo SCdndmtchngemtlt
mnochmdmfmmd-lhenl tissues of 3 months old Cog#™
mneewhenoompamdwtﬂ:(‘oq “miee(l-‘lg 6E).
in was
decmsed (Fig. 6E). In aﬁnun, in the nnmmodeueeum of
eomplex m (lm-m 1 mti)ody) we observed splﬁmt dif-
of Cog' mice when
eom;nred with Coqv""" mice, whereas no cbmps in any
other tissues were appreciated (Fig. 6E) Explicitly, cereb

Apéndice

Figure 7. Oxidative dsmage in the brain of Cog9™™ mice. (A ~F) Immunchis-
tochemical stain against 8.OHG in the brain of Cogd™"* (A, C and E) and
Cog9™™ (B, D and F) mice at 3 months of age (scale bers: A and B, 1 mm;
C andD, 500 pm; and E and F, len).ﬁldll)h:mMml

stein against 4HNE in the brain of Cog¥™ " (G) and Cog9™™ (H) mice at
3 months of age (scale bars, 100 am).

Oxidative damage in the brain of Cog9™™ mice

Deficiencies in mitochondrial y chain P
are, in some cases, assocmedwnhanmausemtheprom&
lm of neu:txve oxygen species (ROS) with the subsequent
to biomolecules. Specifically, CoQ-deficient
cells have shown increased oxidative stress when the residual
CoQ levels were between 30 and 45% in human skin fibro-
blasts (10-12) or 46 and 76% in a human neuronal cell line
(19). To investigate whether the oxidative stress participates
in the brain puhology of Caq9"“'mlee. we performed an

and cerebellum from Cog9™ ™ mice exhibited higher levels of
free complex I than its form bound to the SC (Fig. 6E). This
is in agreement with the reduction in complex I that would
release complex T by the decrease in the amount of SC con-
taining I/IT1. Therefore, the brain of Cog9 " mice showed a
dneaeorulmnhaweenthckﬂcnmCeromplexlreduu—
tion, spiration and ATP synth

174

of brain using anti-
bodies against 8-] hydmygmmam (8-OHdG), a marker of
nucleic acid oxidation, and 4-hydrox xynoneml (4-HNE), a
marker of lipid peroxidation. Cog9"™ mice showed an in-
creased mmber of pmnwe cells for B-OHtK‘n (F:g 7A and B)
and i ity in the stai which is especi
evident in the pons (Fig. 7C-F). Thennmunommng
against 4-HNE did not show profound differences between
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Cog9*'* and Cog9"™ mice. However, some in the
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enc n of Cog?"™ mice showed an increase in 4-HNE
stains (Fig. 7G and H).

The energy deficit in neurons triggers caspase-independent
apoptosis
Defeots in the mitochondrial function are the more plausible
ion for the i ibility of brain tissue to maintain
normal levels of ATP. This energetic failure may cause neur-
onal death and be the primary cause of the histopathologic fea-
tures on Cog? ™ mice. In fact, the histologic study of the brain
howed the p of dead in the Cog9™™ mice
with SS. To verify how neuronal death occurred, we per-
formed the TUNEL assay in different brain sections. Brain
images of Cog9™ mice with MS did not reveal the presence
of apoptotic neurons (Fig. 8A). However, brain images from
Cog mice with SS revealed the presence of apoptotic
cells in the pons and in the encephalon (Fig 8A). Following
that, we investigated the mechanisms by which apoptosis
was developed. First, we detect low levels of caspase 3 and

lation of DMQy (2,20). Cog9"™ mice have constitutive
levels of Adck3, and they show, similar to cog9 point mutant
yeasts hartboring adck3 on amulticopy plasmid (2,20), reduced
CoQgq levels and accumul.mon of DMQ., Because DMQy is
the sub for the d by Coq7, we hypothe-
sized that Coq7 may require Coq9 for its nomal function. The
reduced levels of Coq7 together with the normal levels of
Coqg6 and Adck3, other enzymes in the CoQ biosynthesis, con-
firmed this plem:sc Coq9 protein has no homology with pro-
teins of known function, but the p that it
works as a cabonhon/mcfal—bmdmg protein (Kihara Bioinfor-
matics Lab y, IN, USA). B Coq7 possess a di-iron
center (21), we may speculate that Coq9 is necessary for the
proper conformation of this di-iron center in the Coq7
protein. The co-localization of Coq7 and Coq9 in rat molecu-
lar podocytes would reinforce this idea (22).

Once CoQ molecules are synthesized, they play a central
role in the OXPHOS system transferring electrons from com-
plexes Tand 1T to complex TT (3,23) The OXPHOS system is
organized into effi ions aor SC.
lmcmungly, Acin-Pérz and et al. (24) demonstrated that

lex I, almost in its totality, is forming physical associ-

P53 in mutant mice, as well as overexp of the antiapop
totic protein bel2 (Fig. 8B), implying that a caspase-dependent
cell death pathway was not activated. lmn'gued by our finding

ation with complex IIT in vivo to the point that the ablation
of complex T destabilizes complex I and promotes its degrad-
ation. It is ako described that the depletion of complex T does
not di L 1 III but modlﬁes its distribution

s[;"ccmed to an apopchc pmcas in the cerebrum of the
mice, we the expression of the apoptosi
mdlcucn factor (AIF) in this tissue to check whether a
caspase-independent cell death pathway was activated. Inter-
estingly, we found a significant translocation of AIF from
the mitochondria to the nucleus suggesting that the apoptotic
process triggered was in fact a caspase-independent pathway
(Fig. 8C).

DISCUSSION

Following the first reports of human CoQ,q deficiency, there
has been an increased interest in discovering the different
steps and regulation aspects of CoQ biosynthetic pathway,
as well as the pathomechanisms associated with CoQ,q defi-
ciency. In the current study, the generation and chamacteriza-
tion of (.‘04;9""“r mice favor some important conclusions
regarding these inquiries: (i) Coq9 protein specifically regu-
lates Coq7 protein in the CoQ biosyhthetic pathway, (i) the
presence of a dysfunctional Coq9 protein and/or the deficit

between free and ¢ lex T (24).
Cog9™™* mice showed reduction in complex I with a parallel
increase in free complex 11T only in the brain. This reduction
in the complex T amount correlates with the partial restoration
of the CI + TT activity after the addition of decylubiquinone.
In other CoQ-deficient tissues wnh stablc mnoclnndnal Ilm
ratios, no differences in mil
and ATP levels were found between coqsr"* and Cog9™
mice. Therefore, our study suggests that the destabilization
of the mitochondrial eanplex Tis a critical event triggered
by the CoQ defici that hondrial ATP synthe-
sis. It is unclear why this tissue has a specific defect, but the
differences (~40%) in the protein composition of mitochon-
dria from different mouse nssum suggest that there are differ-
ences in the mi ia org and functi

depending on the tissue (25). One possibility is a_tissue-
specific role of Coq7, which is reduced in the qu9' mice,
in the distribution of CoQ through the outer and inner mito-
chondrial membranes, as it has been recently suggested (26).

further i will be needed to clarify

in CoQ in the brain causes loss of compl Iandan Therefi
in free complex 111, leading to a d in drial res- heth
pmhonmdA‘l'P; h '(in) itochondrial dysfunction in
the brain ind & ic cell death

and (iv) the mccphalorn)opathlc form of ¢ CoQ deficiency is
progressive and takes place with neuronal death, severe react-
ive astrogliosis and spong'ﬁmn degeneration.

CoQ biosynthesis is a complex process that is known in
part, thmkstomearchmbacmmdymst One of the pro-
teins Ived in this biosy pathway is Coq9, but its
specific function is unknown. The involvement of Coq9 in
CoQ biosynthesis was initially di d in yeasts b
cog9 mutant yeasts did not produce CoQq (2). lntclrcs!inﬂy.

the loss of complex I in brain is a molecular-specific
or CoQ levels-specific |i1cnomemn

The accumulation of DMQy in Cog9™™ mice tissues does
not seem to be a critical factor for the cerebrum-specific bio-
energetics impairment because cerebrum and cerebellum
showed higher CoQ¢/DMQy ratios than other tissues.
DMQ is not functional in the mitochondrial respiratory
chain, (27) and mice with accumulation of DMQy and no
production of CoQ are embryonically lethal (15,16). More-
over, the accumulation of DMQ does not seem to produce
detrimental effects in the mitochondrial respiratory chain
because Coq9 and Coq7 mutant yeasts are not functionally

1

cog9 point mutant yeasts harboring adck3 (cog8l/abel) on a
multicopy plasmid have partial CoQg biosynthesis and

175

distinguisk from other ubiquinone-deficient mutant
yeasts (1,28).
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Figure 8. Apoptotic markers in the brain of Cag9™" and Cog9™™ mice. (A) Pons and encephalon from Cog9™ ¥, Cog9™™ (MS) and Cog9™™ ($S) mice stxined
by the TUNEL assay. Apoplotic bodies were detected in both areas from Cog9™™ (SS) mice (scale bars, 100 jum). (B) Analysis of the caspase-dependent mito-
chondrial apoptotic pathway in cerebrum of Cogd™ " (N = 7) and Cog®™™ (N = 7) mice. The results were quantified by densitometry (right panels), and data sre

expressed as mean + SD. *P < 0,05 versus Cogd™'" . (C) Analysis of the capase -independent mitochandrial spoptotic pathway in cerebrum of Cog9™

+(N=

7 mytcm"”‘ (N'= 7) mice. The results were quantified by densitometry (bottom panel), and dsta are expressed as mean 4 SD. *P < 005; **P < 0.01 versus
Cogy™'*.

The consequence of energy depletion in the brain is an in-
crease in apoptotic neuronal death triggered by translocation
of AIF from mitochondria to the 1 a route of cell
death pathway mitochondrial dependent, but caspase inde-
pendent. The AIF-dependent pathway seems to be particularly
important in the induction of apoptosis in neurons (29-31).
Similar to our results, the cell death induced as a consequence
of the lack of mitochondrial glutathione peroxidase 4 (GPx4)

176

diated tH

was ugh the AIF tmansk to the !

(31). Moreover, caspase 3 was not activated in the GPx4 ™"~
cells, and the overexpression of Bel2 did not prevent the apop-
tosis cell death (31). Similar outcomes were found in the brain
of Cog9™™ mice. Another question, however, is whether the
energy depletion is the only cause of the caspase-independent
cell death. In this regard, the cell death in CoQ,o-deficient
fibroblasts has been associated with a combination of
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increased oxidative stress and a decreased ATP syn!hesis
(11,32). Takahashi and et al. (33) suggested that the increase
in apoptosis in the embryos of Cog7 knockout mice was
caused by the bioenergetics failure. Other important issue is
that the mechanisms to induce apoptosis may be different de-
pending on the cell type or tissue. In cortical neurons, for
example, it has been suggested that both energy failure and
oxidative stress would contribute to the caspase-independent
neuronal death (34). This circumstance may be also plausible
in the brain of Cog9"” mice, where an overall increase in
8-OHdG and accumulation of 4-H'NE in some neurans were
b d. The in d oxidative d in the
brain of Cog9® mice and in the kidney of Pdss2 mutant
mice suggests that oxidative stress is involved in the pathology
of CoQ deficiency in vivo (35,36). Future studies with an ex-
haustive evaluation of the ROS mcralim, oxidative damage
and antioxidant defenses in Cog mice tissues, as well as
the e"ects of antioxidant therapies, will pmvtde lln detailed

isms of the induction of the casp neur-
onal death.

Finally, the histopathologic evaluation of Cog9"” mice
showed loss of neuronal dendrites and neuronal death, demye-
linization in the white matter and the ponds of the brain, as
well as in the nerve fibers of the hind leg skeletal muscle,
and signs of fibrosis in the heart. The neuronal death also
induced reactive i a that can exert benefi-

5 P

cnl effects in the initial phase, supporting neuronal survival;
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PT3 and PT4 (Bsi#T)] were designed to amplify a frag
with the size of 1165 bp, which incorporates the mutation at
the desired location (Slpplemmm-y Material, Fig. SI1A).
The PCR f g the mutation was then used to
replace thcwuldtype il using an endogs EcoRV
site and an engineered BsiWI site. The neomycin drug selec-
tion cassette flanked by both LoxP and fli recognition
target (FRT) sites is inserted 205 bp downstream of exon 7.
The final targeting vector is d of a long homology
arm extending ~5.2 kb § to the point mutation in exon 7, a
short homology am extending 2.17 kb 3’ to the neomycin cas-
sette, the engineered mutation Arg > stop and the neomycin
selection cassette flanked by LoxP and FRT sites (Supplemen-
tary Material, Fig. SIB). The total size of the targeting con-
struct (including the backbone vector) is 1182kb. It
contains both ampicillin- and kanamycin- resistant genes for
bacteria transformation. The targeting vector was confirmed
by restriction analysis and sequencing after each modification.
The vector was linearized by Nofl restriction enzyme digestion
and then transfected into IC1 C57BL/6 ES cells by electropor-
ation to generate targeted ES cell lines (inGenious Targeting
Labonatory, NY, USA).

After selection with G418 antibiotic, approximately 200 re-
sistant clones were isolated and screened by PCR using Cog9
primers outside of the targeting sequence with neomycin-
resistant gene primers. Homologous recombinants were con-
firmed by Southem blot analyses using probes recognizing

, when the resp over time, the
astmghosas may be dclnmalal (37) This last phase of react-
ive astrogliosis can be identified by a typical scar formation
that is clearly apparent in the brain of Cog9™™ mice with SS.

The causes of the clinical heterogeneity associated with
human CoQ,q deficiency are poory und d. The main pro-
gress in this area has been developed in cellular models
because of the lack of suitable animal models with the differ-
ent clinical phenotypes. The G)q?"“' mnoe described here is
the first animal model showi lecul: hmo-

Cog9 g il outside of the mgetmg vector (Sup-
plementary Material, Fig. SIC) (primers Al, LANI, COOK3
and UNI). Presence of the ¢.715 C>T and ¢.717 T>A muta-
tions were confirned by sequencing (primer COOK4). Cells
from two to four ES clones harboring the homologous recombi-
nants were submitted for injection into C57BL/6J blastocysts
and generation of chimeric mutant mice. The germline transmis-
sion of the mutation was confirmed by PCR, Southernblot (Sup-
plementary Material, Fig. SID) (primers PT1, F7, Al and F3)

and g (primer COOK 4). Heterazygous mice were sub-

bling human mi ial
d with CoO deficiency. The
tissue-specific pathomechmm described in Cog9™™ mice
unlock new possibilities for the mitochondrial organization
and function. Given !hat some of tlme rnechamsrns are
common  to aha ial P

logic md bchawoml signs h

q ‘ lred with FLPe mice (38) on a C57BL/6 background
to m-now the Neo cassette. The deletionof the Neo cassette was
confirmed by PCR using the Neo Dell and Neo Del2a primers.
The FLPe transgene was eventually eliminated from the pedi-
gree by further breeding. For all experiments, heterazygous
mice for the knockin allele were crossbreed to obtain wild-type
Cog9"'* = Cog9*'*), heterozygous knockin

well as ive and lar disord tlus
Coqf" mouse modcl will be very useful not only for devel-
oping and testing therapies for CoQ defi but also for
other illnesses related to mitochondria.

MATERIALS AND METHODS

Generation of knockin Coq9 mouse

A positively identified C57BL/6 BAC clone, RP23-128L6,
was used to isolate the Cog9 genomic sequence for vector con-
struction. A 7.72 kb fragment spanning from the upstream of
exon 4 to downstream of exon 9 was first subcloned into a
backbone vector derived from vector plasmid pSP72
(Promega) using the recombineering technology. The mutation
CGT > TGA (R239X) within exon 7 was generated by three-
step PCR mutagenesis. Four genesis primers [PTI, PT2,

177

9““2’{"— Cog9*™ o homozygous  knockin
(g’.}oﬂz’mﬂ”— Cog9™) mice. Mmozw);g housed in the
Animal Facility of the University of Granada under an SPF
zone with lights on at 7:00 am and offat 7:00 pm. Mice had un-
limited access to water and rodent chow. Institutional Animal
Care and Use Committees approved all experiments.

Quantification of CoQy and CoQ,q levels in mice tissues

CoQq and CoQ, ¢ from mice tissues were extracted by mixing
tissue extracts with 1-propanol. After 2 min vortex, the solu-
tion was centrifuged at 11300 g for Smin. The resultant
supernatant was injected in a HPLC system (Gilson, WI,
USA), and the lipid components were separated by a reverse
phase symmetry CI8 35pum, 4.6 x150mm column
(Waters, Spain), using a mobile phase consisting of methanol,
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ethanol, 2-propanol, acetic acid (500:500:15:15) and 50 mm
sodium acetate at a flow mte of 0.9 ml/min. The electrochem-
ical detector consisted of an ESA Coulochem MT with the fol-
lowing setting: guard cell (upstream of the injector) at
4900 mV, conditioning cell at —600 mV (downstream of the
column) and followed by the amalytical cell at +350mV
(32). CoQg and CoQ, o concentrations were estimated by com-
parison of the peak areas with those of standard solutions of
known concentrations. The results were expressed in pmol
CoQ/mg protein.

Ultra carrying out liquid chromatography- mass
spectrometer (MS/MS) analysis of intermediate
metabolites

Lipids extracts were obtained as described above for the CoQ
quantification. Samples were analyzed using an Acquity ultra

ngouthqmd h graphy system coupled to a Xevo
QS d of mass sp (MS/MS) with an electro-
spray i (Waters Corp ). The analytical separ-

ation column was a BEH CI8, 1.7 pm, 2.1 x 50 mm column
(Waters, Spain) (39). The mobile phase consisted of methanol
and 5 mM ammonium acetate at the constant flow mte of
0.3 mlmin. Source and desolvation temperatures were set at
150 and 300°C, respectively. Nitrogen was used as both
cone gas (150 Vh) and desolvation gas (500 Vh), and argon
was used as collision gas (0.14 ml/min). Mass spectrometry
analyses were carried out in full scan mode between 600
and 950 uma to improve the sensitivity of the analysis.

Evaluation of SC formation by BNGE

BNGE was performed on mitochondrial fraction from mice
tissues. Mitochondrial isolation was performed as previously
described (40). Tissues were homogenized in a glass—teflon
homogenizer. Liver and kidney were homogenized (1: 4, wiv)
in the homogenization medium A [0.32v sucrose, |mwm
EDTA and 10 muv Tris—HCI (pH 7.4)]; cerebrum and cerebel-
lum were homogenized (1:5, w/v) in the homogenization
medium A plus 02% free fatty acids BSA; heart was homoge-
nized (1:10, w/v) in the homogenization medium B [0.075 m
sucrose, 0.225 w sorbitol, 1 mm ethylene glycol tetmacetic
acid (EGTA), 0.1% free fatty acids BSA, 10 mm Tris-HCl
(pH 74)] and skeletal rnuscle was homogenized (1:20, wiv)
in dium C (0.12 v KCI,
002 M 4-(2-hydr yethyl)-l-r--rm th Ifonic acid
(HEPES), 2rnM MgCl,, | mv EGTA and 5 mg/ml free fatty
acids BSA). Liver, kidney, cerebrum, cerebellum and heart
homogenates were centrifuged at 1000g for 5 min at 4°C to
remove nuclei and debris. Mitochondria were collected from
supernatants after centrifuging at 14400g for 2 min at 4°C.
Skeletal muscle homogenate was centrifuged at 600g for
10min at 4°C. The supernatant (s1) was kept on ice, and the
pellet was pended in eight volu of buffer A and cen-
trifuged at 600g for 10 min at 4°C. The subsequent supernatant
(s2) was combined with s1 and centrifuged at 17 000g for
10min at 4°C. The pellet obtained was re-suspended in 10
volumes of medium A and centrifuged at 7000g for 10 min
at 4°C. The pellet was re-suspended in one volume of
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medium B (0.3 M sucrose, 2 mm HEPES and 0.1 mv EGTA)
and centrifuged at 3000g for 10 min at 4°C.

The mitochondrial pellets from all tissues were suspended in
75 pl (heart and cerebellum), 120 pl (skeletal muscle), 140 pl
(cerebrum and kidney) and 800 i (liver) in the corresponding
homogenization buffers. An aliquot of each sample was used
for protein determination. The remaining samples were then
centrifuged at 17 000g for 3 min at 4°C. Mitochondrial pellets
were suspended in an priate volume of buffer D [1 M
6-aminohexanoic acid, 50 mu Bis—Tris—HCl (pH 7.0)] to be
at 10 mg/ml, and the membmne proteins were solubilized by
the addition of digitonin (4 g/g) and incubated for 5min in
ice. After 30 min of centrifugation at 13 000g, the supernatant
was collected, and 3 pl of 5% Brilliant Blue G dye prepared
in 1 » 6-aminohexanoic acid was added (4). Mitochondrial pro-
teins (100 pg) were then applied and run on a 3—13% gradient
native gel using electrophoresis system mini-PROTEAN Tetra
Cell (Bio-rad). Western blot was performed using a mini Trans-
blot Cell onto polyvinylidene difluoride membrmanes and probes
with specific antibodies against oomplex I, anu-NUDFA‘)
(Abcam, ab14713)and complex ITL, inol-Cy
C Reductase Core Protein I (Abcam, abllOZSZ) (4)

Sample preparation and western blot analysis
mern blot analyses were pcrformed in cerebrum and heart

as well as dria mdnucla fractions.
For the in total g cerebrum
and heart were h ized in ization buffer A

(50 mm Tris—HCI, 1% Tntcn X-100 and | mum Dithiothreitol,
pH 7.6, ), protease inhibitor cocktml) at 1100 rp.m in a glass—
teflon i Tissue homog: was and
centrifuged at 1000g for 5 min at 4°C, and the resultant super-
natant was used for wmm blot analysns For mntochmdna
isolation, the cerebrum was homog in b

buffer B (0.32 v sucrose, 10 mv Tris—HCI, | mm EUI'A and
0.2% fatty acid-free BSA, pH 7.4, protease inhibitor cocktail)
at 600r.p.m in a glass—teflon homogenizer. Cerebrum hom-
ogenate was centrifuged at 1000g for 5 min at 4°C. The super-
natant was then centrifuged at l700)g for 2 mm at 4°C. The
resultant pellet the fraction was
washed in 1.5ml of hcmogcmmnon buffer B under similar
conditions. The mitoch llet was re ded in
100 pl of homogenization buﬁ'er A and stored in aliquots
at —80°C. For nuclei isolation, cerebrum was excized,
weighed, washed with saline and homogenized in 0.5 ml phos-
phatase inhibitor buffer (10 mm phosphate buffer, 150 mm
NaCl,2.7 mm KCI, 125 mym NaF, 250 mu B-glycerophosphate,
250 mm p-nitrophenyl phosphate and 25 mv NaVO,, pH 7.5)
at 600 r.p.m with a Stuart Scientific SS2 stirrer with a teflon
pestle. The homogenate was centrifuged at 300g for 5 min at
4°C, and the pellet obtained was re-suspended in 0.25 ml of
ice-cold hypotonic buffer (20 mv HEPES, pH 7.5, 5mm
NaF, 5 plof 0.1 M Na;MoO; and 0.1 myv EDTA). After incu-
bation for 15 min at 4°C, 50 ul of 10% IGEPAL was added,
and the sample was then centrifuged at 14 000g for 1 min at
4°C. The nuclear pellet was re-suspended in 100 pl of lysis
buffer (20 mm HEPES, pH 7.9, 20% glycerol, 420 mm NaCl,
1.5mym MgCl;, 0.2my EDTA, 20my NaF, 0.5 mv dithio-
threitol, 1 pg/ml leupeptin and 0.2 mm phenylmethylsulfonyl
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fluoride), followed by incubation at 4°C for 30 min on a
shaking platform. After vortex mixing, the resulting suspen-
sion was centrifuged at 14 000g for 10 min at 4°C. The super-
natant (nuclear fraction) was stored in aliquots at —80°C (41).
Fourteen micrograms of proteins from the sample extracts
were electrophorezed in a PhastGel™ Homogeneous 12.5
using a PhastSystem instrument (GE Healthcare Europe
GmbH, Spain). The proteins were transferred to an Amersham
Hybond™ ECL™ nitrocellulose membmane (GE Healthcare
Europe GmbH, Spain) and probed with target antibodies.
Protein—antibody interactions were detected with peroxidase-
conjugated horse anti-mouse, anti-rabbit or anti-goat IgG anti-
bodies (Santa Cruz Biotechnology, Inc.), using Amersham
ECL™ prime western blotting detection reagent (GE Health-
care Europe). Bands quantification were carried out using an
Image Station 2000R (Kodak, Spain) and the Kodak 1D 36
software. Quantitative values of the bands were normali

Apéndice

Human Molecular Genetics, 2013, Vol. 22, No. 6 1245

buffer B (250 mm Sucrose, 0.5 mv NaEDTA and 10 mm
Tris), and an aliquot was used for protein determination. The
remaining sample was then centrifuged at 6000g for 10 min
at 4°C. The pellet was re-suspended in buffer A and centri-
fuged again at 6000g for 10 min at 4°C. The final crude mito-
chondrial pellet was resuspended in MiR05 medium.
Cerebrum was homogenized (1:10, w/v) in a mespiration
buffer C (0.32 m Sucrose, 1 mv EDTA-K* and 10 mwm Tris—
HCI, pH 7.4) at 500 rp.m at 4°C in a glass—teflon homogen-
izer. The homogenate was centrifuged at 13 000g for 3 min at
4°C. SI was kept on ice, and the pellet was re-suspended in
5ml of buffer A and centrifuged at 13000g for 3mm at
4°C. The sub (s2) was bined with sl
and centrifuged at 21 ZI])g for 10min at 4°C. Mitochondrial
pellet of this step was re-suspended in 0.85 ml of extraction
buffer A comammg 15% Percoll, poured into ultracentrifuge

by GAPDH, actin, B-actin, VDACI or Lamin C, and the
data were expressed in terms of percent relative to wild-type
mice.

The following primary antibodies were used: anti-COQ7
(generously provided by Dr Hekimi, McGill University,
Canada), anti-COQ6 (Santa Cruz Biotechnology, sc-107506),
anti-COQ9 (Santa Cruz Biotechnology, sc-271892), anti-
COQ9 (Abcam, ab104189), anti-NRF-1 (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-33771), anti-PGC-la (Santa Cruz Biotechnology,
sc-13067), anti-Bel-2 (Santa Cruz Biotechnology, sc492),
anti-caspase-3 (Santa Cruz Biotechnology, sc-136219),
anti-p53 (Santa Cruz Biotechnology, sc-6243) and anti-AIF
(Santa Cruz Biotechnology, sc-55519). As loading controls,
the following antibodies were used: anti-B-actin (Santa Cruz
Biotechnology, sc-47778), anti-GAPDH (Santa Cruz Biotech-
nology, sc-25778), anti-Actin (Santa Cruz Biotechnology,
sc-1616), anti-VDAC! (Abcam, abl4734) and anti-Lamin
A/C (Santa Cruz Biotechnology, sc6215).

Mitochondrial respiration

To isolate fresh mitochondria, mice were sacrificed, and the
organs were extracted rapidly on ice. Muscle and heart were
submerged in | mg/ml proteinase K solution (for 30s in
heart and 60 s in hind leg skeletal muscle). Then, tissues
were homogenized (1:10, w/v) in isolation buffer (250 mm
sucrose, 2 mm EDTA, 10 mv Tris and 0.5% free fatty acids
albumin, pH 7.4) at 800 rp.m at 4°C with a glass—teflon hom-
ogenizer. The homogenate of each tissue was centrifuged
twice at 1000g for 5 min at 4°C, and the supernatant was cen-
trifuged at 23 000g for 10 min at 4°C. Then, the mitochondrial
pellets were suspended in 1 ml of isolation buffer and centri-
fuged at 13 000g for 3 min at 4°C. The final crude mitochon-
drial pellet was re-suspended in MiR05S medium [0.5 mm
EGTA, 3mm MgCl;, 20my Taurine, 10mm KH,PO,,
20 mm Hepes, 110 mv p-sucrose, 60mum lactobionic acid
and 0.1% (w/v) free fatty acid albumin, pH7]. Kidney was
homogenized (1:10, w/v) in a respimation buffer A (250 mm
Sucrose, 0.5 mm Na,EDTA, 10mm Tris and 1% free fatty
acid albumin) at 800r.p.m in a glass—teflon homogenizer.
Then, the homogenate was centrifuged at 500g for 7 min at
4°C, and the supermatant was centrifuged at 7800g for
10 min at 4°C. The pellet was then re-suspended in respiration
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tubes a Percoll gradient formed by 1 ml 40%
Percoll and 1 ml 23% Percoll in buffer A and centrifuged at
63 000g for 30 min at 4°C. Pure mitochondria, corresponding
to the fraction between 23 and 40% Percoll, were collected
and washed twice with 1 ml of buffer A at 10300g for
10min at 4°C. Mitochondrial pellets were suspended in
MIROS medium.
Mitochondrial respiration was measured by high-resolution
respirometry usmg an OROBOROS Oxyyaph 2k instrument
at 37°C (42). R .' i hondria (0.09—
0.1mg protein/ml in oemlmm 02-0.6mg protein/ml in
k\dmy 001 -0.03 mg of pmtem’ml in heart; 0.01-0.03 mg
i in was d in 2 ml MiR05 medium
thal was prevnous!y equilibrated in the chamber with air at
37°C and stirred at 750 r.p.m until a stable signal at air satur-
ation was obtained. The of of respira-
tory states was as follows “initial state 2 was measured in the
P of 10mu gl plus 2 mv malate (respiration
through complex l) or 10 mm succinate + 2.5 pv rotenone
(respiration through complex IT); then, maximal mitochondrial
respiration (state 3) was stimulated by adding 0.25 mm ADP,
and state 4 was determined after state 3 in brain mitochondria,
when all added ADP was consumed. In kidney, heart and skel-
etal muscle mitochondria, state 4 was measured after the add-
ition of 3 pg/ml of oligomycin (state 4,). State 3 and state 4
(or state 4,) were expressed in pmol O,/(s x mg protein).
The RCR was calculated as the mtio of state 3 to state 4 (or
state 4,).

Histology and immunohistochemistry

Mice tissues were formalin fixed and paraffin embedded. Mul-
tiple sections (4 pm thickness) were deparaffinized with
xylene and stained with H&E, Masson’s TCM, PAS and
LFB. Immunchistochemistry was carried out in the same sec-
tions, using the following primary antibodies: Glial fibrillary
acidic protein or anti-GFAP (Millipore, MAB360), anti-
oligodendrocytes (Millipore, MABI1580), Neuronal Class 111
B-tubulin anti-TUJI (Covance, MMS-435P), 8-OHdG (QED
Bioscience, 12501) and 4HNE (Alpha Diagnostic,
HNEI1-S) (42). The TUNEL method was performed in
these samples using a commercial kit (ApopTag® Plus Perox-
idase in situ Apoptosis Detection Kit, Code: 7101, Millipore)
(43). Dako Animal Research Kit for mouse primary antibodies
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(Dako Diagnéstico S.A., Spain) was used for the qmlmw
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identification of antigens by light
examined at 40400 with an OLYMPUS CX41 rmcmseope
and the images were scanned under equal light conditions with
the CELL A computer program.

M.

of adeni Teot d

Ad. Teoti d

levels

d and quantified by a Gilson
HPLC-UV (#4). Bneﬂy, mice were sacrificed by cervical dis-
location, and the whole animal was immediately frozen in
liquid nitrogen. Tissues were quickly dissected on a cold
plate, and 50 mg of each piece of tissue was homogenized in
500 pul of ice-cold 0.5 m perchloric acid, kept on ice for
10min and then centrifuged at 25000g for 10 min at 4°C.
The pellets were stored at —80°C for protein measurement.
The s ts were neutralized with 50 pl of 4« K;COs,
kept on ice for Smin and centrifuged at 12 000g for 10 min
at 4°C. The resulting supernatants were kept at —80°C until
injection into the HPLC. The mobile phase consisted of
100 mv potassium phosphate (pH 7), 1 mum tetrabutylammo-
nium hydrogensulfate and 1.5% acetonitrile. Sample was run
isocratically at a flow rate of 1.5 ml/min through a Kromasil®
CI8 (5 pm; 4.6 x 250 mm) reverse-phase column. The reten-
tion times for AMP, ADP and ATP were 3.4, 69, and
11.8 min, respectively. Standard curves for AMP, ADP and
ATP were constructed with 15, 30 and 60 mm of each nucleo-
tide. Absorbance of the samples was measured with an UV de-
tector at 254nm length, and the ion of each
nucleotide in the samples was calculated based on the peak
area. Adenine nucleotide levels were expressed in nmol/mg
protein.

Determination of the metabolite profile in urine

Urine samples were collected for 24h and ana!yz\ed in a
BS-200 Clinical Chemi (Mi Medical
Espafia SL., Spain) at 37°C The following colorimetric
tests were performed: urea, magnesium, creatmme, glucose,

A T and alb (Linear Che-
micals S.L., Spain).

Open-field test

To check spontaneous locomotor activity, we used the open-
field test. The apparatus consisted of a square arena in a
ground space of 25 x 25 x 25cm. Walls were opaque, so
the animals cannot see the room. Each mouse was placed in
the center of the square arena, and its movement monitored
through the video-tmacking system SMART® (Panlab SL.,
Spain) for 30 min after an adaption period of 30 min. (45).
For each mouse, distance traveled (cm) and vertical rears
(numbers) were quantified Those tests were performed
betwemsand‘)pm undcrredllg}lexpoaue At the end
of each trial, any defe ed, and the ap

was wiped with 70% e!}nml

Statistical analysis

Data are expressed as the mean + SD of 520 experiments per
group. Two-tailed Student’s r-test was used to compare the
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mean between groups. A P-value of 0.05 was considered to
be statistically signif

SUPPLEMENTARY MATERIAL
Supplementary Material is available at HMG online.
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