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Introduccion

1. DEFICIENCIA DEL TRANSPORTADOR DE CREATINA

1.1 Biosintesis de creatina

La creatina (Cr) es un compuesto guanidinico descrito en 1835 por Chevreul y col. [1]
cuyo nombre proviene del nombre griego de carne “kreas”. En 1847, Liebig [2]
confirmé que la Cr era un componente de la carne animal y alrededor del afio 1930 se
demostrd que la suplementacion de Cr incrementaba el contenido de Cr/creatinafosfato
(Cr/CrP) muscular en animales y humanos demostrando su papel en el metabolismo del
musculo esquelético [3].

Alrededor del 50% de los requerimientos celulares de Cr provienen de la dieta y el resto
de la biosintesis endogena [4]. La primera etapa de sintesis, catalizada por la enzima L-
arginina:glicina amidinotransferasa (AGAT, EC 2.1.4.1), sintetiza guanidinoacetato
(GAA) y ornitina a partir de L-arginina y glicina mayoritariamente en rifiéon. La
segunda, catalizada por la enzima S-adenosil-L-metionina:N guanidinoacetato
metiltransferasa (GAMT, EC 2.1.1.2), consiste en la metilacion de GAA a partir de S-
adenosilmetionina dando lugar a Cr y S-adenosilhomocisteina, que tiene lugar

mayoritariamente en higado [3] (Fig. 1).

La Cr se internaliza al interior Figura 1. Ruta metabélica de la creatina

de la célula mediante un
transportador especifico
(CRTR) y una vez en su
interior, ¢ésta  puede ser
fosforilada a CrP mediante la
accion de la enzima creatina
quinasa (CK), almacenando la
energia en forma de ATP.

Finalmente, la Cr se transforma

k @_ \

) Creatina (reatinin

’K fonfain
.l

e

no enzimaticamente y a una

velocidad constante en

AGAT: L-arginina:glicina amidinotransferasa ; CK: creatina quinasa; Cr:
creatina; CRTR: transportador de Cr; GAMT: S-adenosil-L-metionina:N
orina (Fig.1). guanidinoacetato metiltransferasa; SAH: S-adenosilhomocisteina; SAM: S-
adenosilmetionina.

creatinina, que se excreta en

Péginaz 5
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Introduccion

1.2 Transportador de creatina
1.2.1 Gen del transportador de creatina

La captacion celular de la Cr se lleva a cabo mediante un transportador denominado
CRTR, CT1 o SLC6A8 (MIM#300036) que forma parte de la familia de transportadores
de membrana 6 (SLC6) [5,6]. CRTR esta codificado por el gen SLC6A48 localizado en el
cromosoma Xq28 y ocupa aproximadamente 8.5 kb conteniendo 13 exones [5,7-8].

Ademas del gen SLC6AS8, se han descrito dos pseudogenes para CRTR denominados
SLC6A10PA y SLC6A10PB localizados en el cromosoma 16pl1.2 y que presentan un
elevado grado de similitud con la secuencia del gen SLC6A48 [9-13]. Diversos trabajos
han demostrado una expresion mayoritaria de SLC6A410 en testiculo [9-10] y cerebro
[14] aunque también se ha observado en otros tejidos como rifion, masculo esquelético

o médula espinal [15].

1.2.2 Proteina transportadora de Cr

CRTR es una proteina que contiene 12 dominios transmembrana con 635 aminoacidos y
un peso molecular de 70.5 kDa [16]. El transporte de Cr es dependiente de Na" y CI
(2:1) y trabaja contra gradiente de concentracion [17-19]. La captacion de Cr es de tipo
saturable con una kn alrededor de 15-110 uM aunque también se ha descrito una
cinética de no saturacion con una kn > 1.3 mM [20-22]. CRTR se encuentra en la
mayoria de tejidos, predominantemente en musculo esquelético, rifion, corazén y
cerebro [5, 7, 9, 23-24]. Algunos estudios en rifion de rata han demostrado la presencia
de CRTR en la membrana apical de las células tubulares proximales mientras que se
encuentra en muy poca cantidad en la membrana basolateral [25]. De un modo similar,
este patron también se ha descrito en los enterocitos siendo la expresion de CRTR
exclusivamente a nivel de la membrana apical de las vellosidades de intestino [26].
Estos indicios sugieren que CRTR estaria implicado en la captacion de Cr, tanto en las
células epiteliales de riion como a nivel intestinal, requiriéndose otro tipo de
transportador de Cr en la membrana basolateral para proporcionar el paso de Cr desde

las células a la sangre [25].



Introduccion

Recientemente, se  ha
descrito un segundo
transportador de Cr,
MCT12, un miembro de la
familia de los
transportadores

monocarboxilato (MCT)
que esta codificado por el
gen SLC16A412
(MIM#611910) localizado
en el cromosoma 10q23.13
[24, 27]. El transporte de Cr
mediante MCT12, a
diferencia de CRTR, se
lleva a cabo de forma
facilitada, bidireccional y

con una Ky superior [24].

Figura 2. Modelo de transporte de creatina en la
membrana basal y basolateral

——=_ e
{Renai reapsorpion)] << 1A ~
e
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AGAT: L-arginina:glicina amidinotransferasa; Arg: arginina; CK: creatina
quinasa; Cr: creatina; Crn: creatinina; CRTR: transportador de Cr; Gaa:
guanidinoacetato; GAMT: S-adenosil-L-metionina:N guanidinoacetato
metiltransferasa; Gly: glicina; Hcy: homocisteina; MCT12: transportador
monocarboxilato 12; Met: metionina; PCr: fosfocreatina; SAH: S-
adenosilhomocisteina; SAM: S-adenosilmetionina. Figura extraida de
van de Kamp y col. 2014 [30].

MCT12 se encuentra mayoritariamente en riiidn, retina, pulmon y testiculo; en menor

proporcion se halla en corazén, musculo y cristalino y muy poco en cerebro y higado

[24, 28].

Otro estudio llevado a cabo por Castorino y col. [29] demostré que MCTI2 se

localizaba predominantemente en la membrana basolateral del cristalino. Esta evidencia

podria explicar los interrogantes que se planteaban sobre la distribuciéon de CRTR en la

célula y se sugiere un nuevo modelo de transporte de Cr en el que participaria CRTR y

MCT12 en localizaciones opuestas en las células epiteliales. Por un lado, CRTR situado

en la membrana apical estaria involucrado en la captacion de Cr, mientras que MCT12

situado en la membrana basolateral, cooperaria en el transporte transepitelial de Cr [24,

30] (Fig. 2).

1.2.3 Transportador de creatina en cerebro

En cerebro también se han descrito diferencias en la expresion celular de CRTR.

Algunos estudios iniciales en cerebro de ratobn demostraron que CRTR se encontraba
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localizado en neuronas y oligodendrocitos pero no en astrocitos [31-32]. Lowe y col.
[33] describieron por primera vez la distribucion de CRTR en cerebro humano y
observaron que CRTR se expresaba mayoritariamente en las neuronas de proyeccion y
la médula espinal incluyendo las neuronas piramidales en el cortex cerebral, células de
Purkinje en el cortex cerebelar, neuronas de los nucleos somaticos motores y
visceromotores y el cuerno ventral de la médula espinal. Por el contrario, las neuronas
espinosas medias del cuerpo estriado y las neuronas catecolaminérgicas de la sustancia
negra y el locus coeruleus, que estdn implicados en las enfermedades

neurodegenerativas mostraban una muy baja expresion de CRTR.

En cclulas endoteliales de la Figura 3. Modelo de disociacion de AGAT, GAMT y
barrera hematoencefalica CRTR en cerebro.

(BHE) también se describi6 la
expresion de CRTR [34-37]

Neurons
( Oligodendrocytes )

demostrandose asi que parte de
la Cr cerebral provenia de la
captacion de Cr desde la | “N|>“TTme A ) e
sangre. Sin embargo, esta
captacion constituia un bajo
porcentaje de todo el contenido

de Cr cerebral [38]

Neurons
Oligodendrocytes (Astrocytes,
( Neurons ) Oligodendrocytes )

probablemente debido a la

ausencia de CRTR en los

AGAT: L-arginina:glicina amidinotransferasa; Arg: arginina; Cr:
creatina; GAA: guanidinoacetato; GAMT: S-adenosil-L-metionina:
constituyen mas del 98% de las | N guanidinoacetato metiltransferasa; Gly: glicina; SLC6AS:
transportador de creatina. Figura extraida de Braissant y col. 2010
células endoteliales | /44].

astrocitos, los cuales

microcapilares de la BHE [37].

Estos hechos sugerian que el cerebro dependeria principalmente de la sintesis endogena
de Cr. Existen distintos estudios en los que se ha demostrado la sintesis de Cr en cerebro
de rata, en células astrogliales y neuronas [35, 39-43]. También se ha descrito la
existencia de las enzimas AGAT y GAMT en cerebro de rata [31, 42, 44] y dadas las
diferencias encontradas en la expresion celular de ambas enzimas se propuso un modelo
llamado “modelo de disociacion” [42, 44] (Fig. 3). Se ha descrito que las enzimas

AGAT y GAMT raramente co-existen en el mismo tipo celular de manera que el
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producto intermediario en la sintesis de Cr, GAA, deberia de transportarse desde las

células que contienen la enzima AGAT a las células que contienen la enzima GAMT

por mediacion de CRTR para asegurar la sintesis final de Cr [42, 44] (Fig.3).

Por otro lado, se ha
descrito que el transporte
de GAA desde el liquido
cefalorraquideo (LCR) a
la sangre a través de la
barrera sangre-LCR no
solo se produciria por
mediacion de CRTR,
sino también por el
transportador de taurina
(TauT/SLC6A6) (36,
45]. De este modo, la
barrera sangre-LCR
funcionaria como un
sistema de drenaje de los

compuestos

Figura 4. Transporte de creatina y guanidinoacetato en la
barrera hematoencefilica y barrera sangre-liquido

cefalorraquideo.
7
_ Neuron/glia '_/}’
o SR
.“im_-w::rgl,“-' 27;..., \JauT 2.4 Ependymal cell
amidmotransterase —_
Guanidino- CSF side

ﬂ Ventricle

Brain side

acetic acid

Choroid plexus

) . epithelial cell
“a -

/ Guanidino- -

| acetic acid __\___ \

: :Crealine : CRT)—rDCreatme e

\ i—galimne .. 2 T < | y

\ \ Blood side"s/ e
— K \ \
ar:tnI::I;_ailllnry;I“-. / u B iing ! Fenestrated |

~endothelial cel n _— > 1 capilla X
L Creatinine ——kOCI’:_i .\ ; pifiary

Astrocyte

Blood-brain barrier (BBB) Blood-CSF barrier (BCSFB)

BBB: barrera hematoencefalica; BCSFB: barrera sangre-liquido cefalorraquideo;
CRT: transportador de Cr; CSF: liquido cefalorraquideo; OCT3: transportador
cationico organico (SLC22A3); TauT: transportador de taurina. Figura extraida de
Tachikaway Hosoya 2011 [36].

guanidinicos, que junto con los transportadores de la BHE, jugarian un papel

determinante en los niveles cerebrales de estos compuestos [36, 45] (Fig. 4).

Posteriormente Carducci y col. [43] confirmaron que las neuronas y astrocitos no sélo

tenian capacidad para sintetizar Cr sino también para captar Cr, en contraposicion a lo

descrito en estudios previos [31-32]. Carducci y col. [43] observaron que la

concentracion intracelular de Cr era superior cuando ésta procedia de la captacion, en

comparacion con la procedente de la sintesis de novo. Este trabajo sugiere que a pesar

de que el cerebro tiene capacidad propia de sintesis de Cr, ésta es limitada. Estos

hallazgos también estarian de acuerdo con la hipotesis de “fallo de recaptacion™ que van

de Kamp y col. sugerian [46], donde el papel de la sintesis de Cr para mantener un nivel

de reserva de Cr también es despreciable comparado con el de la recaptacion (Fig. 5). El

hecho de que pacientes con deficiencia de CRTR presenten niveles normales o

ligeramente elevados en LCR, conduce a estos autores a pensar que la Cr se eliminaria a
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través del LCR debido a

. Figura 5. CRTR en la sinapsis neuronal.
un fallo en la recaptacion

sinaptica como resultado | SATfurcton CRTR defect

|
Pre-synaptic neuron | Pre-synaptic neufon

de la deficiencia de CRTR 5 1

f | \
"‘ symhes\s‘.‘ ."‘ synthesis |

J
\‘.
\
@ |nl$lu\ar depleﬂnn
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\
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. / storage ™, CAM d:af:c(, S @ storage
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. | I— T —
. : ""'- _:.releas. ’L. 2 .—._'vrelaasl . 0e’e
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La Cr se sintetiza en la neurona y es liberada a la hendidura sinaptica. La
recaptacion de Cr a través de CRTR mantiene los niveles intracelulares de Cr.
Cat dependiente ademas | En la deficiencia de CRTR, existe un fallo en el reciclaje de Cr resultando en
) ) o una deplecion de Cr intracelular. Cr: creatina; CRTR: transportador de Cr.

de inducir una activacion Figura extraida de van de Kamp y col. 2013 [46].

de los canales Na'/K".

de una despolarizacién

Como consecuencia, se dedujo que esta liberacion implicaba un proceso secretorio
exocitosico dependiente de potencial [47]. Estos resultados estaban de acuerdo con otro
estudio de Peral y col. [49] en el que confirmaban la presencia de CRTR en la

membrana sinaptosomal donde se facilitaria la recaptacion de Cr.

1.3 Creatina y creatina quinasa

La Cr existe en la célula como Cr libre y en su forma fosforilada, CrP, la cual proviene
de la conversion de Cr por mediacion de la enzima CK. Diferentes isoformas han sido
descritas de CK, cada una de ellas desarrollando una funcion especifica. Las isoformas
mitocondriales (MtCK) usan ATP para convertir Cr en CrP mientras que las isoformas
citosolicas (cCK) usan CrP para convertir ADP en ATP en los lugares de mayor
demanda energética, y para convertir el exceso de ATP en CrP para el almacenaje de
energia [50-51]. Concretamente, las MtCK se ensamblan en dimeros y pueden asociarse
reversiblemente a octameros. La forma octamérica puede interactuar directamente tanto
con la membrana interna mitocondrial, a través de la cardiolipina y el translocador de

nucleotidos de adenina (ANT-1) que facilita el intercambio de ATP mitocondrial por el



Introduccion

ADP citosolico, como con la membrana exterior mitocondrial a través del canal
anidnico voltaje-dependiente (VDAC). La mtCK cataliza la conversion de ATP en ADP
transfiriendo un grupo fosfato a Cr y formando una molécula de CrP. La MtCK
participa, junto con el ANT-1, VDAC, ciclofilina D y la proteina de la matriz
mitocondrial, en el complejo de poro de transicion de la permeabilidad mitocondrial

(MPT) [52-53] (Fig. 6).

Figura 6. Sistema de transferencia de energia CR/CK/CrP.

/~ Mitocondria

Citosol

Fosforilacion Glicolisis Ratio ATP/ADP citosélico Consumo-ATP citosdlico

oxidativa

ANT-1: translocador de nucleotidos de adenina; CK-a: creatina quinasa asociada a procesos de consumo de ATP; CK-c: creatina quinasa
citosolica; CK-g: creatina quinasa acoplada a la glicolisis; Cr: creatina; CrP: creatina fosfato; FO: fosforilacion oxidativa; G: glicolisis;
IMS: espacio mitocondrial intermembrana; LP: tubulina y proteina enlazadora; MIM: membrana interna mitocondrial; MOM: membrana
externa mitocondrial; MtCK: creatina quinasa mitocondrial; PIC: translocador de fosfato inorganico;VDAC: canal anionico voltaje-
dependiente. * Figura extraida de Timohhinay col. 2009 [53]. *! Figura extraiday modificada de Schlattner y col. 2006 [52].

MPT esta implicado en el proceso preliminar del proceso de apoptosis celular, su
formacion y apertura implica la liberacion de proteinas pro-apoptdticas al citosol
iniciandose asi el proceso de muerte celular. Existen diferentes factores que pueden
contribuir a la induccion de la apertura de MPT: una acumulaciéon de Ca’', una
reduccion del potencial de membrana (AYW), un incremento de fosfato orgédnico, una
reduccion de ATP y ADP y un incremento del estrés oxidativo. La mtCK es susceptible
al estrés oxidativo, por lo que bajo una situacion oxidativa, la forma octamérica de
mtCK se convierte en la forma dimérica. Este proceso afecta negativamente a la
homeostasis del calcio que estimula la apertura de MPT y produce una afectacion de la
respiracion mitocondrial. Por ello, la activacion de mtCK (forma octamérica) conduce a
la inhibicion del proceso implicado en la apoptosis. La Cr es un extraordinario

estimulador de la mtCK que convierte Cr en CrP y ADP. El ADP puede cruzar a la
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matriz mitocondrial a través de ANT, estimulando la fosforilacion oxidativa,
restaurando el potencial de membrana y reduciendo la cantidad de especies reactivas de
oxigeno. Como consecuencia, la Cr tiene un efecto indirecto anti-oxidante y anti-

apoptotico [54-55].

1.4 Funciones de la creatina

La Cr juega un papel importante en el metabolismo energético de la célula mediante el
sistema Cr/CK/CrP [50-51]. En los ultimos afios numerosos estudios han demostrado la
diversidad de funciones que posee la Cr. La suplementacion con Cr en modelos
animales y humanos induce la sefalizacion celular, asi como, la expresion de genes y de
varios factores de transcripcion biogénicos en musculo esquelético y reduce la aparicion
de marcadores de inflamacién durante el ejercicio fisico [55]. Estos hechos han
promovido el desarrollo de ensayos clinicos en pacientes con enfermedades musculares
habiéndose demostrado mejorias en la fuerza muscular en pacientes con distrofias
musculares [56] y fibromialgia [57], y en el rendimiento funcional en la miopatia

inflamatoria idiopatica [56].

Como se ha mencionado en el apartado anterior, la Cr tiene también un efecto
antioxidante y anti-apoptdtico [54-55]. En base a esta evidencia, se han llevado a cabo
varios estudios en modelos celulares y animales de enfermedades neurodegenerativas
(enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, esclerosis lateral amiotrofica y
enfermedad de Huntington). La suplementacién con Cr en estas enfermedades ha
mostrado efectos beneficiosos como neuroprotector [54, 58]. Por otro lado, también se
ha observado un efecto neuroprotector en condiciones de toxicidad amoniacal [54] y
también se le atribuye un papel como neurotransmisor [46-47, 49, 54]. Otra funcion
importante de la Cr es su papel preventivo o de retraso en la aparicion de la diabetes
tipo 2, obesidad, sindrome metabdlico, osteopenia y/o osteoporosis en mujeres
postmenopdusicas, y sus efectos positivos en la memoria, aprendizaje y rendimiento

cognitivo y mental [55].
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1.5 Enfermedades metabolicas hereditarias en el metabolismo de la creatina

Se han identificado tres enfermedades metabolicas hereditarias en el metabolismo de la
Cr, todas ellas bajo el nombre comun de sindromes de deficiencia de Cr cerebral
(CCDS). Dos de estos defectos estan relacionados con alteraciones en la biosintesis de
Cr (deficiencia de GAMT y AGAT) y la tercera con la deficiencia del transportador de
Cr o CRTR.

1.5.1 Deficiencia de guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT)

En 1994 se describio el primer defecto en la biosintesis de Cr en un paciente que
presentaba un retraso psicomotor y trastornos piramidales [59]. Posteriormente en 1996
se confirmo que el defecto era debido a una deficiencia de GAMT (MIM#612736) [60].
Hasta la fecha se han descrito alrededor de 110 pacientes [61, 62]. La deficiencia de
GAMT es una enfermedad autosémica recesiva. El gen responsable (GAMT,
MIM#601240) se localiza en el cromosoma 19p13.3 y ocupa 4.5kb [63-65]. Este gen
contiene 6 exones y codifica para una proteina de 237 aminoacidos. GAMT se expresa
mayoritariamente en musculo esquelético, higado, corazon y rifion [3] y también se ha
demostrado su expresion en varias regiones de cerebro, aunque en bajas cantidades [54].
Hasta el momento se han descrito mas de 40 mutaciones responsables de la enfermedad,
siendo las mas frecuentes las mutaciones de cambio de sentido [62].

Los pacientes con deficiencia de GAMT presentan un desarrollo neuroldgico normal en
los primeros meses de vida, posiblemente debido al aporte de Cr materna durante el
embarazo. Sin embargo, al cabo de unas semanas del nacimiento la Cr disminuye
debido a la baja capacidad de sintesis [59] dando lugar a las primeras manifestaciones
clinicas entre los 6-12 meses de vida, las cuales se caracterizan por un retraso en el
desarrollo psicomotor y convulsiones [66-67]. Independientemente de la edad y del
grado de incapacidad intelectual, la mayoria de los pacientes presentan un retraso en el
lenguaje [68-69]. El segundo sintoma mas frecuente es la epilepsia que suele aparecer
entre los 10 meses y los 3 afos de edad [66-68]. En muchos casos, las convulsiones son
refractarias al tratamiento con anticonvulsivantes, pero responden al tratamiento con Cr
[68]. Por otro lado, algunos pacientes también presentan trastornos del movimiento
incluyendo corea, atetosis y ataxia [68] los cuales suelen aparecen antes de los 12 afios

aunque se ha descrito algiin caso en edades superiores [69-71]. También se han
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observado trastornos en el comportamiento, como hiperactividad, comportamiento
autista o conducta autoagresiva. Hipotonia y debilidad muscular son también sintomas
frecuentes [59-60, 68].

La afectacion neurologica presente en estos pacientes podria explicarse por la
acumulacion de GAA, ya que éste tiene un efecto neurotoxico [72] y epileptogénico
[73-74]. Los mecanismos de accion propuestos responsables de dichos efectos serian: el
efecto GABA-mimético [75-76] y antagonista de los receptores GABA [73] y la
generacion de especies reactivas de oxigeno [72].

Teniendo en cuenta el grado de incapacidad intelectual, las convulsiones epilépticas y
los trastornos del movimiento, se desarrolld una puntuacion para clasificar a los
pacientes segun el fenotipo clinico [68, 78], aunque no existe una correlacion clara entre
la severidad del fenotipo clinico, la acumulacion de GAA en fluidos bioldgicos y las

mutaciones en GAMT [68].

1.5.2 Deficiencia de L-arginina: glicina amidinotransferasa (AGAT)

La segunda enfermedad involucrada en la biosintesis de Cr es la deficiencia de AGAT
(MIM#612718) descrita en el afio 2000 [79-80] con 14 pacientes identificados hasta la
actualidad [61]. La deficiencia de AGAT es una enfermedad autosdmica recesiva cuyo
gen responsable (GATM, MIM#602360) se encuentra en el cromosoma 15q15.3
ocupando 17kb y compuesto por 9 exones [80]. Los niveles mas altos de expresion de
AGAT se encuentran en higado, rifién y pancreas [81] y en mds bajas proporciones en
cerebro [54]. La deficiencia de AGAT es la més leve de los tres defectos de Cr. Se
caracteriza por debilidad muscular, hipotonia y trastornos de comportamiento. Otros
sintomas tales como convulsiones, retraso del crecimiento o trastornos del movimiento

son mucho menos frecuentes [61, 66].

1.5.3 Deficiencia del transportador de creatina (CRTR)

El tercer defecto es la deficiencia del transportador de Cr (CRTR, CT1, MIM#300352)
que fue descrito por primera vez en el afo 2001 [82]. Hasta la fecha han sido descritos
alrededor de 160 pacientes [61, 83] con mas de 110 mutaciones en el gen SLC6AS,
siendo las mutaciones de cambio de sentido las mas frecuentes [84]. Diversos estudios

muestran que no existe una correlacion clara entre el genotipo y fenotipo. Hay evidencia
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de 4 mutaciones missense: ¢.1190C>T (p.Pro397Leu); c.1271G>A (p.Gly424Asp);
c.1631C>T (p.Pro544Leu) y c.1699T>C (p.Ser567Pro) que estan asociadas con un
cierto transporte residual de CRTR y dan lugar a un fenotipo variable, desde
discapacidad intelectual leve a epilepsia severa [83, 85-87]. Las deleciones de varios
exones abarcando la zona 3’ del gen SLC6A48 estan asociadas con un fenotipo mas
severo [83, 88-89]. Estudios recientes demuestran que estas deleciones también
engloban un gen colindante al SLC648, BCAP31, cuyo defecto da lugar a un profundo
retraso en el desarrollo con distonia y sordera [90]. Sin embargo, van de Kamp y col.
[91] también describieron un fenotipo similar pero en este caso solo estaba presente una
delecion aislada de la zona 3” del gen SLC6A48, por lo que estos autores sugieren que
habria un elemento regulatorio entre SLC6A48 y BCAP31.

Las manifestaciones clinicas mas comunes en la deficiencia de CRTR son el retraso en
el lenguaje (100%), trastornos del comportamiento (85%) y convulsiones (59%). La
discapacidad intelectual se accentia con la edad siendo los pacientes en edad adulta los
que presentan sintomas mas severos [83]. Los trastornos del lenguaje se caracterizan por
disartria, dispraxia oral, problemas en el lenguaje semantico-pragmatico con
repeticiones y ecolalia [92]. Los trastornos del comportamiento incluyen hiperactividad,
déficit de atencion y signos autistas. Las convulsiones son principalmente de tipo
tonico-clonicas generalizadas, parciales simples o parciales complejas. Algunos
pacientes tienen episodios de epilepsia siendo en algunos casos refractarios al
tratamiento anticonvulsivante [61, 66]. En cuanto a los trastornos motores es frecuente
encontrar una hipotonia central con reflejos tendinosos profundos o normales sobretodo
en los primeros afios de vida. En la edad juvenil los pacientes suelen presentar una
marcha inestable de base ancha con los brazos elevados. También suele aparecer
trastornos del movimiento extrapiramidal incluyendo movimientos anormales de manos,
posturas distonicas intermitentes de manos y muilecas y movimientos coreatetosicos
[83]. Los problemas gastrointestinales son frecuentes en estos pacientes manifestando
dificultad en la alimentacién, vomitos y retraso en el desarrollo [83]. Otros sintomas
menos frecuentes son los cardiacos. So6lo se han descrito 4 pacientes con
manifestaciones tales como cardiomiopatia, contracciones ventriculares prematuras y
QT largo [83, 86, 93]. El estrabismo también puede estar presente en algunos pacientes

(83, 91].
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Las mujeres heterocigotas pueden presentar leves problemas de aprendizaje, de
comportamiento [94-96] o incluso moderada-severa discapacidad intelectual y

convulsiones [97-99].

1.5.4 Defecto del transportador de creatina (MCTI12)

En el afio 2007 Vandekerckhove y col. [100] describieron una familia de 17 miembros
en la que 11 de ellos presentaban catarata juvenil progresiva. De estos 11 miembros, 8
tenian microcornea bilateral no asociada con microftalmos y en 6 de ellos estaba
presente una glucosuria renal. Posteriormente, Kloeckener-Gruissem y col. [28]
mostraron que en esta misma familia, 9 de 12 pacientes tenian un incremento de glucosa
en orina en ausencia de anomalias renales o metabdlicas y se demostrd que todos ellos
eran heterocigotos para una mutaciéon que provocaba la aparicion de un codon de
terminacion prematuro en el gen SLC16A412. Estos mismos autores describieron que la
proteina implicada en este proceso contenia 536 aminodcidos y 12 dominios
transmembrana, y demostraron que la expresion de SLCI6A12 tenia lugar
mayoritariamente en 0jo y rifion, sugiriendo su papel en la homeostasis del cristalino y
del rifidén dada la afectacion de ambos 6rganos en estos pacientes. Como consecuencia,
se describid6 un nuevo trastorno conocido como catarata juvenil, microcornea y
glucosuria (CIMG, MIM#612018).

Previamente a estos hallazgos, ya en el afio 2004 Halestrap y Meredith [27] describieron
la existencia de la proteina MCT12 como un miembro de la familia de transportadores
monocarboxilato, la cual estaba codificada por el gen SLC16A412. En un estudio reciente
Abplanalp y col. [24] identificaron la Cr como el sustrato especifico para MCT12 y se
demostrd que su transporte era de tipo bidireccional, facilitado y presentaba una Ky,
superior a la de CRTR. Ademas, estos autores identificaron una nueva mutaciéon en
heterocigosis en el gen SLC16A412 que afectaba a una zona conservada de la proteina.
Con el objetivo de conocer si esta mutacion interferia en el transporte de Cr, generaron
un constructo que contenia esta mutacion y lo inyectaron en oocitos Xenopus laevis. Los
resultados mostraron que estos oocitos tenian una captacion notablemente disminuida
de Cr. En este trabajo también se realizaron ensayos en ratas y se observo que en las
ratas macho knock-out (KO) los niveles de Cr en orina eran significativamente mas altos
que en las ratas macho heterocigotas sugiriendo que una copia del gen ya era suficiente

para el transporte de Cr. Sin embargo, las ratas KO SLC16A12 no manifestaban el
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fenotipo similar al de los pacientes con este defecto. Estos autores también realizaron
estudios de expresion tisular del gen SLC6412 y SLC6AS8 en tejidos humanos y
confirmaron que los niveles de mRNA del gen SLCI16A412 eran superiores en riiion,
retina, pulmon y testiculo humano, datos que ya fueron reportados previamente por
Kloeckener-Gruissem y col. [28], mientras que el gen SLC6A48 se expresaba de manera
predominante en cerebro, corazon y tejido muscular, mostrando diferencias tejido-
especificas en la expresion del gen. En base a estos hallazgos, Abplanalp y col. [24]
identificaron la proteina MCT12 como un segundo transportador de Cr asociado al

fenotipo de cataratas y glucosuria.

1.5.5 Diagndstico de las deficiencias cerebrales de creatina

Los tres  primeros . . . .
Figura 7. Algoritmo diagndostico para las

defectos del deficiencias cerebrales de creatina.
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el cual es un método sencillo y ampliamente utilizado para el diagndstico de estas
enfermedades [101]. La deficiencia de GAMT se caracteriza por una alta concentracion
de GAA vy baja concentracion de Cr en plasma y orina; la deficiencia de AGAT presenta
una baja concentracion de GAA y una concentracion normal de Cr en plasma y orina; y
la deficiencia de CRTR se caracteriza por una relacion Cr/Crn alta en orina con valores
normales de GAA en los liquidos bioldgicos [102].

Los resultados bioquimicos que se encuentren alterados seran confirmados por RMS y
el diagndstico definitivo se realizard mediante los estudios enzimaticos y/o moleculares
[103-104]. Concretamente, en los defectos de sintesis de Cr (deficiencia de GAMT y
AGAT), el analisis enzimatico se basa en la determinacion por espectrometria de masas-
masas de la actividad de dichas enzimas a través del marcaje de los sustratos con
1s6topos estables en fibroblastos o linfocitos. Con respecto a la deficiencia de CRTR, la
confirmacion del defecto se basa en la medida de la captacion de Cr celular en

fibroblastos por espectrometria de masas-masas (Fig. 7).

La orina es la primera muestra recomendada para iniciar el cribado de pacientes. Sin
embargo, se ha de tener en cuenta que existen distintas fuentes alimentarias con alto
contenido de Cr (especialmente pescado y carne) que podria influir en la relacion
Cr/Crn [105]. En un estudio previo llevado a cabo por nuestro grupo se estudiaron los
niveles de Cr en voluntarios sanos tras la ingesta de diferentes alimentos [102]. Los
resultados mostraron que después de una comida basada en ensalada, pasta o huevos la
relaciéon Cr/Crn era normal comparado con el rango de referencia de sujetos adultos
sanos. Contrariamente, en algunos voluntarios la relacion Cr/Crn estaba incrementada
después de ingerir pescado graso o ternera. Dados estos resultados, es importante tener
en cuenta las comidas ricas en Cr ya que podria resultar en un incremento significativo
de la relacion Cr/Crn y generar resultados falsos positivos. Por este motivo, en el caso
de una relacion Cr/Crn elevada, los resultados deberian ser confirmados con una
segunda muestra de orina bajo una dieta controlada [102] (Fig. 7).

Respecto al defecto de la proteina MCT12 asociado a catarata y glucosuria, no hay
evidencia de los niveles elevados de Cr en dichos pacientes [28, 100]. En el estudio
llevado a cabo por Abplanalp y col. [24] se observo un incremento de la Cr en orina de
ratas SLC16A412 KO. En base a estos hallazgos, seria necesario valorar los niveles de Cr
en pacientes con CJIMG para conocer si la Cr también pudiera considerarse como

biomarcador de esta enfermedad.
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El estudio molecular se centra en el estudio del gen GAMT y GATM para la deficiencia
de GAMT y AGAT respectivamente, y del gen SLC6A48 para la deficiencia del
transportador de CRTR (Fig.7).

1.5.6 Tratamiento de las deficiencias cerebrales de creatina

En las enfermedades de biosintesis de Cr, deficiencia de GAMT y AGAT, la
suplementacion de Cr monohidrato en dosis orales de 350 mg/kg/dia a 2 g/kg/dia ha
demostrado una normalizacion de los niveles cerebrales de Cr [65]. Sin embargo, en la
deficiencia de GAMT la acumulacion de GAA permanece, de manera que se le atribuye
a este metabolito un papel decisivo en la afectacion neuroldgica, por lo que todos los
esfuerzos se dirigen hacia la disminucion de GAA. Asi, se ha propuesto la
administracion de una dieta baja en arginina (15 mg/kg/dia) junto con la suplementacion
de ornitina (ornitina aspartato 350-800 mg/kg/dia) reduciendo de esta manera los
sustratos para la sintesis de GAA o bien inhibiendo competitivamente la actividad
AGAT [69, 106-108]. Sin embargo, en algunos casos no se han demostrado claros

efectos beneficiosos.

Respecto a la deficiencia de CRTR, el tratamiento con Cr monohidrato no muestra
ninguna mejoria en la concentraciéon de Cr cerebral, por ello, se pensé en administrar
precursores de la biosintesis de Cr que pudieran cruzar la BHE. En efecto, Leuzzi y col.
[109] demostraron en ensayos in vitro que tras la suplementacion de arginina y glicina
se conseguia restablecer los niveles intracelulares de Cr en linfoblastos procedentes de
pacientes con la deficiencia de CRTR. En base a estos resultados, algunos pacientes
han sido tratados con esta terapia observando mejoria en los sintomas neurologicos y un
incremento de Cr y CrP en algunos pacientes [110-111]. Ademads, el estudio de
Mercimek Mahmutoglu y col. [97] también demostr6 una efectividad del tratamiento en
una mujer con deficiencia de CRTR. Por el contrario, Fons y col. [112] y
Valayannopoulos y  col. [98] no observaron dichos beneficios.
Por otro lado, previamente al comienzo de esta tesis se publicd un estudio con derivados
de Cr: creatina-benzil-éster (CrOBzl) y complejo fosfocreatina-magnesio (PCr-Mg-
CPLX) (Fig. 8) en el que se demostraba que tras su administracion se incrementaba el
contenido intracelular de Cr en zonas del cerebro de raton penetrando en la célula por

una via independiente de CRTR [113].
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Recientemente, otros derivados de Cr como su compuesto ciclico, la ciclocreatina [114],
la Cr unida a ésteres de acidos grasos [115] o a amidas [116] han demostrado tener una
efectividad superior a la Cr monohidrato en cultivos celulares in vitro o modelos

animales con defecto de CRTR (Fig. 8).

Figura 8. Moléculas derivadas de creatina como posibles candidatas para la terapia de
la deficiencia del transportador de creatina.
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Por lo que respecta al defecto de MCT12, no existe informacion concerniente a terapias
asociadas. En el estudio de Abplanalp y col. [24] se sugiere que la suplementacion con
Cr podria ser una herramienta preventiva para la mayoria de cataratas asociadas con la
edad debido a las funciones beneficiosas de la Cr como antioxidante, anti-apoptotica y

citoprotectora.

1.6 Papel del sistema CK/ATP como biomarcador en las deficiencias cerebrales de

Cr

Como ya se ha comentado anteriormente, la Cr juega un papel importante en el sistema
energético Cr/CK/CrP. Esta evidencia se puso de manifiesto en un trabajo llevado a
cabo por Mercimek-Mahmutoglu y col. [117] en el que se observd una disminucion de

los niveles de la enzima CK en el plasma de un paciente con deficiencia de CRTR y de
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un paciente con deficiencia de GAMT, ambos con alteraciones en los niveles de Cr. En
base a estos hechos, estos autores sugerian que CK podria ser un marcador plasmatico

de las deficiencias cerebrales de Cr.

1.7 Papel de la Cr como biomarcador de las enfermedades mitocondriales

En los ultimos afios se han publicado algunos trabajos en los que se ha evaluado el
papel de la Cr en las enfermedades mitocondriales. Shaham y col. [118] estudiaron el
perfil metabolomico de cultivos de células musculares en las que habian inducido
previamente una deficiencia de la cadena respiratoria mitocondrial e identificaron 32
metabolitos alterados entre los cuales se encontraba la Cr. Dados estos resultados, estos
autores prosiguieron con un segundo analisis usando plasma de 16 pacientes con
diferentes deficiencias de la cadena respiratoria mitocondrial incluyendo sindrome de
MELAS (mt A3243G), MERFF (mt A8344G), deleciones del DNA mitocondrial
(mtDNA) y depleciones de mtDNA. Los resultados mostraron 26 metabolitos alterados
en plasma, que también fueron detectados en el primer ensayo in vitro pero solo 3 de
ellos se encontraban elevados de manera significativa: lactato, uridina y Cr. El
incremento de Cr fue confirmado en una segunda cohorte de 14 pacientes en los que
este incremento persistio. El andlisis individual de cada uno de los pacientes mostrd un
incremento de Cr plasmatica en el 50% de los casos [118]. Mas tarde, Boenzi y col.
[119] constataron esta evidencia en un estudio con 30 pacientes afectados con diferentes

enfermedades mitocondriales, en los que la concentracion de Cr estaba elevada.

Los datos obtenidos de estos estudios ponen de manifiesto la conexion que existe entre
Cr y la mitocondria lo cual sugiere que la Cr podria ser un biomarcador en las

enfermedades mitocondriales.
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2. ENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK TIPO C

2.1 Antecedentes historicos

La enfermedad de Niemann-Pick fue descrita en 1914 por Albert Niemann [120] en
unos nifios de origen judio, mas tarde en 1933 Ludwig Pick [121] caracterizd su
patologia diferenciandola de otros trastornos de depdsito lisosomal como la enfermedad
de Gaucher. Los pacientes mostraban una acumulacién celular de esfingomielina,
organomegalia y una diversidad de sintomas neuroldgicos. Dada esta variabilidad, en
1961 Crocker [122] hizo una clasificacion en cuatro subgrupos (tipos A, B, C, D).
Posteriormente en 1966, Brady y col. [123] detectaron una actividad esfingomielinasa
deficiente en los pacientes Niemann-Pick tipo A (NPA) y B (NPB) pero no en los de
tipo C (NPC) y D (NPD). En 1982 se cre6 un consenso para separar las formas
deficientes de esfingomielinasa (NPA y NPB) de las otras formas (NPC y NPD).
Pentchev y col. en 1984 [124] observaron que en el tipo NPC existia un defecto en el
trafico intracelular de colesterol, lo que llevd a una reclasificacion de la enfermedad. La
enfermedad de NPD es una variante alélica de la enfermedad NPC hallada Gnicamente

en los pacientes de Nueva Escocia.

En la enfermedad de NPC (MIM#257220), se produce una acumulacion del colesterol
no esterificado y de diversos glucoesfingolipidos (glucosilceramida, lactosilceramida,
globotriasoilceramida, globotetraosilceramida y gangliosido GM3) en el interior de los
endosomas tardios (ET) y lisosomas (Ls). Todo ello se debe al trastorno del trafico
lipidico intracelular. En higado y bazo se acumula mayoritariamente glucosilceramida
[125] pero niveles elevados de esfingosina y esfinganina sdlo se encuentran en higado
[126]. Como resultado del acimulo de estos lipidos se produce una serie de sintomas

viscerales como organomegalia y disfuncion hepatica.

A nivel cerebral se ha observado una acumulacién de colesterol libre, ganglidsidos
GM2 y GM3, glucosilceramida, lactosilceramida y gangliotriaosilceramida en el interior
de los ET/Ls. También se ha descrito que existe un leve incremento de globotriaosil,
globotetraosilceramida y de glicolipidos neutros més complejos. Las anormalidades
lipidicas se dan predominantemente en la sustancia gris [127], desencadenando en

conjunto, una afectacion neuroldgica caracteristica en estos pacientes.
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La enfermedad de NPC es una enfermedad autosdémica recesiva que puede estar causada
por mutaciones en dos genes distintos. E1 95% de los pacientes presenta mutaciones en

el gen NPC1 y el 5% presenta mutaciones en el gen NPC2 [128].

2.2. Caracteristicas clinicas

La presentacion clinica de NPC es muy heterogénea y la aparicion de sintomas puede
surgir a distintas edades y tener distintas evoluciones [128-129]. La presentacion mas
frecuente es la ictericia neonatal transitoria. Posteriormente aparece una
hepatoesplenomegalia, presente en el 85% de los pacientes. Las anomalias oculares
también son una de las primeras manifestaciones clinicas y estan presentes en la
mayoria de los pacientes. Las manifestaciones neurologicas incluyen una torpeza
motora, temblor, mal rendimiento escolar con pérdida de las capacidades cognitivas y
de concentracion. Esta torpeza progresa lentamente hacia una ataxia cerebelar,
oftalmoplejia, disartria, disfagia y una demencia progresiva. Otros sintomas frecuentes
son la distonia, cataplejia y crisis epilépticas. En general, los pacientes manifiestan
progresivamente trastornos de conducta, demencia, psicosis y de afectacion motora. La

edad de inicio de los sintomas sistémicos no esta correlacionada con la edad de

aparicion de las manifestaciones . , . iy
p Figura 9. Formas clinicas de presentacion de la

neurologicas, las cuales pueden enfermedad de Niemann-Pick tipo C.
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2.3 Bases fisiopatologicas

2.3.1 Proteina NPC1

Figura 10.

Proteinas NPC1 y NPC2.

5°UTR

N
N
\

1r bucle:
Sitio de unién al
colesterol (aa 25-264)

2° bucle:
Sitio de unién a
NPC2 (aa 371-615)

3r bucle:
Rico en cistinas
(aa 855-1098)

NH%\“ , (\“ﬂQ/

|
.
!
1
=
=
=
==
Py = L
7
—18p1131 - — umen
J6p11.22 ]
. i
: - )
.. = Citosol
— 18q12 1»,\‘
18412.3 =
N :
[ ] . ==
— 18q21.2 \\ =
o 18q21.32 '\, =
=1 N T
N = SSD (aa 615-797)
-w ’ N —
" =
=
~ I
3°’UTR
- _
Cromosoma 18 Gen NPCI1 Proteina NPC1
5UTR
g
a
7
- 14P13 a
—=—p12 .
- 14P11.2 R
./
7/
14912 Va
W aq132 a

14q211

LN
i

145233
=|-q'z.12(.a
T 14g313 ety
S 0
- o ..
S
~.._ 3UTR )
~ vea K32
- > e -~
Cromosoma 14 Gen NPC2 Proteina NPC2 *

A) Localizacion del gen NPCI en el cromosoma 18q11-q12 y estructura de la proteina NPC1.
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* Figura extraida de McCauliff y col. (2015).

La proteina NPC1 esta codificada por el gen NPCI (MIM#607623), localizado en el
cromosoma 18q11-q12 y ocupa 56kb conteniendo 25 exones [130] (Fig. 10.A). NPC1
es una glicoproteina de gran tamafio, 1277 aminoacidos y 13 dominios transmembrana
con localizacion en la membrana del ET [131]. NPC1 presenta una estructura compleja
que incluye 3 grandes bucles proyectados hacia el lumen del ET/L, cuatro pequeiios
bucles luminales, seis bucles citoplasmaticos y una cola C-terminal citoplasmatica (Fig.

10.A).
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En el primer bucle (aminodcidos 25-264) se encuentra el extremo N-terminal, que posee
un sitio de union al colesterol [132]. Este dominio altamente conservado estd compuesto
por 18 residuos de cisteina (involucrados en los puentes disulfuro) y un motivo
cremallera de leucina. El segundo bucle situado entre la segunda y tercera hélice parece
que podria interaccionar con la proteina NPC2 [133]. El tercer bucle (aminoéacidos 855-
1098) se localiza entre el dominio 8 y 9, est4 altamente conservado en residuos cisteina
conteniendo un motivo de dedos de anillo, pero ain no se conoce el papel de este
dominio (Fig. 10.A).

Se ha descrito que la cola C-terminal de la proteina NPCI1 interaccionaria con el
adaptador de clatrina AP-1 a través de un motivo de dileucina y parece ser que esta
interaccion seria esencial para la focalizacion y funcion del ET/L [134].

En los 13 dominios transmembrana, entre el tercer y séptimo dominio, se encuentra el
dominio sensible a esteroles (SSD) (Fig. 10.A), es decir, un dominio sensible a los
cambios homeostaticos del colesterol, y comparte homologia con otras proteinas
relacionadas con el metabolismo del colesterol tales como la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA reductasa (HMG-CoA reductasa), la proteina reguladora de esteroles (SCAP) y la
proteina responsable de la absorcion del colesterol de la dieta y del colesterol biliar

(NPCl-like I).

2.3.2 Proteina NPC2

La proteina NPC2 es una glicoproteina de pequefio tamafio (151 aminoacidos), es
soluble y se encuentra en el interior de los ET/Ls. La proteina NPC2 est4 codificada
por el gen NPC2 (MIM#601015) localizado en el cromosoma 14q24.3, contiene 5
exones y ocupa 13.5kb [135] (Fig. 10.B). En un estudio computacional y de
mutagénesis dirigida llevado a cabo por Ko y col. [136] se demostré que 3 mutantes
(F66A, V96F, Y100A) localizados en la superficie de la proteina NPC2 interferian con
la union al colesterol. El trazado de estos tres mutantes en la estructura cristalina de
NPC2 mostrd que estos aminoacidos se encontraban préximos entre si en una zona
hidrofobica, de modo que se sugirid que NPC2 se uniria al colesterol en esta region
[136-137]. Por otro lado, también se ha identificado un dominio de transferencia del
colesterol de la proteina NPC2 a la proteina NPC1 [138]. El mecanismo por el cual se
produce esta transferencia es poco conocido. Diversos estudios han demostrado que

NPC2 cataliza la transferencia de colesterol entre membranas a través de interacciones
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proteina-membrana [139-142]. Recientemente McCauliff y col. [143] han descrito una
serie de mutaciones puntuales en NPC2 que también darian lugar a una transferencia
deficiente del colesterol. La localizacion de estos aminoacidos sugiere que formarian
dos dominios separados en la superficie de NPC2, de manera que NPC2 tendria
capacidad de promover interacciones membrana-membrana. Como consecuencia, se
estableceria un contacto “puente” entre la membrana interna y la membrana limitante
del ET/Ls que seria necesario para que NPC2 pudiera ejercer sus propiedades de
transporte [143]. Ademads, también se ha observado que el grado de transporte de
esteroles por parte de NPC2 mejora considerablemente en presencia de
bis(monoacilglicerol)fosfato (BMP) [139-140], que se encuentra en un elevado
porcentaje en la membrana interna del ET/Ls [144]. Estas observaciones apuntan a que
existiria un mecanismo cooperativo entre NPC2 y BMP en el trafico del colesterol

dentro del compartimento del ET/Ls [139-140, 143].

2.3.3 Relacion entre las proteinas NPC1 y NPC2 y el metabolismo intracelular del

colesterol

El colesterol es una molécula de gran importancia para las células de los mamiferos ya
que resulta necesario para multitud de procesos fisioldogicos como la biosintesis de
hormonas esteroideas, sales biliares o vitamina D y para el mantenimiento de la
estabilidad de las membranas biologicas. Los niveles mas altos de colesterol en la célula
se encuentran en la membrana plasmatica constituyendo alrededor del 80-90% del
colesterol celular total mientras que en el reticulo endoplasmatico (RE) los niveles son
alrededor del 1% [145]. El colesterol exdgeno que llega a la célula se encuentra
mayoritariamente en forma de ésteres de colesterol y es transportado en sangre por
mediacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL). La célula reconoce el colesterol
a través de los receptores LDL e incorpora las LDL en su interior por mediacion de
vesiculas endociticas. Estas vesiculas se transforman en ET y posteriormente en Ls
donde las LDL son degradadas por mediacion de lipasas 4cidas (LAL) dando lugar al
colesterol libre y a los acidos grasos [146] (Fig.11.A). En el interior de los ET/Ls se
encuentran las proteinas NPC1 y NPC2 involucradas en el metabolismo del colesterol
libre. Se ha descrito un modelo “handoff” que explicaria el mecanismo de interaccion
entre el colesterol y las proteinas NPC1 y NPC2. Segun este modelo, el colesterol se

uniria a través de su cadena isooctil al centro hidrofobico de la proteina NPC2 dejando
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libre el extremo 3B-hidroxil. Este grupo 3p-hidroxil quedaria orientado hacia el extremo
N-terminal de la proteina NPC1 favoreciendo su union. De esta manera, la parte
hidrofobica del colesterol quedaria orientada hacia la membrana plasmaética permitiendo
su salida del Ls al citosol [132-133] (Fig. 11.B). Una vez liberado el colesterol del Ls,
¢éste puede seguir diferentes rutas: puede dirigirse hacia el RE junto con el colesterol
sintetizado de novo a través de la HMG-CoA reductasa; puede dirigirse hacia el aparato

de Golgi, hacia las mitocondrias, el peroxisoma a través de los receptores extracelulares

Figura 11. Metabolismo intracelular del colesterol.
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esteroidogénica; Syt7: sinaptotagmina7; TGN: red trans-Golgi.
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ABC-ATP binding cassette o bien almacenarse en el interior de la célula en forma de

gotas lipidicas o en la propia membrana plasmatica [147-148] (Fig. 11.A).

En los ultimos afios han surgido nuevos hallazgos referentes al mecanismo de transporte
del colesterol desde el Ls a otros organulos. Distintos estudios han descrito un
transporte por mediacion del complejo SNARE desde el Ls al complejo trans-Golgi
como mecanismo vesicular de transporte del colesterol [149-151]. Las proteinas Rab8 y
Rab9 (miembros de la familia de la superfamilia Ras de proteinas G) también juegan un
papel importante en el trafico vesicular. La sobreexpresion de estas proteinas en
fibroblastos deficientes NPC1 producen una reduccion significativa de los niveles de
colesterol libre [152-153]. Por otro lado, en un raton KO de NPC cruzado con un raton
transgénico Rab9 se observd una reduccion del acimulo de lipidos y un aumento de la

supervivencia [154].

Se ha descrito también un mecanismo no-vesicular, en el que la proteina ORP5
(miembro de la familia de las proteinas relacionadas con la unién a oxiesteroles- OSBP)
ubicada en el RE, en respuesta a un incremento de colesterol en la membrana limitante
del Ls, formaria un complejo transitorio con la proteina NPCI en los sitios de contacto
entre membranas conectando el ET/Ls y RE. De este modo, cooperaria con la proteina

NPC1 para mediar la salida de colesterol desde el ET/Ls al RE [155] (Fig. 11.C).

Otro estudio reciente también describe la conexion existente entre el Ls y peroxisoma
en el transporte del colesterol. Como se ha dicho previamente, en el interior del Ls el
colesterol quedaria unido a la proteina NPC1 en su dominio N-terminal, de manera que
penetraria en el glicocalix facilitando asi su insercion en la membrana lisosomal. El Ls y
peroxisoma formarian contactos de membrana proximos (LPMC, contactos de
membrana del lisosoma-peroxisoma) a través de la interaccion de la proteina
lisosomalsinaptotagmina 7 (Syt7) (proteina implicada en la exocitosis lisosomal,
reparacion de lesiones y resellado de membranas) [156] y el fosfolipido peroxisomal,
fosfatidilinositol (4,5)bifosfato [PI(4,5)P2] [157]. Como consecuencia se formaria un
contacto transitorio que permitiria mover el colesterol desde el Ls hacia el peroxisoma

[158] (Fig. 11.D).
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En cerebro, el colesterol es

S , Figura 12. Trdfico del colesterol en el sistema nervioso central.
sintetizado enddgenamente,

principalmente  en  los The brain synthesizes the cholesterol it needs
oligodendrocitos, y en T NS COMPARTMENT M]

‘s Acetyl CoA .
menor proporcion, en los roican ) E o
astrocitos y neuronas. Por l
ello, las neuronas captan ;
parcialmente el colesterol - ;"L‘;‘?z‘;z S 240H] C-240H

LE/Lys Compartment

de las células gliales por

endocitosis de la

lipoproteina apo-E [1 59]_ El | C: colesterol; CE: ésteres de colesterol; CNS: sistema nervioso central; LAL: lipasa dcida
lisosomal; LE: endosoma tardio; Lys: lisosoma. Figura extraida de Vanier 2015 [161].

trafico intracelular de este
colesterol parece que no necesitaria la enzima LAL pero si requiere el funcionamiento

de las proteinas NPC1 y NPC2 [160-161] (Fig. 12).

2.3.4 Lipidos de membrana y esfingomielina

Como ya se ha descrito anteriormente, BMP y también la esfingomielina jugarian un
papel importante en la transferencia de colesterol mediada por NPC2. En experimentos
in vitro se ha observado un incremento de la transferencia del colesterol mediada por la
proteina NPC2 en presencia de BMP y una reduccion tras afiadir anticuerpos anti-BMP
dando lugar a un fenotipo NPCI-like [140, 162-163]. Un hallazgo interesante
encontrado en modelos celulares de la enfermedad de NPC es la elevacion de la
concentracion de BMP, lo que sugiere que podria ser un efecto compensatorio para

incrementar la eliminacion del colesterol acumulado [164].

En fibroblastos de pacientes NPC se ha demostrado que existe una disminucién parcial
de la actividad esfingomielinasa y parece ser que habria una correlacion con la
severidad del acimulo del colesterol. Las formas “clésicas” de la enfermedad presentan
actividades deficientes de esfingomielinasa mientras que las formas “variantes” tienen
actividades normales o levemente disminuidas [165]. Estudios en células con
deficiencia de la proteina NPCI, en las que se transfectaba el gen de la
esfingomielinasa, demostraron que se producia una reduccion de los niveles celulares de
colesterol libre y se corregia el exceso de BMP [166]. Estos hechos se deberian a que,

por un lado, la esfingomielinasa degrada la esfingomielina, que es un inhibidor de la
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transferencia de colesterol mediada por NPC2, y por otro lado, la esfingomielinasa
produce ceramida, que acelera este proceso. Por ello, se sugiere que la esfingomielinasa

estimularia la salida de colesterol mediada por NPC2 [167-168].

2.3.5 Glicoesfingolipidos

En la enfermedad de NPC se ha descrito una acumulacion importante de
glicoesfingolipidos, como ocurre en otras enfermedades lisosomales. Se han sugerido
distintos mecanismos que podrian explicar la causa de este proceso: una degradacion
reducida de glicoesfingolipidos, una salida comprometida desde el ET/L, o
anormalidades en el trafico/fusion de vesiculas y autofagia [169]. Estudios previos en
fibroblastos de pacientes NPC demostraban que los altos niveles de colesterol en el
ET/L podrian afectar a la ruta normal endocitica de los glicoesfingolipidos [170].
También se ha demostrado que el colesterol modula la interaccion de la
glucosilceramidasa con sus proteinas y activadores lipidicos, como SapC y BMP,
regulando la actividad y estabilidad de la glucosilceramida [171]. Existen diversos
trabajos en modelos mutantes murinos de la enfermedad de NPC en los que se ha
estudiado la relacion entre el metabolismo del colesterol y de los glicoesfingolipidos. En
ratones doble mutantes para NPC1 y [B-1,4-N-acetilgalactosaminiltransferasa (p-1,4-
GalNAc transferasa, enzima necesaria para la sintesis de gangliésidos complejos) se
observd que, a diferencia del mutante simple NPC1, no se producia acimulo de los
gangliosidos GM2 o de glicolipidos GA1 y GA2 en el sistema nervioso central, a la vez
que disminuia la acumulacion de colesterol en neuronas [172-173] y se reducian los
niveles de lipidos en diferentes tejidos. Sin embargo, la afectacion visceral era similar a
la del mutante simple NPC1 y la severidad del fenotipo clinico no mejoraba a pesar de
la ausencia de ganglidsidos a nivel del sistema nervioso central. Estos hallazgos
indicarian que el acumulo de ganglidsidos, aunque es en gran parte responsable de la
patologia neuronal, no influye significativamente en el fenotipo clinico del modelo NPC
[172]. Otro estudio de doble mutantes para NPC1 y B-1,4-GalNAc transferasa también
demostr6 que en las neuronas en las que se acumulaba colesterol existia un acimulo de
GM3 pero no a la inversa, sugiriendo que el secuestro del colesterol en neuronas
deficientes de NPC1 es dependiente de ganglidsido y que la funcién de NPCI estaria
relacionada con el control homeostatico de los gangliésidos, mas que del colesterol

[174]. De modo similar, en un estudio posterior llevado a cabo por Zhou y col. [175] se
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observo una disminucion de colesterol acumulado en neuronas de ratones doble
mutantes para NPC2/ B-1,4-GalNAc transferasa, lo que sugiere que existiria un
mecanismo entre el almacenaje de colesterol y la sintesis de ganglidsidos complejos en
neuronas. Ademas, en este estudio se analizaron diferentes modelos doble mutantes,
generados a partir de ratones KO para NPC1 y NPC2 cruzados con ratones KO para
enzimas especificos de la sintesis de ganglidsidos, y encontraron que el secuestro de
colesterol era dependiente de la serie a-ganglidsido en la mayoria de neuronas del
sistema nervioso central. Ademas, estos autores también observaron que los
gangliosidos GM2 y GM3 y el colesterol no eran secuestrados en el mismo tipo de
vesicula de almacenamiento, lo que indica que existiria una heterogeneidad en el
proceso endosémico, tal y como se habia sugerido previamente [176]. Para conocer si
estas diferencias de co-localizacion eran debidas a diferencias en el proceso sintético o
degradativo, estos autores estudiaron un raton doble mutante para NPCl y -
galactosidasa (enzima responsable de hidrolizar los beta-galactosidos de los
gangliosidos, y por lo tanto de degradar el gangliésido GM1). En este modelo no se
observo acimulo de GM2, GM3 ni lactosilceramida en neuronas, lo que indicaria que
en cerebro de la enfermedad de NPC el almacenaje de GM2, GM3 y glicoesfingolipidos
menores neutros procedecerian exclusivamente del proceso de degradacion de
gangliosidos complejos en el ET/L. Otro hallazgo interesante fueron los niveles
acumulados de GM1, que eran superiores en el doble mutante NPC1/ B-galactosidasa
comparado con el mutante simple -galactosidasa, lo que sugiere que la proteina NPC1

jugaria un papel en el rescate de los ganglidsidos [175].

2.3.6 Bases esfingoides

En tejidos de pacientes NPC se han descrito niveles incrementados de esfinganina y
esfingosina [177-178]. Diversos estudios en modelos celulares de la enfermedad
sugieren que los niveles endogenos de esfinganina y esfingosina podrian participar en el
secuestro lipidico en los ET/Ls [126, 179]. El almacenamiento de esfingosina en los
compartimentos acidicos, como los Ls, produce una deplecién de Ca>" en estos
organelos, resultando en un almacenamiento secundario de colesterol, esfingomielina y
glicoesfingomielina. Por lo tanto, se deduce que el acimulo de la esfingosina es un

factor desencadenante de la patogénesis de la enfermedad de NPC [180].
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2.3.7 Autofagia

Otro de los aspectos que pareceria estar involucrado en la enfermedad de NPC, seria la
alteracion de la autofagia, tal y como ocurre en otras enfermedades lisosomales [181].
Elrick y Lieberman [182] describieron distintos defectos de la autofagia que
contribuirian a la patogénesis de la enfermedad de NPC. Posteriomente, otros autores
[183-184] describieron con mas detalle este proceso y demostraron que la proteina
NPC1 jugaria un papel entre la fusion del autofagosoma con el ET para formar el
amfisoma. Los ETs deficientes de la proteina NPC1 pierden la capacidad de reclutar los
componentes de la maquinaria SNARE que regula el evento de fusion, produciendo un

defecto en la formacion del amfisoma (Fig. 13).

Figura 13. Proceso de autofagia defectuosay los efectos de su estimulacion en la
enfermedad de Niemann-Pick tipo C.

Table: Overview of perturbations in the autophagy pathway in NPC1 disease

/ o?, Autophagy components Phenotypes Key methodologies
and events inNPC1
Autophagosomes Increased LC3-ll levels and LC3* vesicles; Analysis with mRFP-GFP-LC3 reporter, with the
Late appearance of double-positive mRFP-LC3*/GFP-LC3* vesicles.
[ endosome | ‘. Lymsnm ;
ws'e? Autolysosomes Decreased  Analysis vith mRFP-GFP-LC3 reporter, vith the appearance of red-only mRFP-LC3/GFP-

NPC'I muutiun " LCY" vesicles

NPC1
\ Amphisomes Decreased Colocalization of LC3* and Rab7* vesicles
Late endosomes. Increased Rab7 levels and Rab7* vesicles

Baul
amphagy °o ’ ‘

Phagophore Aurophogasome "”‘"’"“m’ A"'m"!omn" Lysosormes Increased  LAMP1 levels and LAMP1- vesicles
PO, Q Autophagic l\:‘:r' d:“..,f Autophagy substrates Increased  p62 levels and p62" aggregates; Mutant huntingtin aggregates
autophagy 2 pass Autophagy induction No effect Atg5-Atg12 conjugation; Beclin 1 levels; Elevation of LC3-ll levels in bafiomycin A, clamp
assay

lysosome  Autolysosome
Autophagic flux Blocked Alterations in LC3-1I levels in bafilomycin A, clamp assay; Analyses with mRFP-GFP-LC3

and mCherry-GFP-p62 reporters

Las mutaciones en la proteina NPC1 inhiben la salida de colesterol del ET/Ls produciendo su acumulacion en el
interior. Ademds, mutaciones en NPC1 afectan a la maduracion del autofagosoma, produciendo un bloqueo en la
autofagia asociada con un acimulo de autofagosomas (vesiculas LC3") y de sustratos de la autofagia (p62 y
mitocondria). Esto estd asociado a un defecto en la formacion del amfisoma donde el autofagosoma deja de
fusionarse con el ET (vesicula Rab7") debido a la incapacidad del ET de reclutar los componentes de la maquinaria
SNARE, como por ejemplo VAMP8 y VAMP3, que regulan el evento de fusion. Las mutaciones en NPC1 también
deplecionan DJ-1, produciendo una fragmentacion mitocondrial y una acumulacion de mitocondrias dafiadas debido a
una mitofagia afectada. Factores de regulacion positiva de la autofagia (como por ejemplo la inanicion y moléculas
pequeiias) estimularian una via de autofagia alternativa a la autofagia basal deficiente facilitando la maduracion del
autofagosoma a través de su fusion con el Ls, independientemente de la formacion del amfisoma, mediando de este
modo la eliminacion de la carga de la autofagia. ET: endosoma tardio; Ls: lisosoma. Figura extraida de Sarkar y col.
2013 [183].

2.4 Diagnostico clinico

La valoracion clinica es primordial. Por este motivo, el grupo de trabajo ‘NP-C
Guidelines Working Group’ establecio en el ano 2012 un indice de sospecha, basado en
una escala de discapacidad, que valoraba signos y sintomas viscerales, neurologicos y

psiquiatricos teniendo en cuenta la historia familiar [185]. Este indice genera una
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puntuacion de prediccion de NPC y presenta una buena sensibilidad y especificidad
siendo un método con buen poder descriminatorio de la enfermedad para aquellos casos

con edades superiores a 4 afios [186].

2.5 Diagnostico bioquimico

Analisis de laboratorio no especificos

Existen distintas determinaciones analiticas que pueden orientar el diagndstico, aunque
no son especificas de la enfermedad. Una de estas pruebas es la actividad quitotriosidasa
que puede estar ligeramente elevada [187]. La actividad esfingomielinasa puede ser
parcialmente deficiente en fibroblastos [188]. También se han observado niveles bajos
de LDL y HDL y un incremento de triglicéridos en plasma [189]. Se ha sugerido que los
niveles de HDL estarian inversamente correlacionados con la severidad del fenotipo.
Otra prueba de interés es el diagnodstico histopatologico en médula osea, en la cual se

evidencia la presencia de células espumosas y histiocitos azul mar [190].

Tincion de filipina en fibroblastos

Esta es la metodologia por excelencia para el diagnostico bioquimico, que consiste en

una tincion citoquimica del colesterol libre con filipina en fibroblastos. La filipina es un

antibiotico  sintético que forma
Figura 14. Imdgenes de microscopia de
fluorescencia de los acumulos de colesterol libre
intracelular en fibroblastos mediante la técnica
citoquimica con filipina.

complejos con el colesterol libre de

forma especifica, de modo que en el

80-85% de los casos se puede
observar un incremento de vesiculas
perinucleares fluorescentes mediante
microscopia de fluorescencia, patron
conocido como ‘fenotipo bioquimico
clasico’ [165] (Fig. 14). Esta técnica
presenta  una  sensibilidad vy

especificidad buena en la mayoria de

los casos. Sin embargo, en algunos

pacientes de presentacion adulta o

con una acumulacion de colesterol

A: fenotipo clasico; B: control; C y D:
fenotipo variante
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mas reducida (pacientes que responden a la clasificacion de ‘fenotipo bioquimico
variante’) pueden existir dificultades interpretativas [165]. Ademads, esta técnica es
invasiva ya que implica la obtencidon de una biopsia de piel, ademas de ser un proceso

largo que requiere del cultivo de fibroblastos.

Nuevos biomarcadores

Debido a las limitaciones que tiene la técnica de la filipina, es deseable disponer de
biomarcadores fiables y rdpidos que ayuden al diagnostico bioquimico de la
enfermedad. Por ello, en los ultimos afios han surgido distintos estudios en los que se

han identificado posibles biomarcadores potenciales.

Oxiesteroles

En el inicio de esta tesis, uno de los primeros biomarcadores que se describieron en los
pacientes NPC fueron los oxiesteroles, productos que provienen de la oxidacion del
colesterol y que desempefian un papel fisioldogico importante en la regulacion de
procesos celulares. Los oxiesteroles son sintetizados en pequefias concentraciones
fisiologicas, sin embargo, bajo ciertas condiciones patologicas sus niveles pueden
incrementarse considerablemente [191-192].

Estudios previos en modelos animales de la enfermedad de NPC mostraron la presencia
de concentraciones elevadas de oxiesteroles en plasma y tejidos. Particularmente, los
niveles mas altos correspondian al epdxido-5,6-colesterol (5,6-EC), colestano-
3B,5a,6B-triol (CT), 7B-hidroxicolesterol y 7-cetocolesterol (7-KC), y en menor medida
el 4B-hidroxicolesterol y 25-hidroxicolesterol (25-HC). Por el contrario, se observaron
niveles disminuidos de 24-hidroxicolesterol (24-HC) y 27-hidroxicolesterol (27-HC)
[193-195]. A posteriori, el grupo del Dr. Ory [195] estudid estos oxiesteroles en una
cohorte de pacientes NPC y observaron que los mayoritarios en plasma eran el CT y 7-

KC, mientras que el 24-HC se encontraba disminuido.

Estas diferencias en la composicion de oxiesteroles podrian explicarse por el acimulo
lisosomal de colesterol libre que estd presente en esta enfermedad. Los oxiesteroles de
cadena lateral como el 24-HC, 25-HC y 27-HC son sintetizados a partir del colesterol,
predominantemente por la enzima P450 del RE (CYP46A1) y por la enzima CYP27A1

localizada en la membrana interna de la mitocondria, y actian como ligandos
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endogenos del receptor “Liver X Receptor” (LXR) (involucrado en la regulacion de la
homeostasis del colesterol celular) [191]. Los LXR actiian en respuesta a niveles
elevados de colesterol intracelular, a través de la transactivacion de genes implicados en
el transporte de esteroles, en el eflujo de colesterol, en el metabolismo de HDL o en el
catabolismo de esteroles, de modo que actlian como un mecanismo de detoxificacion
celular para proteger a la célula del exceso de produccion de colesterol [191]. En la
enfermedad de NPC, el secuestro lisosomal del colesterol libre impide la salida del
mismo hacia el citoplasma, limitando el sustrato (colesterol) para los transportadores
ABCALI [196] e impidiendo la formacion de oxiesteroles de cadena lateral, lo que
explicaria los niveles reducidos de 24-HC y 27-HC observado por algunos autores [194-
195]. Esta produccion disminuida de oxiesteroles es responsable de una activacion
reducida de LXR, resultando en una disminucion de la expresion de ABCA1 y como

consecuencia, en un eflujo celular del colesterol mas reducido todavia [196-197].

P 1 trari 1
or ¢ contrario, o8 Figura 15. Estructura del 7-cetocolesteroly colestano-3,5¢,6f-triol

oxiesteroles que presentan formados a partirdel colesterol.
modificaciones en el nlcleo

) ) ‘colestano-3[3,5a,6[3-triol ‘
esteroidal, como un epéxido ﬁ

(Ej: 5,6-EC) o un doble

UnR # B
18 F ]
b

enlace en la posicion C7

(Ej: 7-KC), son productos

principalmente  generados

de manera no-enzimatica

debido a la susceptibilidad 7-cetocolesterol

de estos grupos a la
oxidacion por radicales libres [191, 198] (Fig. 15). En el caso del 5,6-EC, éste puede
convertirse después en CT por mediacion de la epdxido hidrolasa [199-200]. Esta
evidencia explicaria los niveles elevados de CT y 7-KC en la enfermedad de NPC en la
cual, como en otras enfermedades neurodegenerativas, existe un estrés celular oxidativo

[201-202], lo que favorece la produccion de especies reactivas de oxigeno.

Porter y col. [195] observaron que no s6lo la concentracion de CT y 7-KC se encontraba
mas elevada en los pacientes NPC comparado con los sujetos sanos, sino que también
era mas alta que los niveles hallados en pacientes con otras enfermedades lisosomales

(lipofuscinosis neuronal ceroide infantil, gangliosidosis GM-1, gangliosidosis GM-2 y
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enfermedad de Gaucher). También se demostrd que existia una correlacion entre los
niveles de CT y 7-KC y la edad de inicio de presentacion de los sintomas y severidad de
la enfermedad [195]. Este estudio, junto con otros trabajos descritos en los ultimos afios
[195, 203-213] han reforzado la idea del papel de CT y 7-KC como biomarcadores
sensibles y especificos de la enfermedad de NPC sugieriendo su utilidad para el

diagnostico bioquimico de la enfermedad de NPC.

Por otro lado, también se estudiaron los niveles de CT y 7-KC en un modelo felino NPC
tras el tratamiento con ciclodextrina. Los resultados mostraron una disminucion de la
concentracion de ambos oxiesteroles y una mejora de las manifestaciones clinicas
neurologicas [195]. Estos hechos demostraban que los oxiesteroles también podrian ser

buenos biomarcadores para la monitorizacion de tratamientos.

Existen diferentes métodos descritos (cromatografia en capa fina, cromatografia liquida
y cromatografia de gases) para la determinacion de diversos oxiesteroles [214-222]. Al
comienzo de esta tesis, Jiang y col. [203] describieron un método sensible y especifico
mediante cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-
MS/MS), aunque con ionizacidn a presion atmosférica (APCI), hecho que dificulta su

aplicacion en los laboratorios de enfermedads metabdlicas hereditarias.

Otros biomarcadores

Es los ultimos afios también se han descrito otros biomarcadores candidatos para esta
enfermedad, aunque en algunos casos los resultados son controvertidos. Este es el caso
de la galectina-3 (LGALS3, molécula pro-inflammatoria) y la catepsina D (CTSD,
proteasa lisosomal), dos proteinas que se encuentran incrementadas en plasma de
pacientes NPC [223]. Sin embargo, estas proteinas también se hallaron elevadas en
otras enfermedades lisosomales por lo que no son especificos de la enfermedad de NPC.
También se describid que los niveles de ambas proteinas no se correlacionaban con los
niveles de 7-KC y CT. Aunque existe controversia, algunos autores [223] también
apoyan la utilidad de CTSD y LGALS3 como biomarcadores para la monitorizacion del

tratamiento.
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En orina de pacientes NPC también se han descrito concentraciones elevadas del acido
biliar 3p-sulfooxi-7B-N-acetilglucosaminil-5-colen-24-oico (SNAG-A>-CA) junto con
sus conjugados de glicina y taurina (SNAG-A>-CG, SNAG-A’-CT) [224-225]. Sin
embargo, estos metabolitos no serian especificos de NPC, ya que también se encuentran
elevados en otras enfermedades en las que existe un defecto del metabolismo de los
acidos biliares, como el sindrome de Smith-Lemli-Opitz (SLO) y la deficiencia de 3f-
Hidroxi-D5-C27-esteroide deshidrogenasa [225]. Recientemente, se ha identificado la
presencia de niveles elevados de los dacidos 3B-hidroxi,7p-N-acetilglucosaminil-5-
colenoico y 3P,5a,6pB-trihidroxicoldnico (junto con sus conjugados de glicina), en
plasma y sangre seca de pacientes NPC [226-228]. Por lo tanto, el andlisis de acidos

biliares seria otra metodologia potencial para el diagnostico de esta enfermedad.

Tal y como se ha descrito anteriormente, en la enfermedad de NPC existe un acumulo
de esfingolipidos, por lo que también se ha sugerido su papel como biomarcador. Fan y
col. [229] observaron que los niveles de lactosilceramida y gangliosidos GM1 y GM3
disminuian en plasma y LCR en pacientes NPC tras el tratamiento con miglustat. Sin
embargo, los niveles de monohexosilceramida aumentaban tras el tratamiento. Diversos
estudios han descrito incrementos de glucosilceramida en cerebro en respuesta al
tratamiento con inhibidores basados en iminoazicares como miglustat debido a su
accion inhibitoria de la glucosilceramidasa, enzima responsable del mantenimiento de la
homeostasis de glicoesfingolipidos [230-232]. Se han descrito también elevaciones de
los niveles de lactosilceramida y monohexosilceramida en LCR después del tratamiento
con ciclodextrina en modelos felinos NPC [229], probablemente debido al efecto
exocitosico de las ciclodextrinas [233]. En base a estos hallazgos, se sugiere que este

perfil lipido podria ser util para valorar la eficacia del tratamiento [229].

Otros biomarcadores propuestos son algunas formas lisosomales de esfingolipidos como
la lisoesfingomielina (SPC) y glucosilesfingosina (GlcSph) [205, 234]. Los niveles de
SPC no correlacionan con los niveles de CT, por lo que se sugiere que la combinacion
de los dos seria la mejor opcion para el diagnéstico de NPC [234]. En pacientes en
tratamiento con miglustat tampoco se observaron cambios en la concentracion de SPC,
por lo que no seria util como biomarcador para la monitorizacién de dicho tratamiento

[234].
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Recientemente se ha descrito la liso-esfingomielina-509 (Lyso-SM-509) como un nuevo
biomarcador potencial. Lyso-SM-509 correlaciona con la severidad de la enfermedad y
también con los niveles de CT. Lyso-SM-509 se encuentra elevado en pacientes NPC y
de manera mas evidente en NPA y NPB, por lo que la valoracion de este metabolito

seria Util para el diagndstico de estas tres entidades [235].

La medicion del volumen del compartimento acidico relativo expresado como media
equivalente de fluorescencia (MEFL) también ha sido descrito como posible
biomarcador, hallandose elevado en células B circulantes de pacientes NPC [236].
MEFL correlaciona con la severidad de la enfermedad y también con los niveles

plasmaticos de Lyso-SM-509 [235].

2.6 Diagnostico genético

Finalmente, en caso de positividad de las pruebas bioquimicas, se deberia proceder al
estudio genético de los pacientes. El método habitual consiste en la secuenciacion de los
genes NPC1 y/o NPC2. El test genético de nuevos pacientes tiene gran importancia para

realizar un diagnostico prenatal y para la deteccion de portadores (Fig. 16).
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Figura 16. Algoritmo diagnéstico de la enfermedad Niemann-Pick tipo C propuesto por “The NPC
Guidelines Working Group”

[ Manifestaciones clinicas ]

!

Tests preliminares utiles:
Quitotriosidasa Células escumosas en la médula

oOsea [ Perfil de oxiesteroles en ]

Excluir las enfermedades de Gaucher y NPA/B Si hay biopsia de higado: plasma

microscopia electronica
Biopsia de piel Sangre total EDTA

Cultivo de fibroblastos ¢DNA

v | !

(Estudio de microscopia
electronica de la piel) <-

experimentos por separado) sea posible) (como minimo, todos los exones y uniones

v

exon-intron)

Test de la filipina (2 ] Secuenciacion de los genes NPCI y NPC2 (siempre que
+

v Vv

v

v

v

v

Altamente  Moderadamente  Ligeramente ~ Claramente - = 2 mutaciones 2 alelos lalelo  Ningun alelo
+7Clésico” +”Variante”™  + (incierto) = Probablemente (olen mutados ~ mutado mutado =
=NPC Probable NPC  Posible NPC  no sers NPC homozigosis) conlo2 =2 Probablemente
conocidas o nuevas no sera NPC,
80-85% de  ~15% de los <5%delos  Secuenciar sila  patogénicas =  mutaciones pero:
los pacientes NPC  pacientes sospecha clinica ~ NPC =posible
pacientes NPC es alta NPC
NPC (la mayoria T Si la filipina
1o lo son) | mLPA J estola
| sospecha
\"] clinica es
. . Resultado  ojovada
[Interpretaclon de los resultados combinados ] més
comin=
| negativo
| 1
NPC NPC (NPC casi h Caso Seguramente
confirmado confirmado seguro sila | fdudososila [ |noserd NPC [ | descartado si
siserepite la| | sihay2 filipina es filipina no si la filipina no hay ninguna
filipina mutaciones variante y esclara y es mutacion y la
altamente + patogénicas hay 2 solo hay 1 ligeramente filipina es —
(cualquier (cualquier nuevas mutacion** + 0 incluso (o dudosa)
genotipo) resultado de | | mutaciones variante y no
filipina) o1** hay ninguna
mutacion mutacion

patogénica \ )

Son necesarias pruebas mas refinadas realizadas en

-> laboratorios de investigacion para solucionar los
(pocos) casos dificultosos que quedan
\1' *Numerosos polimorfismos:
—— [ Base de datos ] comprobar la segregacion
alélica mediante el estudio

paterno; analizar rapidamente
NPC2 en nifios de 8-10 meses
** Patron también observado en
individuos heterocigotos

Extraido y modificado de Patterson y col. 2012 [129].




Introduccion

2.7 Correlacion genotipo-fenotipo

La enfermedad de NPC es una enfermedad autosdmica recesiva que puede estar causada
por mutaciones en dos genes distintos. El 95% de los pacientes presenta mutaciones en
el gen NPCI. Hasta la fecha se han descrito cerca de 350 mutaciones en este gen.
Existen 3 dominios que son funcionalmente criticos: el SSD, el bucle luminal rico en
cisteinas y el dominio luminal NPC1. Las mutaciones de cambio de sentido en el SSD
que se presentan en homocigosis son muy deletéreas produciendo una falta de la
proteina madura NPC1 y un fenotipo bioquimico y clinico severo. El bucle luminal rico
en cisteinas contiene aproximadamente el 50% de las mutaciones de cambio de sentido
asociadas a un fenotipo variable clinico y bioquimico. En este dominio se encuentran
las 3 mutaciones mas frecuentes en los pacientes NPC. La mutacion c.3182T>C
(p.-1le1061Thr) es la mas prevalente (20-25% de los alelos) en determinados paises
como Francia y Reino Unido [237] pero menos frecuente en Portugal, Espana e Italia
[238-241]. Esta mutacion en estado de homocigosis esta asociada a un fenotipo
bioquimico cléasico y a la forma clinica juvenil [237], aunque se ha descrito un paciente
homocigoto con presentacion clinica infantil severa [241]. La mutacion ¢.3019C>G
(p.Pro1007Ala) es la segunda més frecuente en Europa [242-243], corresponde a un
fenotipo bioquimico variante y en homocigosis estd asociada a la forma adulta de la
enfermedad. La mutacion ¢.2974G>T (p.Gly992Trp), tipica de los pacientes de Nueva
Escocia (tipo D de la enfermedad), estd asociada con una forma de presentacion juvenil

y una lenta progresion neurologica de la enfermedad [244].

Un 5% de mutaciones se encuentra en el gen NPC2, han sido descritas alrededor de 20
mutaciones en este gen y se han identificado unas 30 familias afectadas. Las mutaciones
que fragmentan la proteina estan asociadas con los fenotipos neuroldgicos mas severos.
Las mutaciones de cambio de sentido corresponden a formas clinicas mas diversas que
incluyen la juvenil y adulta, siendo la mutacion ¢.58G>T (p.Glu20*) relativamente

frecuente [245-247].
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2.8 Tratamiento

2.8.1 Terapia paliativa de los sintomas clinicos

No existe ningun tratamiento curativo de la enfermedad, por lo que el tratamiento
sintomatico en estos pacientes es primordial para lograr una mejora de la calidad de
vida. El manejo de los sintomas neuroldgicos (epilepsia, cataplejia, distonia),
desérdenes psiquiatricos y otras manifestaciones sistémicas como problemas
gastrointestinales o pulmonares representa la primera linea de actuacion en los pacientes

NPC con el objetivo de estabilizar o ralentizar la progresion de la enfermedad [129].

2.8.2 Terapia basada en el metabolismo lipidico, antioxidantes, terapia epigenética y

transplante

Se han estudiado diversas Figura 17. Principales terapias en la enfermedadde

terapias especificas basadas Niemann-Pick tipo C.

en la fisiopatologia de la

enfermedad [248] (Fig. 17).
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antioxidantes (vitamina E, |/[248/.

N-acetilcisteina, CoQ) como agentes para reducir el estrés oxidativo celular en los
pacientes NPC han demostrado, sin embargo, beneficios terapéuticos aunque limitados

[250-252].

Los inhibidores de histona deacetilasa (HDAC, enzima involucrada en la modificacion

de las histonas) han demostrado efectos prometedores en la enfermedad de NPC. En
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modelos celulares se ha demostrado una mejoria en la expresion proteica de NPCI,
disminuye la acumulacion lisosomal de colesterol y esfingolipidos y mejora la
esterificacion defectuosa del colesterol [253-254]. Por otro lado, se ha descrito que la
triple terapia con vorinostat (un HDAC), 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (HPBCD) y
polietilenglicol, reduce los sintomas neurodegenerativos y sistémicos en el raton NPC
[255]. Esta triple terapia reforzaria la capacidad de vorinostat de atravesar la BHE y
preservaria las neuritas y células de Purkinje, retrasando los sintomas de

neurodegeneracion y prolongando la vida del ratén.

El transplante de células hematopoyéticas y el transplante de higado no han demostrado
ser efectivos en pacientes con mutaciones NPCI pero si que tendria algiin beneficio
clinico en pacientes con mutaciones NPC2 debido a que la proteina NPC2 es una

proteina soluble que se secreta y se recapta por la via de manosa-6-fosfato [256].

Actualmente, la terapia con miglustat y/o ciclodextrinas es el tratamiento de eleccion en

la enfermedad de NPC, tal y como se detalla en los siguientes apartados.

2.8.3 Terapia de reduccion de sustrato

La estrategia de reduccion de colesterol como las estatinas, ezetimibe o dieta baja en
colesterol solo seria util para reducir los niveles plasmaticos y hepaticos de colesterol
[257-258]. Una estrategia alternativa de reduccion de sustrato seria la inhibicion de
LAL que produciria una inhibicién de la hidrélisis de ésteres de colesterol. Este
mecanismo ha demostrado disminuir significativamente la acumulacion de colesterol en
las células NPC [259], sin embargo, no afectaria a la liberacion de colesterol libre
mediada por ApoE en el sistema nervioso central ni corregiria la esteroidogénesis

deficiente que estd presente en esta enfermedad [260].

Miglustat (N-butil-deoxinojirimicina; Zavesca®) es el unico tratamiento aprobado para
el tratamiento de las manifestaciones neurologicas de los pacientes NPC desde el afio
2009 en diferentes paises. Este farmaco fue inicialmente aprobado como terapia para la
enfermedad de Gaucher, que es una enfermedad lisosomal en la que existe un acimulo
de glucosilceramida debido a una deficiencia de la B-glucocerebrosidasa, enzima que

cataliza la conversion de glucosilceramida a ceramida y glucosa.
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Miglustat es un
Figura 18. Mecanismo de accion de miglustat
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ceramida comparte similitud estructural con el colesterol y se ha descrito que puede
desplazar el colesterol en los dominios lipidicos en modelos de membrana, facilitando el
eflujo de esteroles desde los Ls [262]. Diversos estudios han mostrado que miglustat
reduce la acumulacion de glicoesfingolipidos, mejora la captacion endosomal y
normaliza el trafico lipidico en linfocitos B en sangre periférica de pacientes NPC [261].
Ademas, miglustat actuaria como protector contra el estrés oxidativo en estos pacientes
[263] y conferiria efectos beneficiosos en la degeneracion axonal disminuyendo los
niveles de la proteina T-tau en LCR y de la proteina amiloide B que se encuentran
aumentadas en la enfermedad de NPC y que estarian relacionadas con la
neurodegeneracion presente en estos pacientes [264-265]. No obstante, los resultados
obtenidos en los distintos ensayos clinicos han demostrado una eficacia moderada en el
retraso de la progresion de la enfermedad. Los efectos beneficiosos se observan
principalmente durante los 6 meses y 1 afio de tratamiento o en tiempos superiores en
aquellos casos con formas de progresion lentas (pacientes adultos). La respuesta al
tratamiento es superior en pacientes con formas juveniles y adultas que en pacientes con
formas perinatales e infantiles, debido probablemente a la mayor severidad de los
sintomas y a la rapida progresion de la enfermedad [266]. Sin embargo, miglustat no
moviliza la acumulacion de colesterol intracelular presente en la enfermedad de NPC, lo
que explicaria la respuesta moderada en la mejora de los sintomas clinicos de estos
pacientes tras la administracion de este farmaco [267]. Debido a estas limitaciones,

surge la necesidad de encontrar nuevos tratamientos que sean mas eficaces.
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2.8.4 Terapia basada en el metabolismo de esteroles

Las ciclodextrinas, oligosacaridos ciclicos caracterizados por un nucleo interior
hidrofobico y una superficie externa hidrofilica, tienen especial interés en la enfermedad
de NPC, ya que son capaces de formar complejos con el colesterol [268]. Diversos
estudios en lineas celulares y modelos animales con cilcodextrinas, concretamente la 2-
hidroxipropil-f-ciclodextrina (HPBCD) y 2-hidroxipropil-y-ciclodextrina (HPyCD), han
demostrado su capacidad para mobilizar el colesterol intracelular, disminuir la
acumulacion de los ganglidsidos GM2 y GM3, aumentar la supervivencia de las células
de Purkinje, disminuir los sintomas clinicos de la enfermedad y prolongar la
supervivencia del raton NPC [160, 269-277]. No se conoce muy bien su mecanismo de
accion. Parece ser que el primer mecanismo para que la ciclodextrina mobilice los
depositos de colesterol desde el ET/L seria una fase de endocitosis o endocitosis
mediada por clatrina. En varios estudios se ha observado que el colesterol liberado de
los ETs/Ls por accion de la ciclodextrina alcanza el compartimento citosdlico y es
accesible al RE. Una muestra de ello es la produccion de ésteres de colesterol en el RE
por mediaciéon de la enzima acil-CoA-colesterol-O-aciltransferasa (ACAT) que se
encuentra estimulada en varios tejidos y células de raton NPC tras la administracion de
ciclodextrina. En neuronas cerebelosas, astrocitos y microglia de raton NPC también se
ha observado movilizaciéon del colesterol hacia el RE a bajas concentraciones de
ciclodextrina. Otro indicador de que el colesterol esta disponible en el RE es la
expresion disminuida de SREBP2, un factor de transcripcion que regula la sintesis de
colesterol y su captaciéon. Ademas, también se ha observado disminucion de la
expresion del mRNA codificante del receptor LDL y de la HMG-CoA reductasa, por lo
que se reduce la sintesis de colesterol en cerebro y tejidos periféricos [278]. Un aspecto
destacable en el mecanismo de accidon de la ciclodextrina es la salida del colesterol,
desde el interior de los ETs/Ls a la membrana exterior, de manera independiente de las
proteinas NPCI/NPC2. Ademads, también se ha observado que la ciclodextrina
disminuye el exceso de los otros lipidos incluyendo glicoesfingolipidos y bases
esfingoides libres en los ETs/Ls [161, 271, 279] y modelaria la alteracion de la
autofagia presente en la enfermedad [184] (Fig. 19).

En el afio 2013 se ensayo la administracion de HPBCD en 2 pacientes NPC y se observo
una mejora de la hepatoesplenomegalia y de la disfuncion del sistema nervioso aunque

la mejoria de los sintomas neuroldgicos era parcial ya que sélo se manifesté durante los
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6 primeros meses de tratamiento [280]. Esta evidencia hizo que se desarrollara el primer

ensayo clinico con HPBCD en pacientes NPC [267, 281].

Figura 19. Efecto de la ciclodextrina en los defectos funcionales celulares de la enfermedad de
Niemann-Pick tipo C.

El panel izquierdo muestra la distribucion de colesterol y el flujo autofagico en condiciones normales. El panel central muestra
los efectos debidos a la pérdida de la funcion de las proteinas NPC1 en el metabolismo del colesterol y el flujo de autofagia.
Las mutaciones en el gen NPC! en ambos alelos lleva a la acumulacion de colesterol en los ET/Ls mediante la inhibicion de su
salida, y a un bloqueo en el flujo autofagico causando la acumulacion de autofagosomas y un aumento del sustrato de autofagia
debido a la alteracion de la formacion de amfisomas. La correccion de los fenotipos relacionados con la enfermedad se puede
conseguir mediante ciclodextrina que promueve la salida del colesterol (panel derecho). Figura extraida de Maetzel y col.
2014 [184].
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Hipotesis de trabajo y objetivos

HIPOTESIS DE TRABAJO

En el marco de un proyecto, coordinado con otros grupos, identificamos los 13 primeros
pacientes espafloles con deficiencia cerebral de creatina. Sin embargo, las opciones
terapéuticas eran todavia muy limitadas, en particular para las deficiencias del
transportador de creatina, que es la mas frecuente dentro de este grupo de enfermedades.
Dado que el grupo del Dr. Balestrino de la Universidad de Génova habia sintetizado
unos productos hidrofilicos derivados de creatina (Cr), que parecian ser prometedores
en ensayos en cerebro de raton, establecimos una colaboracién con su grupo, para el
posterior estudio de dichos productos. Nuestra hipdtesis fué que los ensayos
farmacolodgicos en células iPS procedentes de pacientes, y en células endoteliales
humanas (HUVEC) asi como en células endoteliales microvasculares cerebrales
humanas (HBMEC) nos proporcionaria una informacion util para el desarrollo de
opciones terapéuticas, antes de proceder a ensayos preclinicos y a su utilizacion como

compuestos terapéuticos.

Paralelamente, nos planteamos el desarrollo de biomarcadores tanto para la deficiencia
cerebral de creatina como para la enfermedad de Niemann Pick tipo C. Ambas entidades
presentaban ciertas dificultades diagnodsticas o bien era necesario realizar pruebas

invasivas.

Asi pues, en esta tesis se va a estudiar el desarrollo de herramientas terapéuticas y
diagnosticas aplicadas concretamente a las dos enfermedades metabdlicas hereditarias

arriba mencionadas.

OBJETIVOS:

1. Estudiar la efectividad de los derivados y precursores de Cr en la deficiencia cerebral
de CRTR en cultivos de lineas celulares humanas:

- Fibroblastos de pacientes con deficiencia de CRTR.

- Células iPS generadas a partir de fibroblastos de pacientes con deficiencia de CRTR.

- Células endoteliales HUVEC y HBMEC, silenciando previamente el gen SLC6AS,
como modelos de endotelio vascular y de barrera hematoencefalica (BHE)

respectivamente.
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2. Estudiar el papel como biomarcador del sistema creatina quinasa (CK)/ATP en las
deficiencias cerebrales de Cr, y el de la Cr en pacientes con enfermedades

mitocondriales.

3. Desarrollar y validar nuevas técnicas bioquimicas rapidas, fiables y robustas para la

deteccion de oxiesteroles en la enfermedad de NPC.
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METODOS

A continuacidn se recogen todos los métodos utilizados y se mencionan los articulos de
esta tesis en los cuales esta descrita cada metodologia.

e Cromatografia liquida de alta presion-ionizacion de electrospray- acoplada a
espectrometria de masas (HPLC-ESI-MS/MS): Articulos 1- 4

¢ Cromatografia liquida de ultra-alta presion (UHPLC): Articulo 1

e Cultivo celular de fibroblastos, células HUVEC y HBMEC: Articulos 1, 2

¢ Ensayos de captacion celular de tratamientos en cultivos celulares: Articulo 1
¢ Ensayos de viabilidad celular: Articulo 1

e Silenciamiento de genes con siRNA: Articulo 1

e Extraccion de RNA: Articulo 1

e Sintesis de cDNA: Articulo 1

¢ PCR a tiempo real: Articulo 1

e ELISA: Articulo 1

e Microscopia de fluorescencia: Articulo 1
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INFORME SOBRE LA CONTRIBUCION DE LA DOCTORANDA A LAS
PUBLICACIONES DE ESTA TESIS DOCTORAL

ARTICULO 1:

Titulo: Creatine derivatives in the treatment of creatine transporter deficiency.

Autores: Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Ribes A.

Revista: Articulo en preparacion.

Aportacion de la doctoranda: En este articulo la doctoranda ha participado en el
disefio del estudio y ha realizado el trabajo experimental en su totalidad, a excepcion de
las dos siguientes etapas del estudio: Obtencion y suministro de los derivados de Cr, que
fue realizada por el grupo del Dr. Balestrino, Universidad de Génova, Italia. Obtencion
de células iPS, llevada a cabo por el grupo de investigacion del Dr. Izpizua, Centro de
Medicina Regenerativa de Barcelona. La doctoranda realizo todo el analisis estadistico

de los datos y participé de manera directa en la elaboracion del articulo.

ARTICULO 2:

Titulo: Analysis of the Ct/CK/PCr/ATP system in cerebral creatine deficiency
syndromes.

Autores: Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Ribes A.

Revista: Articulo en preparacion.

Aportacion de la doctoranda: En este articulo la doctoranda ha participado en el
disefio del estudio y ha realizado el trabajo experimental en su totalidad, asi como el
analisis estadistico de los datos. También ha participado de manera directa en la

elaboracion del articulo.

ARTICULO 3:

Titulo: Role of creatine as biomarker of mitochondrial diseases.

Autores: Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Briones P, Ribes A.

Revista: Mol Genet Metab. 2013; 108(2):119-24

Factor de impacto (JCR Science Edition): 2.827 (2° cuartil: Genetics and Heredity).
Aportacion de la doctoranda: En este articulo la doctoranda ha participado en el

disefio del estudio y ha realizado el trabajo experimental en su totalidad, asi como el
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andlisis estadistico de los datos. También ha participado de manera directa en la

elaboracion del articulo.

ARTICULO 4:

Titulo: Cholestane-3f3,5a,6B-triol: ~ high levels in Niemann-Pick type C,
cerebrotendinous xanthomatosis, and lysosomal acid lipase deficiency.

Autores: Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Macias-Vidal J, Ros E, de Las Heras
J, Giros M, Coll MJ, Ribes A.

Revista: J Lipid Res. 2015;56(10):1926-35.

Factor de impacto (JCR Science Edition): 4.421 (Ir cuartil: Biochemistry and
Molecular Biology).

Aportacion de la doctoranda: En este articulo la doctoranda ha participado en el
disefio del estudio y ha realizado el trabajo experimental en su totalidad, asi como, el
analisis estadistico de los datos. También ha participado de manera directa en la

elaboracion del articulo.

ANEXO

Titulo: Creatine as biomarker

Autores: Antonia Ribes*, Sonia Pajares*, Angela Arias, Judit Garcia-Villoria.

* Equally work.Publicacion: Preedy, Victor R, Patel, Vinood B. (Eds.). General
Methods in Biomarker Research and their Applications. Biomarkers in Disease:
Methods, Discoveries and Applications, Volume 1, pp 333-361. 2015. Springer
Reference, London.

Aportacion de la doctoranda: En este capitulo de libro la doctoranda ha participado de

manera directa en su elaboracion.
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Barcelona, 2016

Conformidad de los directores y del tutor de tesis:

Dra. Antonia Ribes Rubio Dra. M?José Coll Rosell Dr. Wladimiro Jiménez Povedano
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PRESENTACION DE LOS RESULTADOS

En base a los objetivos planteados en esta tesis, este trabajo ha dado lugar a tres lineas

de estudios con la generacion final de 4 publicaciones:

1) Se ha estudiado la eficacia de compuestos derivados de creatina (Cr) y de
precursores de la misma en modelos celulares humanos con deficiencia del
transportador de Cr (CRTR). Estos compuestos habian sido probados previamente en
modelos animales y parecia aumentar la concentracion intracelular de Cr de forma
independiente de transportador (Articulo 1).

2) Se ha evaluado por primera vez el sistema Cr/CrP/CK/ATP en su conjunto en las
deficiencias cerebrales de Cr con el objetivo de conocer su posible utilidad como
biomarcadores en estas enfermedades (Articulo 2).

3) Se ha analizado el papel de la Cr como biomarcador de enfermedades
mitocondriales (Articulo 3).

4) Con respecto a la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) se ha estudiado el
papel de colestano-3f3,50.,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC) como herramienta

para el diagndstico bioquimico de esta enfermedad (Articulo 4).
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1. DEFICIENCIA DEL TRANSPORTADOR DE CREATINA

Articulo 1. Creatine derivatives in the treatment of creatine transporter deficiency.
Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Ribes A.

Articulo en preparacion.

RESUMEN

En la deficiencia del transportador de creatina (CRTR) no existe ninguna terapia que
corrija de manera eficaz la deficiencia cerebral de creatina (Cr) en los pacientes. Al
inicio de esta tesis, un estudio previo reportd que el tratamiento con derivados de Cr
(complejo de creatina fosfato-magnesio: PCr-Mg-CPLX y creatina-benzil-éster:
CrOBzl) en cerebro de raton incrementaba el contenido intracelular de Cr de una forma
independiente del transportador (CRTR), sugiriendo que estos compuestos podrian ser
candidatos para la terapia de la deficiencia de CRTR. En base a estos hallazgos, nos
propusimos evaluar la eficacia de estos productos, asi como de otro derivado de Cr
formulado en base a nanoparticulas de oro (Au-HC-NPs), en modelos de células
humanas. Concretamente utilizamos fibroblastos y células iPS (derivadas de estos
fibroblastos) procedentes de 3 pacientes con deficiencia de CRTR, y también células
endoteliales humanas de vena umbilical (HUVEC) vy células endoteliales
microvasculares cerebrales humanas (HBMEC).

En el trabajo que se recoge en esta publicacion se consiguid establecer previamente un
modelo in vitro de endotelio vascular y de barrera hematoencefalica (BHE) en la
deficiencia de CRTR silenciando el gen correspondiente, SLC6A48, con siRNA en las
células HUVEC y HBMEC.

La sobrecarga de cada uno de los 3 tratamientos mostr6 un leve incremento en la
concentracion intracelular de Cr en todas las lineas celulares ensayadas. Sin embargo,
este incremento no fue superior al observado tras la administracion de Cr monohidrato.
El andlisis de los compuestos PCr-Mg-CPLX y CrOBzl mostré que en solucién acuosa
dichos compuestos se hidrolizan en gran porcentaje dando lugar a Cr y creatinina (Crn).
Después de analizar varias posibilidades, creemos que ésta podria ser la causa de la
negatividad de los resultados.

En cuanto a las nanoparticulas de oro desconocemos si pudo haber un proceso de

agregacion influenciado por el pH o las sales del medio, o si la entrada a la célula fue
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parcial. No hemos podido dar respuesta a estas cuestiones ya que no disponiamos de
ningin sistema de marcaje de este compuesto ni de la técnica de microscopia
electronica de transmision para comprobar su entrada al interior de la célula. Las
nanoparticulas fueron disefiadas y obtenidas por el grupo del Dr. Balestrino. Se
siguieron estrictamente las recomendaciones para su disoluciéon proporcionadas por
dicho grupo.

También se realizaron ensayos con los precursores de Cr, arginina y glicina, en estos
mismos modelos celulares con el fin de conocer si se conseguia estimular la sintesis de
Cr endogena, ya que ambos precursores pueden atravesar la membrana plasmatica. Una
vez en el interior de la célula estos compuestos podrian ser capaces de sintetizar Cr. Sin
embargo, no se observo elevacion de Cr tras su administracion.

Con este estudio hemos llegado a la conclusiéon de que el tratamiento con PCr-Mg-
CPLX, CrOBzl y Au-HC-NPs, asi como con los precursores de Cr, no son buenos
candidatos para la terapia de la deficiencia de CRTR. Estos resultados han
proporcionado conocimientos acerca de la estabilidad y permeabilidad de estos
compuestos; de modo que se ha evidenciado que es necesario mejorar y modificar el
disefio de los mismos con el fin de obtener compuestos mas estables y lipofilos capaces
de atravesar la BHE.

Una aportacion interesante y novedosa en esta linea de estudio ha sido el desarrollo y
obtencion de modelos in vitro de endotelio vascular y BHE con células humanas, que
podrian ser utiles para el estudio de permeabilidad de compuestos, principalmente en
enfermedades neuroldgicas. La utilizacion y validacion de células iPS también ha sido
un aspecto relevante para nuestro grupo y un avance en el campo de la investigacion.
Las caracteristicas de crecimiento y reprogramacion celulares de las células iPS las han
convertido en una herramienta muy util tanto en el estudio de enfermedades como en el

cribado de compuestos potencialmente terapéuticos.
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Abbreviations

AGAT: L-Arginine:glycine amidinotransferase; Au-HC-NPs: gold Cr nanoparticles;
BBB: blood brain barrier; CCDS: cerebral creatine deficiency syndromes; Cr: creatine;
CrOBzl: creatine benzyl ester; CRTR: creatine transporter; FBS: fetal bovine serum;
GAMT: guanidinoacetate N-methyltransferase; HBMEC: human brain microvascular
endothelial cells; HUVEC: human umbilical vein endothelial cells; iPS cells: induced
pluripotent stem cells; MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide; PCr-Mg-CPLX: phosphocreatine-Mg-complex acetate; SIR: single ion

recording.

Abstract

Some derivatives of creatine (Cr) have been developed in the last years:
phosphocreatine-Mg-complex acetate (PCr-Mg-CPLX), Cr benzyl ester (CrOBzl) and
gold Cr nanoparticles (Au-HC-NPs). PCr-Mg-CPLX and CrOBzl treatment have
shown to improve intracellular Cr concentrations crossing cellular membranes in a Cr
transporter (CRTR)-independent way in mouse brain slices. Therefore, it has been

suggested that these compounds would be useful as treatment in the CRTR deficiency in
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which no therapy is available. Based on these findings, we studied the cellular uptake of
such derivatives in fibroblasts derived from patients with CRTR deficiency, induced
pluripotent stem (iPS) cells generated from these fibroblasts, as well as, in HUVEC and
HBMEC cell lines. Previously, we silenced the CRTR in HUVEC and HBMEC by
siRNA in order to obtain a model of vascular endothelium and blood brain barrier with
CRTR deficiency. Cellular uptake of PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs showed
a mild increase of the intracellular Cr content in all cell lines, but they did not show
differences with respect to Cr monohydrate treatment. Moreover, the treatment with
precursors of Cr did not show changes in the intracellular Cr synthesis. Consequently,
any of the derivatives and precursors of Cr tested would seem to be ineffective to treat

CRTR deficiency.

Introduction

Creatine transporter (CRTR, MIM#300036) is a transmembrane protein encoded by
SLC6AS that mediates the cellular uptake of creatine (Cr), a relevant molecule in the
cellular energy homeostasis [1-3]. CRTR deficiency (MIM#300352) is an X-linked
disease and belongs to the cerebral Cr deficiency syndromes (CCDS). These syndromes
are characterized by severe brain malfunction [4-8], but contrary to the other CCDS, L-
arginine:glycine  amidinotransferase and guanidinoacetate = N-methyltransferase
deficiencies, Cr supplementation in patients with CRTR deficiency results ineffective
[9-14]. This fact is, partly, due to the high polarity of Cr that difficults its crossing
through the blood brain barrier (BBB). Consequently, a specific Cr transporter is
required [15-16]. For that reason, investigations to find a therapy for CRTR deficiency
are focused on the development of lipophylic molecules able to cross the BBB in a
CRTR-independent way.

In the last years, some derivatives of Cr such as phosphocreatine-Mg-complex acetate
(PCr-Mg-CPLX), Cr benzyl ester (CrOBzl) [17], and gold Cr nanoparticles [18] have
been tested. Lunardi et al [17] reported an increase of intracellular Cr content in mouse
brain slices after treatment with PCr-Mg-CPLX and CrOBzlI.

Other authors demonstrated endogenous synthesis of Cr in lymphoblasts of patients

with CRTR deficiency after treatment with its amino acid precursors, L-arginine and
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glycine [19]. Based on these findings, we aimed to study the uptake of the above
mentioned Cr derivatives, as well as, the amino acid precursors of Cr in human cell
lines. We used fibroblasts from patients with CRTR deficiency and induced pluripotent
stem (iPS) cells generated from these fibroblasts. Furthermore, HUVEC and HBMEC
cell lines after silencing CRTR were used as a model of physiological barriers, since
they are suitable for the study of the vascular endothelium and the BBB respectively
[20-22].

Materials and Methods

Subjects

Fibroblasts were obtained from 3 patients with CRTR deficiency genetically confirmed
[23-25]. Biochemical, molecular and clinical data are summarized in Table 1. Two
fibroblast cell lines from our repository bank were used as control fibroblasts. Skin
biopsies were obtained in accordance with the Helsinki Declaration of 1964, as revised

in 2000. Informed consent was obtained from the patients’ parents.

Cell culture

Fibroblasts were maintained in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS), 100 IU/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin at 37°C, 5% CO: and 95% humidity.

1PS cells were generated from control fibroblasts and from fibroblasts of patient 1 (P1)
and patient 3 (P3) (Table 1) by Dr. Izpizua group (Barcelona, Spain) in the Center of

Regenerative Medicine.

Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC; Invitrogen Corp, Carlsbag, CA) and
Human brain microvascular endothelial cells (HBMEC; Applied Cell Biology Research
Institute, Kirkland, WA) were cultured on gelatine-coated flasks at 37°C, 5% CO> and
95% humidity in Medium 199 supplemented with 20% FBS, 50 pg/mL endothelial cell
growth supplement, 100 pg/mL heparin, 100 UI/mL penicillin and 100 pg/mL

streptomycin.
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SLC6A8 siRNA transfection in HUVEC and HBMEC

Three different siRNAs were used based on the SLC648 mRNA sequence
(NM _005629.3). siRNA;| 5’-GCCGAGAACGGCATCTATAGCGTGT-3" in exon 1;
siRNA2 5’-GCCTCCTACTACTTCCGTTTCCAAA-3> in exon 9 and siRNAj
5’CCGCTGGTCTGCATGGGCATCTTCA-3> in exon 11-12 (Invitrogen Corp.,
Carlsbad, CA, USA). Stealth RNAi TM siRNA Duplex Oligoribonucleotide (Invitrogen
Corp., Carlsbad, CA, USA) was a scrambled siRNA sequence (scCRNA) used as siRNA
negative control.

Block-ItTM Fluorescent Oligo (50 nmol/L) was used to assess the transfection
efficiency, according to the manufacturer’s instructions (Invitrogen Corp., Carlsbad,
CA, USA). Visualization of the transfected HUVEC and HBMEC was performed by
fluorescence microscopy.

A previous screening assay with the 3 siRNAs and their combinations was carried out in
HUVEC, with the purpose of identifying the efficacy of each one. Cells were cultured
on gelatine-coated 24-well plates to reach 90% confluence. siRNAs (1 nmol/L) were
introduced using Lipofectamine RNAiIMAX, according to the manufacturer's
instructions (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA). After 6 h of transfection, free-
serum culture medium was replaced by M-199/20% FBS. After 48h, cells were
trypsinized and stored at -80°C until analysis. Cells treated only with Lipofectamine
RNAIMAX were used as mock cells. Experiments were performed in triplicate.

The most effective siRNA combination was used in the subsequent experiments, in
which we aimed to know the optimal timing of mRNA and protein inhibition. HUVEC
and HBMEC were cultured on gelatine-coated 6-well plates, and were transfected every
3 days for a total of 12 days, as was described above. After 48h of each transfection,
cells were trypsinized and stored at -80°C until their analysis by RT-PCR and ELISA.

Experiments were performed in duplicate in two independent experiments.

mRNA isolation, cDNA synthesis and RT-PCR

Total RNA from HUVEC and HBMEC pellets were extracted using the QIAshredder
Kit and RNeasy mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany). cDNA was synthesized from total

RNA with random primers using M-MLV reverse transcriptase RNAasa H Minus
(Promega, Madison, WI). 1 pL of cDNA (200ng/mL) was amplified by RT-PCR with
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1X TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
and 20X TagMan® Gene Expression Assay Mix. The reaction was performed in the RT-
PCR StepOnePlus™Real Time PCR System (Applied Biosystems) with the following
cycling conditions: 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15 s, and 60°C
for 1 min. Quantification was performed in triplicate, and normalized with GAPDH as
endogenous control (Human GAPD (GAPDH) Endogenous Control) (Applied
Biosystems, Foster City, USA).

Measurement of CRTR by ELISA

HUVEC and HBMEC pellets were resuspended in 80 pL of lysis buffer (1% Triton X-
100, 50 mmol/L Tris—HCI (pH 8), 150 mmol/L NaCl, 0.1% sodium dodecyl sulphate
(SDS), 1 mmol/L PMSF, 2 pg/mL aprotinin, 8 pug/mL leupeptin and 5 mmol/L EDTA).
Then, cells were sonicated and centrifuged during 10 min at 14,000 g at 4°C. The
supernatant was used to measure CRTR and total protein concentration. Measurement
of protein concentration was based on Lowry method using Kit DC Protein Assay (Bio-
Rad laboratories, Hercules, CA, USA), which was carried out per triplicate in 96-well
plates and quantification was performed in the POLARstar Omega plate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany). Total protein for each sample was adjusted to 0.15
ug/ul and CRTR concentration was determined using a specific ELISA kit, according

to the manufacturer's instructions (USCN Life Sciences Inc., Wuhan, China).

Cr uptake assay

HUVEC and HBMEC were cultured on gelatin-coated 6-well plates and transfected as
was previously described. After each time of siRNA transfection (every 3 days for a
total of 12 days), cells were incubated with Cr monohydrate (Sigma Aldrich, Saint
Louis, USA) at different concentrations (0, 25 and 500 umol/L) [4] at 37°C under 5%
COas. After 24 h, cells were trypsinized, washed with saline solution and pellets were
stored at -80°C until analysis. The assay was performed in duplicate in two independent

experiments.
Cr transport kinetics analysis

HUVEC and HBMEC were cultured on gelatin-coated dishes. Cells were incubated
with Cr-d; monohydrate supplemented medium (CDN Isotopes, Quebec, Canada) at
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different concentrations (15, 30 200, 500 and 1000 pmol/L. in HUVEC, and 5, 10, 15,
25, 50, 100, 250 and 500 pmol/L in HBMEC) for 30 min. Then, dishes were washed
with ice-cold phosphate-buffered saline (PBS) to stop the transport reaction, followed
by trypsinization. Cells were washed twice with saline solution and pellets were stored

at -80°C until analysis.
PCr-Mg-CPLX, CrOBzl, Au-HC-NPs and precursors of Cr

PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs were provided by Dr. M. Balestrino from
Department of Neuroscience, Ophthalmology and Genetics, University of Genova,
Italy. Each compound was dissolved in DMEM or M-199 at 25 and 500 umol/L
concentration. Stable-isotope-labelled substrates (L-Arg:HCl (Guanido-15N>) and
([U'3-C2,'°N] Glycine)) (Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Andover, USA) were
prepared together at 10 mmol/L in DMEM or M-199.

Cellular uptake studies of PCr-Mg-CPLX, CrOBzl, Au-HC-NPs and precursors of Cr

Uptake studies were performed in 6-well plates in CRTR deficient patients’ and control
fibroblasts; in iPS cells generated from patient 1 (P1) and patient 3 (P3) and control iPS
cells; and in HUVEC and HBMEC (both previously transfected with siRNA and
scRNA). Cells were incubated with PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs solutions
(25 and 500 pmol/L), and the Cr amino acid precursors (10 mmol/L). Cr monohydrate
(25 and 500 umol/L) was used as control treatment uptake. After 24 h, cells were
trypsinized, washed twice with saline solution and pellets were stored at - 80°C until

analysis. The assay was performed in duplicate in two independent experiments.
Quantitative measurement of the intracellular Cr content by HPLC-ESI-MS/MS

Fibroblasts, iPS cells, HUVEC and HBMEC pellets were resuspended in 80 pL of
saline solution, sonicated and centrifuged at 8,800 g at 4°C for 5 min. 50 uL of the
supernatant was used to measure the intracellular Cr content by HPLC-ESI-MS/MS
(Waters-Micromass Manchester, UK, model Quatro microTM API) as was previously
described [26]. An aliquot of the supernatant was taken for protein measurement.

Results were expressed as pmol Cr/ pg protein.
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Quantitative measurement of intracellular L-arginine and glycine content by UHPLC-

uv

The measurement of intracellular L-arginine and glycine was performed using
MassTrak AAA Derivatization Kit (Waters Corporation, USA) and analyzed by
UHPLC system (Shymadzu, USA). Results were expressed as pmol arginine or glycine/

g protein.
MTT Cell Viability Assay

Cell viability assay was performed after transfection experiments, and after each
treatment in 96-well microplates. After incubation of each experiment, medium was
removed and cells were washed with PBS. Then, cells were incubated with 100 uL of 3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) solution (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, USA) in PBS (0.5 mg/mL) for 3 h. The MTT-purple formazan
products were dissolved in dimethyl sulfoxide and optical densities of the solutions
were measured by absorbance at 570 nm in the POLARstar Omega plate reader (BMG
Labtech, Ortenberg, Germany). Cells treated with SDS 0.02% were considered as
positive control. Cell viability was expressed as percentage of the treated cells respect to

the untreated cells. Experiments were performed in triplicate.

Data analysis

Data analysis and graphs were generated using Microsoft Excel and Graphpad Prism

6.0.

Results and discussion

Cr plays an essential role in cellular energy homeostasis in most tissues particularly in
brain. Cr is taken up by cells by means of a specific transporter, CRTR [1-3]. Therefore,
patients with mutations in CRTR have low cellular Cr content due to the impairment of
its transport [4-8]. Brain Cr deficiency results in a severe brain malfunction [4-8], and
treatment with exogenous Cr results ineffective [9-14]. Cr is a highly polar molecule
that is not able to cross the BBB [16] in the absence of the transporter [15].

Accordingly, the synthesis of more lypophilic compounds able to cross the BBB in a
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transporter-independent way might be of help to treat this disease. In the last years,
several Cr derivatives have been reported to be good candidates for this purpose [17].
Studies in mouse brain slices indicated that PCr-Mg-CPLX and CrOBzl might be
incorporated into the cell in a CRTR independent way, as the intracellular Cr content
increased after treatment with these compounds [17]. Based on these data, we aimed to
assay the cellular uptake of these compounds in human cell lines. For this approach, we
used fibroblasts from three patients with CRTR deficiency, and iPS cells generated from
two of these patients’ fibroblasts. Validation of both, fibroblasts and iPS cells were
performed according to established methods of Cr uptake (Supplemental Fig. 1). We
also used HUVEC and HBMEC (both with silenced SLC6AS8) as in vitro models of
vascular endothelium and BBB respectively [20-22].

SLC6AS silencing in HUVEC and HBMEC

The preliminary siRNAs screening assay performed in HUVEC showed a reduction of
the SLC648 mRNA levels upper to 90% in all siRNAs’ combinations, compared with
mock cells. On the contrary, transfection with sScRNA did not show any effect (Fig. 1A).

Therefore, we used a pool of the three siRNAs for the subsequent transfection studies.

Transfection was successfully confirmed by fluorescent microscopy in HUVEC and
HBMEC (Fig.1B). Cell viability was higher than 80% in all cases (Fig. 1C and 1D),
compared with mock cells. The inhibition of the SLC648 mRNA expression was more
than 90 % at all transfection times (Fig. 1E and 1F) and the lowest levels of protein
were observed at 9 days, after 3 transfections; HUVEC showed 20% reduction and
HBMEC 40% (Fig. 1G and 1H).

The siRNA silencing efficacy was also confirmed by Cr uptake assay. Cellular uptake
of Cr at 25 and 500 pmol/L was reduced at all times of transfection studied (22-77% of
reduction in HUVEC and 38-77% in HBMEC) (Fig. 11 and 1J).

Therefore, we achieved an in vitro model of human vascular endothelium and BBB for

the CRTR deficiency.
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Cellular uptake of PCr-Mg-CPLX, CrOBzl, Au-HC-NPs in different cell lines

Uptake experiments with different Cr derivatives (PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-
NPs) in CRTR deficient patients’ fibroblasts showed a slight increase of intracellular Cr
content with all treatments, compared with untreated cells (Fig. 2). These findings are
very similar to those previously reported [17]. It is to note that after the addition of PCr-
Mg-CPLX, the highest increase of Cr concentration was in patient 1 (P1) (4-fold and
13-fold after the addition of 25 and 500 umol/L respectively). On the contrary, patient 2
(P2) and patient 3 (P3) did not show any increase (Fig. 2B). Concerning CrOBzI, only
P1 showed 4-fold increase of Cr content at 25 and 500 umol/L (Fig. 2C). Regarding Au-
HC-NPs, a 2-fold increase was observed in all three patients after the addition of 500
umol/L (Fig. 2D). Nevertheless, all the increases observed after these treatments were

lower than those observed with Cr monohydrate treatment (Fig. 2A).

Results in iPS cells were similar to those found in fibroblasts, showing the highest Cr
content in iPS cells of P1 (a 13-fold increase after PCr-Mg-CPLX treatment, and a 3-
fold increase after CrOBzl and Au-HC-NPs, at 500 umol/L concentration of each
compound). In iPS cells of P3, the increase of Cr content was only of 6-fold with PCr-
Mg-CPLX and 2-fold with Au-HC-NPs. However, similarly to fibroblasts, these
increments were not higher than those observed after Cr monohydrate treatment (Fig.

2E-2H).

In silenced HUVEC (Fig. 2I-2L) and HBMEC (Fig. 2M-2P) cell lines, treatment with
each of the three Cr derivatives resulted in a mild intracellular Cr increase, around 1-
fold (at 500 pmol/L) respect to untreated cells, but a similar increase was observed

under Cr monohydrate treatment.

Treatment with PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs did not alter the cellular
viability neither in control fibroblasts (Supplemental Fig. 2A) nor in untransfected

HBMEC (Supplemental Fig. 2B), being upper than 90% in all cases.

Given the previous discouraging uptake results, we analyzed the aqueous solutions of
PCr-Mg-CPLX and CrOBzl by HPLC-ESI-MS/MS. The selective ion recording (SIR)
chromatograms showed higher percentages of Cr and creatinine. Specifically, the

composition of PCr-Mg-CPLX was of 81% of Cr, 17% of creatinine and 1.5% of intact
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PCr-Mg-CPLX (Supplemental Fig. 3A), and that of CrOBzl was 76% of Cr, 24% of
creatinine and 0.4% of intact CrOBzl (Supplemental Fig. 3B). Therefore, our results
could be influenced by the quick hydrolysis of PCr-Mg-CPLX and CrOBzI to Cr and
creatinine in aqueous solution. According to this, Lunardi et al [17] also demonstrated
that CrOBzl was degraded to creatinine and benzyl alcohol.

Concerning Au-HC-NPs, it is unknown if aggregation in the medium occurred since
transmission electron microscopy was not available in our laboratory to visualize this
compound; neither we could observe its delivery, uptake and cellular trafficking as Au-
HC-NPs has not any fluorescent tag. We followed the recommendations provided by

Dr. Balestrinos’ group.

It is worth to mention that treatment with low and high concentrations of Cr
monohydrate in HUVEC and HBMEC did not correlate with a proportional increase of
intracellular Cr and also showed variability in the different Cr uptake assays (Fig. 11 and
1J). Due to these results, we proposed to study the kinetics of the CRTR in these cell
lines. The assay showed saturable kinetics, following the Michaelis-Menten equation
(Supplemental Fig. 4). Using Lineawer-Burk linearization, the estimated K and Vmax
were 44.74 umol/L and 0.025 pmol/ug protein/min respectively in HUVEC
(Supplemental Fig. 4A); and 53.25 pmol/L and 0.0024 pmol/ug protein/min
respectively in HBMEC (Supplemental Fig. 4B). Therefore, CRTR in the vascular
endothelium and BBB could have a controlled regulation and could explain the low
uptake observed at high Cr concentrations (Fig. 11 and 1J; Fig. 2I and 2M). On the
contrary, cultured fibroblasts showed a marked increase of the intracellular Cr after the
addition of high Cr concentrations into the media (Fig. 2A), that might be due to the
passive transport of Cr, as has been previously suggested [4], apart from the saturable
transport of Cr by CRTR that has been also described in fibroblasts with a Ky, around 35
umol/L [27].

Cellular uptake of L-arginine and glycine

Leuzzi et al., [19] described that Cr was synthetised in lymphoblasts from their
precursors: arginine and glycine. Our aim was to corroborate this observation in
controls and CRTR deficient patients’ fibroblasts, iPS cells (generated from these
patients’ fibroblasts), and silenced HUVEC and HBMEC using labelled precursors of
Cr (L-Arg:HCI (Guanido-15N>)) and ([U"*-C2,'°N] Glycine). Results showed absence of
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Cr synthesis in all type of cells. Based on these data, we wanted to confirm if the
entrance of these substrates really took place. The uptake assay of Cr precursors in
control fibroblasts showed an increase of the intracellular content of arginine (2-fold)
(Fig. 3A) and glycine (3-fold) (Fig. 3B), compared with the untreated cells. In
transfected HUVEC (Fig. 3C) and HBMEC (Fig. 3E) a slight or absent increase of the
intracellular content of arginine was observed, while an increase around 1.5-fold was
noticed in the intracellular glycine concentration (Fig. 3D and 3F). These results could
be explained by the different kinetic characteristics of the tissue-depending amino acid
transporters. L-arginine can be transported by systems y*, y'L, b°" and B°" [28]. The
systems y" and y'L have been reported in human fibroblasts with a saturable component
(Kn=0.02-1 mmol/L) and a non-saturable component (at concentrations >1 mmol/L)
[29-31]; maybe the non-saturable would explain the higher entry of L-arginine in these
cells. In endothelial cells the systems y" (Km=100-200 umol/L), y'L (Km=1-40 umol/L)
and b°" (Km=3-4 mmol/L) have been described [32-35], while in BBB, system y" has
been found with a saturable component (Kn=30-100 pmol/L) [35-37]. These findings
could explain the lower entry of arginine shown in HUVEC and HBMEC.

The glycine transport is different in human fibroblasts (by system A, Km= ~Immol/L)
[38] than in BBB (by system ASC) [37], and glycine flux into the brain is highly
regulated as it acts as neurotransmitter. System ASC is expressed in the abluminal
membrane [36] of BBB but not in the luminal side, what allows an efflux of glycine
from brain to the blood. The intake of glycine from blood to the brain would seem to be
due to a passive diffusion [39-40] or could be synthesized from L-serine [41-42]. In
addition, other transports in neurons have been described (GLYT1 and GLYT2) [43].
These features could explain the higher entry of glycine in fibroblasts compared to
HUVEC and HBMEC cell lines.

Another aspect to take into account is the presence of the enzymes involved in the Cr
synthesis (AGAT and GAMT). AGAT enzyme is predominantly expressed in liver,
kidney and pancreas, while GAMT has been found in skeletal muscle, liver, heart and
kidney [44]. Low amounts of both enzymes have been also described in brain [45],
although they are rarely co-expressed within the same cell [46]. In fibroblasts, GAMT
expression is low (Fons et al 2008), and maybe it is also low in endothelial cells, what
would be in agreement with the absence of Cr synthesis found in our work. Such results

would be in accordance with other reports in which no changes in cerebral Cr peak were

Pégina9 3



Pégina94

Resultados

observed in patients with CRTR deficiency who received Cr precursors [24, 47-48].
Oppositely, other authors have reported an increase of brain Cr after their administration
in some patients [49-52]. These contradictory data would question the effectiveness of

this treatment and further studies would be necessary.

Conclusions

Treatment with PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs, or the precursors of Cr in
fibroblasts and iPS cells of CRTR deficient patients, as well as, in silenced SLC6A48
HUVEC and HBMEC cells did not show any improvement in the intracellular Cr
content, compared with Cr monohydrate treatment. Therefore, these compounds seem to
be ineffective to treat CRTR deficiency and further studies would be necessary to find

more lypophilic and particularly stable molecules.
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Table 1. Biochemical, molecular and clinical data of 3 patients with CRTR deficiency.

Cr: creatine; Crn: creatinine.

Age at 'H-
Patient diagnosis Cr/ Cr uptake Mutation MRS Clinical signs
Crn (pmol/ug prot)
(years) Cr peak
25 500 Nucleotide Effect on
umol/L  umol/L  change protein

P1® 8 2.4 0.14 2.3 ¢.1396G>A p.Gly466Arg Absent Behavioral disorders,
dystonia, language
absence, epilepsy,
mental delay.

P23l 11 3.2 0.6 4.8 c.462G>A p.Trpl54X  Absent Mental delay, autism,
language delay,
epilepsy.

p3i3-24 9 3.7 2.4 5 ¢.1631C>T p.Pro544Leu Low Language disorder,
hypotonia.

Control 7-12 0.12-1.4 15-50  20-61
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Fig. 1. SLC6AS silencing by siRNA in HUVEC and HBMEC cell lines.

(1A) Screening of siRNAs in HUVEC. (1B) Transfection efficiency measured by
fluorescent microscopy using Block-ItTM Fluorescent Oligo. (1C and 1D) Cell
viability measured by MTT assay. (1E and 1F) SLC648 mRNA levels measured by
RT-PCR. (1G and 1H) CRTR protein measured by ELISA. (1I and 1J) Cellular Cr
uptake measured by HPLC-ESI-MS/MS.

Cr: creatine; Mock: cells only transfected with the transfection agent (Lipofectamine
RNAIMAX); scRNA: scrambled siRNA; SDS: sodium dodecyl sulphate; T: n
transfections; UT: untreated. Experiments were performed in two independent

experiments in duplicate. Data shown represent the mean + SD.
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Fig. 2. Cellular uptake of PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs.

(2A-2D) Cellular uptake in fibroblasts derived from 3 CRTR deficient patients and
control fibroblasts. (2E-2H) Cellular uptake in iPS cells obtained from CRTR deficient
patients’ fibroblasts and control iPS cells. (2I-2L) Cellular uptake in transfected
HUVEC with siRNA and scRNA. (2M-2P) Cellular uptake in transfected HBMEC with
siRNA and scRNA.

Cr monohydrate was used as control uptake. Cells were incubated with the
corresponding treatments for 24 h at 37°C under 5% CO;. Intracellular Cr levels were
determined by HPLC-ESI-MS/MS. Au-HC-NPs: gold Cr nanoparticles; CF: control
fibroblasts; ¢iPS: control iPS; Cr: creatine; Crn: creatinine; CrOBzl: Cr benzyl ester; P:
patient; PCr-Mg-CPLX: phosphocreatine-Mg-complex acetate; scRNA: scrambled
siRNA; UT: untreated. Experiments were performed in duplicate. Data shown represent

the mean+SD.
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Fig. 3. Arginine and glycine uptake in fibroblasts, HUVEC and HBMEC cell lines.

(3A and 3B) Intracellular arginine and glycine content in control fibroblasts.
(3C and 3D) Intracellular arginine and glycine content in HUVEC.
(3E and 3F) Intracellular arginine and glycine content in HBMEC.
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Cell lines were incubated with L-Arg:HCl(Guanido-15N2) and [U'3-C»,"’N]Glycine at
concentration of 10 mmol/L for 24 h at 37°C under 5 % COz. Arginine and glycine
levels were determined by UHPLC-UV. scRNA: scrambled siRNA; UT: untreated.
Experiments were performed in two independent experiments in duplicate. Data shown

represent the mean+SD.
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Supplemental Fig. 1. Validation of both fibroblasts and iPS cells lines according to the

established methods of Cr uptake.
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ciPS: control iPS; P: patient; UT: untreated. Experiments were performed in duplicate.

Data shown represent the mean+SD.
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Supplemental Fig. 2. Cell viability after treatment with PCr-Mg-CPLX, CrOBzI and

Au-HC-NPs in (2A) control fibroblasts and (2B) non-transfected HBMEC.
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Cells were exposed to 25 and 500 pmol/L of PCr-Mg-CPLX, CrOBzl and Au-HC-NPs

for 24h and cell viability was measured by MTT assay. Au-HC-NPs:

gold Cr

nanoparticles; Cr: creatine; Crn: creatinine; CrOBzl: Cr benzyl ester; PCr-Mg-CPLX:

complex; SDS: sodium dodecyl sulphate; UT: untreated. The

experiments were performed in triplicate. Data shown represent the mean+SD.
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Supplemental Fig. 3. Composition of aqueous PCr-Mg-CPLX and CrOBzl solutions.
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Solutions were prepared at 50 umol/L and analyzed by HPLC-ESI-MS/MS. In the
figure it is represented the selected ion recording (SIR) chromatogram for (3A) PCr-
Mg-CPLX and (3B) CrOBzl solutions. Cr: creatine; Crn: creatinine; CrOBzl: Cr benzyl
ester; PCr-Mg-CPLX: phosphocreatine-Mg-complex.
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Supplemental Fig. 4. Kinetics of Cr transport in (4A) HUVEC and (4B) HBMEC.
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Cells were incubated with Cr-d; monohydrate at the concentrations shown for 30 min.
The velocity as a function of substrate concentration followed the Michaelis—Menten
model. The inset shows Lineweaver-Burk plot of the data used to calculate the Vmax and
km. The velocity (v) of creatine uptake was expressed as pmol/pug protein per min and

each point represents the mean + SD of the duplicate. Cr: creatine.
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Articulo 2. Analysis of the Cr/CK/PCr/ATP system in cerebral creatine deficiency

syndromes.

Pajares S, Arias A, Garcia-Villoria J, Ribes A.
Articulo en preparacion.

RESUMEN

Se ha descrito que la determinacion de creatina quinasa (CK) en plasma podria ser un
buen marcador de los sindromes de deficiencia de creatina (Cr) cerebral (CCDS). Por
ello, nos propusimos estudiar no solo la actividad CK, sino el sistema energético
relacionado con Cr en su conjunto (Cr/CK/Creatina fosfato (CrP)/ATP). Nuestro
principal objetivo era el de conocer si estos parametros serian buenos biomarcadores de
las CCDS. En este trabajo se describe en primer lugar la puesta a punto y validacién de
la metodologia para el andlisis simultaneo de ATP, ADP, AMP, CrP y Cr mediante
cromatografia liquida de alta resolucion y ionizacién por electrospray-acoplada a
espectrometria de masas en tindem (HPLC-ESI-MS/MS). El método obtenido tiene una
buena capacidad analitica, con una buena linealidad, recuperacién y bajos niveles de

limite de deteccion, limite de cuantificacion e imprecision.

Estos analitos se estudiaron en fibroblastos de 9 pacientes con CCDS (6 pacientes con
deficiencia del transportador de creatina (CRTR) y 3 pacientes con deficiencia de s-
adenosil-L-metionina:N-guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT) y 50 lineas de
fibroblastos control. En los pacientes se observaron niveles significativamente elevados
respecto a los controles en cuanto a la concentracion de ATP (mediatSEM: 27.6+2.2
nmol/mg prot vs 19.9£1.1 nmol /mg prot, p=0.0081) y ADP (10.9£0.9 nmol/mg prot vs
8.5+£0.4 nmol /mg prot, p=0.0243). Sin embargo, no se encontraron diferencias ni en la
concentracion de AMP (3.6+0.5 nmol/mg prot vs 3.5+0.4 nmol/mg prot, p=0.6665) ni
en la carga de energia celular (¢) (0.78+ 0.01 vs 0.76+ 0.01, p=0.6111). En cuanto a los
niveles de CrP y Cr, se obtuvieron valores mas bajos en los pacientes que en los
controles (CrP: 7.9+£3.3 nmol/mg prot vs 11.9£1.2 /mg prot, p=0.0741; Cr: 9.2£1.7
nmol/mg prot vs 11.3+£0.5 nmol/mg prot, p=0.0656), de los cuales, los pacientes con
deficiencia de CRTR tenian niveles inferiores a los pacientes con deficiencia de GAMT.
El estudio de la relacion CrP/ATP mostr6 valores significativamente mas bajos en los

pacientes que en los controles (0.26+£0.09 vs 0.69+0.09, p=0.0081).
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Con respecto a la actividad CK en fibroblastos, en su conjunto no se detectaron
diferencias significativas entre pacientes y controles (141+78.9 U/ g prot vs 112.6+73.1
IU/ g prot, p=0.2926). Sin embargo, en plasma los niveles de CK fueron mas bajos en 2
pacientes con deficiencia de CRTR y en 1 paciente con deficiencia de GAMT, de un
total de 4 pacientes analizados.

Este es el primer estudio, en el que se analiza en conjunto cada uno de los marcadores
involucrados en el sistema energético de la Cr en pacientes con CCDS. Sin embargo, su
utilizacion como biomarcadores plasmaticos requeriria el estudio de un mayor numero
de pacientes. En cambio, el analisis individual del contenido de Cr/CrP/ATP en los

fibroblastos podria ser til para la evaluacion de la respuesta celular a tratamientos.
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Abstract

Creatine (Cr) is a nitrogenous organic amino acid that plays an important role in the
cellular energy homeostasis through creatine kinase (CK) system which becomes Cr in
phosphocreatine (PCr). The intracellular pool of Cr is maintained 50% through diet and
the remainder is synthesized endogenously by two enzymes, the L-arginine: glycine
amidinotransferase (AGAT) and the adenosyl-L-methionine:N-guanidinoacetate
methyltransferase (GAMT). Cr is uptaken by the cell through a specific creatine
transporter (CRTR). A previous study has shown decreased CK levels in serum from
one patient with CRTR deficiency (CRTR-D) and one patient with GAMT deficiency
(GAMT-D) suggesting CK as a possible biomarker of the cerebral Cr deficiency
syndromes (CCDS). Based on these previous findings, we aimed to study the CK
activity in plasma and fibroblasts, and also the Cr/PCr/ATP system in fibroblasts from
patients with CRTR-D (n=6) and GAMT-D (n=3). For this purpose, we set up the
analysis of adenine nucleotides by HPLC-ESI-MS/MS, and CK activity was also
measured using a biochemical autoanalyzer. Plasma CK activity was low in 2 patients
with CRTR-D and 1 patient with GAMT-D (of a total of 4 patients analyzed), while no
differences were observed in the CK of fibroblasts. Moreover, ATP and ADP content
were significantly high in most of the patients, although, no changes were observed in
the total cell energy charge (¢). A decrease in Cr and PCr concentration was also
observed, being lower in patients with CRTR-D than in patients with GAMT-D. In
conclusion, plasma CK activity could be a good biomarker of CCDS, and maybe, the
individual analysis of Cr/PCt/ATP content in fibroblasts could be useful for the

evaluation of cellular response to treatments.

Introduction

Creatine (Cr) is a guanidino compound involved in the cellular energy homeostasis [1].
Cellular Cr content is maintained 50% through diet and the remainder is synthesized
endogenously [2]. The synthesis consists of two steps, firstly arginine and glycine is
converted to ornithine and guanidinoacetate (GAA) through L-arginine: glycine
amidinotransferase (AGAT, EC 2.1.4.1) mostly in kidney, and secondly, S-adenosyl-L-
methionine:N-guanidinoacetate methyltransferase (GAMT, EC 2.1.1.2) converts GAA
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to Cr using S-adenosylmethionine occurring mostly in liver [3]. Cr is internalized into
the cell through a specific transporter, the Cr transporter (CRTR), and is non-
enzymatically converted to creatinine which is secreted by the kidney into the urine [3].
Cr exists in the cell both as free Cr and the phosphorylated form, PCr. Intracellular Cr is
converted to PCr via creatine kinase (CK). Different CK isoforms exist and each one
plays a specific function. Mitochondrial CKs (mtCKs) use ATP to convert Cr to PCr,
while cytosolic CKs (cCKs) use PCr to convert ADP into ATP at sites of energy
demand, and to convert the excess of ATP to PCr for energy storage [4, 5]. Therefore,
the Cr/CK/PCr system is used as an intracellular buffer for ATP synthesis in tissues
with high energy requirements such as skeletal muscle and brain [3].

Three inherited disorders of Cr metabolism have been described: GAMT deficiency
(GAMT-D, MIM#612736), AGAT deficiency (AGAT-D, MIM#612718) and CRTR
deficiency (CRTR-D, MIM#300352), characterized all of them by a decrease in cerebral
Cr and known as cerebral Cr deficiency syndromes (CCDS) [6].

Low serum CK was previously described in one patient with CRTR-D and one patient
with GAMT-D, suggesting CK as a marker of these disorders [7]. Given these results,
we aimed to study CK activity in plasma and fibroblasts, and also the Cr/PCt/ATP
system in fibroblasts from patients with CRTR-D and GAMT-D to corroborate these

previous findings.
Material and methods
Reagents

ATP, ADP, AMP, PCr, Cr, adenosine-'>Cio5’triphosphate (ATP-'3Cio,'°Ns) and
ammonium acetate were purchased from Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Cr-d3
was purchased from CDN isotopes (Paris, France). Methanol and acetonitrile were
LC/MS PAI grade and were obtained from Panreac (Barcelona, Spain). Milli-Q system

(Millipore) purified water was used.
Subjects

Fibroblasts were obtained from 6 children with CRTR-D and 3 patients with GAMT-D
genetically confirmed [8-12]. A total of 50 fibroblast cell lines which were referred to

our center for metabolic study and were not diagnosed with an inborn error of
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metabolism were used as control fibroblasts. EDTA plasma samples were obtained in 2
patients with CRTR-D (patient 2 and 6) and 2 patients with GAMT-D (patient 7 and 8).
Biochemical, molecular and clinical data are summarized in Table 1. Plasma samples
and skin biopsies were obtained in accordance with the Helsinki Declaration of 1964, as

revised in 2000. Informed consent was obtained from the patients’ parents.
Cell culture

Fibroblasts were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS), 100 IU/mL penicillin and 100
pg/mL streptomycin at 37°C, 5% CO2 and 95% humidity until reach to confluence.
Cells were harvested with trypsin and pellets were washed twice with saline solution

and stored at -80°C until their analysis.

Extraction and HPLC-ESI-MS/MS

The extraction procedure was performed according to Jiang et al. methodology with
some modifications [13]. Briefly, cellular pellets were resuspended with 300 pL of pre-
cooled water, and were lysed by sonication; 100 pL of the supernatant were mixed with
100 pL of pre-cooled methanol. To the mixture, the internal standards Cr-d; and ATP-
13C10,!°Ns were added at the final concentration of 7 ng/mL and 15 ug/mL respectively.
The mix was vortexed for 30s and centrifuged during 10 min at 14,000 g at 4°C. The
supernatant was transferred to a chromatography vial for direct injection (30 pL) into
the high-pressure-liquid chromatography-electrospray ionization-tandem mass
spectrometry (HPLC-ESI-MS/MS) (Waters-Micromass model Quattro micro™ API).
The chromatographic separation was performed on a Hypersil™ BDS Cis column (2.1
mmx100mm, 5 um, Thermo Fisher Scientific, USA). The mobile phase consisted of 2
mmol/L ammonium acetate in water (mobile phase A) and 2 mmol/L ammonium
acetate in acetonitrile (mobile phase B), both adjusted with ammonia to pH 10. The
flow rate was 0.2 mL/min at isocratic conditions. Mass spectrometer was operated in the
electrospray negative ion mode for ATP, ADP, AMP and PCr and positive ion mode for
Cr using multiple reaction monitoring (MRM) mode. Nitrogen and argon were used as
nebulizing and collision gas, respectively. Dwell time for each transition was 200 ms
and the inter-channel delay was 20 ms. Run time was 2.5 min. The following

instrumental setting was used: source temperature 120 °C, desolvatation temperature
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300 °C and capillary voltage 3.5 kV. Data acquisition and data analysis were performed
using MassLynxTM (V3.2) software. The quantification of ATP, ADP, AMP and PCr
was relative to the internal standard ATP-'3Cio,'°Ns and Cr relative to Cr-ds. External
calibration curves were used. Results were normalized being relative to the total amount
of protein, expressed as nmol of ATP, ADP, AMP, PCr or Cr / mg protein. Cell energy
charge () was also represented and was calculated as

([ATP]+1/2*([ADP]))/([ATP]+[ADP]+[AMP]) [14].
Linearity

A stock solution of 1 mg/mL of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr in water was prepared.
Serial dilutions were prepared at concentrations ranging from 1 to 64 pg/mL of ATP,
ADP, AMP, PCr and Cr with added fibroblasts pellet matrix. Standard samples were
processed six times and analyzed as samples. Calibration curves were constructed by
linear regression analysis of the ratio of ATP, ADP, AMP or PCr/ ATP-13C1,'"Ns areas

and Cr/Cr-ds areas to the corresponding concentrations.
Limit of detection and quantification

Successive dilutions of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr were measured to estimate the
limit of detection (LOD) from a signal-to-noise (S/N) ratio of 3 and the limit of

quantification (LOQ) from S/N ratio>10. All the analyses were performed in triplicate.
Precision and accuracy

The within-day imprecision (% coefficient of variation, % CV) and accuracy were
evaluated by performing 10 analyses of a spiked fibroblasts matrix with standards at
concentrations of 1, 8 and 64 pg/mL in the same day. To assess the between-day
imprecision and accuracy, spiked fibroblasts matrix with standards (1, 8 and 64 pg/mL)
were processed in 6 independent preparations in different days. The accuracy was
expressed as the percent relative error (% RE), calculated as mean concentration
subtracting the theoretical concentration, divided by the theoretical amount, and

multiplied by 100.
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Recovery

Recovery was evaluated by adding known amounts of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr (8,
16 and 64 ng/mL) to a pooled fibroblasts sample. All the analyses were performed in

triplicate.

Determination of CK activity

Fibroblasts pellets were resuspended in 125 uL of lysis buffer (1% Triton X-100, 50
mmol/L Tris—HCI (pH 8), 150 mmol/L NacCl, 0.1% sodium dodecyl sulphate, 1 mmol/L
phenylmethanesulfonylfluoride, 2 pg/ml aprotinin, 8 pg/ml leupeptin and 5 mmol/L
EDTA) on ice, and were lysed by sonication (three times 5s at standard capacity).
Lysates were centrifuged during 10 min at 14,000 g at 4°C.

The supernatant from fibroblasts pellets, as well as, plasma samples were used to
measure the CK activity using an Olympus AU 600 biochemical autoanalyser. Analysis
was performed with the manufacturer’s original reagents (Olympus) and standard
method [15].

Protein concentration was measured in the supernatant of fibroblasts by Lowry method
using Kit DC Protein Assay (Bio Rad), which was performed per triplicate in 96-well
plates and whose quantification was performed in the POLARstar Omega plate reader.

CK results were normalized relative to the total amount of proteins.

Statistical analysis

Statistical analysis and graphs were performed using Microsoft Excel and GraphPad
Prism 6 software. The reference values of CK, ATP, ADP, AMP, PCr and Cr in
fibroblasts were established analyzing 50 control fibroblasts samples. The unpaired
nonparametric Mann—Whitney U-test was used to evaluate the significance of
differences among different age groups in controls, and between patients and controls.

A p-value < 0.05 was considered statistical significant.



Resultados

Results

Method validation of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr assay by HPLC-ESI-MS/MS

The calibration curve for each compound showed a linear regression of r*> >0.9972. The
LOD of the assay was 0.25 pg/mL for ATP, ADP and AMP; 0.5 pg/mL for PCr, and
0.024 pg/mL for Cr. The LOQ was 0.5 pg/mL for ATP, ADP and AMP; 1 ug/mL for
CrP, and 0.05 pg/mL for Cr. The within-day and between-day imprecision was <14.1%
and <15% respectively for all analytes. The within-day and between-day accuracy was
<7.6% and <9.5% respectively. The recovery was >89.6%. The optimized MS

parameters are described in Table 2 and all validation data is shown in Table 3.
ATP, ADP, AMP, PCr and Cr content in fibroblasts

Nucleotides content in patients’ fibroblasts showed a significant increase in the mean of
ATP and ADP concentration compared with control fibroblasts (ATP meant+SEM:
27.6+2.2 nmol/mg prot vs 19.9£1.1 nmol /mg prot, p=0.0081; ADP meantSEM:
10.9£0.9 nmol/mg prot vs 8.5£0.4 nmol /mg prot, p=0.0243). The concentration of
AMP was similar in patients and controls (AMP mean+SEM: 3.6+0.5 nmol/mg prot vs
3.5£0.4 nmol/mg prot, p=0.6665) (Figure 1). No changes were observed in the total cell
energy charge (¢) (mean=SEM: 0.78+ 0.01 vs 0.76£ 0.01, p=0.6111) (Figure 1).

The mean of PCr and Cr concentration were lower in patients compared with control
fibroblasts (PCr mean=SEM: 7.943.3 nmol/mg prot vs 11.9£1.2 /mg prot, p=0.0741; Cr
meantSEM: 9.24+1.7 nmol/mg prot vs 11.3£0.5 nmol/mg prot, p=0.0656), being more
decreased in CRTR deficient patients than GAMT deficient patients (Figure 1).

The PCr/ATP ratio showed significant statistical differences between patients and
controls, being lower in patients than in controls (meantSEM: 0.2610.09 vs 0.69+0.09,

p=0.0081) (Figure 1).
CK activity in plasma and fibroblasts

Plasma CK activity showed reduced levels in 2 patients with CRTR-D (patient 2 and 6)
and 1 patient with GAMT-D (patient 8), while other patient with GAMT-D (patient 7)

had normal CK levels, compared with age-matched controls (Figure 2).
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However, no significant differences were found in the CK activity in fibroblasts

(meantSEM: 141+78.9 1U/ g protein vs 112.6£73.1 IU/ g protein, p=0.2926) (Figure 2).

Discussion

Cr is a non essential amino acid that plays an important role in the cellular energy
metabolism [1]. Cr acts as a supplier of high energy phosphates (ATP) through the CK
which converts Cr in PCr. Therefore, the system consisting of Ct/CK/PCr/ATP behaves
as a shuttle of energy from sites of energy production at mitochondria to cytoplasmic
sites of energy utilization [4, 5]. Inherited metabolism disorders of Cr including AGAT,
GAMT and CRTR deficiencies are characterized by a brain Cr deficiency [6], and a
previous study has reported low serum CK levels in one patient with CRTR-D and one
patient with GAMT-D [7]. Based on these findings, we aimed to evaluate the CK
activity in plasma and fibroblasts, and also the Cr/PCr/ATP system in fibroblasts from
patients with CCDS. For this purpose we set up the simultaneous analysis of ATP,
ADP, AMP, PCr and Cr by HPLC-ESI-MS/MS. Our method showed a good analytical
performance, being a rapid assay with a good linearity, recovery and low imprecision in

both within-day and between-day results.

The present study analyzed for the first time the overall Ct/CK/PCt/ATP system in
fibroblasts from patients with CCDS. Intracellular CK activity did not show significant
differences between patients’ fibroblasts and control fibroblasts. Nevertheless, in
consonance with previous report [7], low plasma CK concentration was found in 2
patients with CRTR-D and 1 patient with GAMT-D, of a total of 4 patients analyzed
(Figure 2).

These contradictory results could be explained by the different tissue energy
requirements and the different isoforms of CK. The analysis of CK activity performed
in our study is based on the measurement of the total CK activity [15, 16]. It has been
described that total CK concentration in serum is composed predominantly by CK-MM
(mostly expressed in skeletal and cardiac muscle), followed by CK-MB (expressed in
cardiac muscle) in lower percentages (1-3%), and rarely CK-BB (expressed in brain)
[15, 17].

Based on this evidence, it would be assumable to think that the reduction of plasma CK

activity observed in CCDS mainly would be a reflection of a possible alteration of CK-
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MM. On the contrary, normal CK in fibroblasts, maybe would be due to the low energy

requirements of this tissue.

In accordance with previous studies [6], fibroblasts from patients with CCDS had low
intracellular PCr and Cr concentration, being more reduced in CRTR deficient patients
than in patients with GAMT-D. Interestingly, the ATP and ADP content were high in
these patients, in spite of the low PCr and Cr levels, and the normal CK activity in
fibroblasts. Analyzing all these data, a possible explanation to this situation would be
the following: the substrate, Cr, is low in CRTR-D and GAMT-D, due to the defects in
the transport and synthesis of Cr respectively, so the production of its phosphorylated
product (PCr) is limited resulting in low PCr content, in spite of having a normal CK
activity. In response to this event, the different cellular mechanisms of ATP production
would be activated in order to supply energy to the cell, what would explain the high

levels of ATP and ADP levels observed in patients’fibroblasts.

In conclusion, plasma CK activity could be a good biomarker of CCDS better than CK
activity in fibroblasts. Moreover, the individual analysis of Cr/PCr/ATP content in

fibroblasts maybe could be useful for the evaluation of cellular response to treatments.
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Table 2. Optimized MS parameters in the MRM mode and chromatographic separation
of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr.

(2A) Optimized mass spectrometer parameters for the detection of each metabolite and
(2B) MRM extracted ion chromatograms of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr. Cr: creatine;
PCr: phosphocreatine.
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Table 3. Validation results of ATP, ADP, AMP, PCr and Cr by HPLC-ESI-MS/MS.

Cr: creatine; PCr: phosphocreatine.

ATP ADP AMP CrP Cr
Calibration curve
(n=6)
Mean sloe 0.042 0.035 0.039 0.009 0.118
(range; Sf)) (0.037-0.057;  (0.018-0.048; (0.02-0.063; (0.0056-0.015; (0.088-0.139;
e 0.008) 0.010) 0.018) 0.004) 0.019)
Mean Intercent 0.019 -0.009 0.038 0.017 0.020
(ran e'SD)p (0.005-0.034; (-0.037-(+0.031); (-0.005-(+0.108); (0.007-0.037; (-0.042-(+0.076);
e 0.012) 0.023) 0.044) 0.011) 0.044)
Mean coefficient of 0.9983 0.9972 0.9986 0.9973 0.9986
linear regression, r®  (0.9929-  (0.9919-0.9993; (0.9971-0.9997;  (0.9931-0.9991; (0.9970-
(range;SD) 0.9999; 0.0027) 0.0009) 0.0024) 0.9996;0.0009)
Within-day, n=10
Imprecision (% CV)
1 pug/mL 8.7 6.9 4.5 14.1 6.7
8 ug/mL 4.4 3.9 5.1 8.7 7.3
64 pg/mL 5.8 6.1 8 9.9 43
Accuracy (% RE)
1 ug/mL -11 0.7 -8.7 -28.7 -47.1
8 ug/mL -6 -7.8 -10.8 -28.3 1.1
64 pg/mL -1.1 7.6 6.4 3.8 3.7
Between-day, n=10
Imprecision (% CV)
1 pg/mL 14.9 9.9 7.7 14 11.1
8 ng/mL 7.4 8.4 9.7 10.2 8.4
64 ug/mL 32 6.6 8 5.4 7.9
Accuracy (% RE)
1 pg/mL -1.7 9.5 0.5 -27.4 -9.7
8 ug/mL 2.4 0.6 9.3 8 4.4
64 ug/mL -3.4 7.6 0.6 -1.1 4.4
Recovery (%), n=3
8 ug/mL 109.6 96.1 135.1 164 106.6
16 pug/mL 128.6 113.6 147 187.8 104.1
64 pg/mL 89.6 116.5 154.2 158.4 105.8
LOD (ug/mL), n=3 0.25 0.25 0.25 0.5 0.024
LOQ (ug/mL), n=3 0.5 0.5 0.5 1 0.05
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Table 4. ATP, ADP, AMP, PCr, Cr and CK levels in control fibroblasts and patients’
fibroblasts, and also plasma CK activity, from patients with CRTR-D and GAMT-D.

(4A) Concentration of ATP, ADP, AMP, PCr, Cr and CK in control fibroblasts and
concentration range in patients. (4B) ATP, ADP, AMP, PCr, Cr and ¢ represented as
box-and-whisker plots with mean. Cell energy charge (@) is calculated as
([ATP]+1/2*(JADP)))/([ATP]+[ADP]+[AMP]). (4C) CK activity in plasma (1) and
fibroblasts (2). Significant differences were considered when p<0.05 (*).

CK: creatine kinase; Cr: creatine; CRTR-D: Creatine transporter deficiency; GAMT-D:
adenosyl-L-methionine:N-guanidinoacetate  methyltransferase  deficiency;  PCr:

phosphocreatine.
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A
Control fibroblasts
ATP ADP AMP PCr Cr CK
(nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (IU CK/g protein)
Median 20.3 8.7 3 10.9 11.1 88.1
Sth percentile 5.6 33 0.1 0.2 6.6 39.2
95th percentile  31.3 13.1 10.2 26.8 17.4 273.4
\Minimum 29 27 0.1 0.1 5.8 329
Maximum 42.4 14 13.7 40.2 25.8 380
Fibroblasts from CRTR-D and GAMT-D patients
ATP ADP AMP PCr Cr CK
(nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (nmol/mg protein)  (IU CK/g protein)
Median 30.2 10.7 3.2 2.9 8.1 116,0
Sth percentile 19.9 7.7 1.7 0.1 4.8 103.8
95th percentile  34.9 16.2 6.6 28.5 18.5 349.2
\Minimum 19.9 7.7 1.7 0.1 4.8 103.8
Maximum 349 16 6.6 40.2 18.5 349.2
B
ATP ADP AMP
p=0.0081%* p=0.0243* p=0.6665
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Articulo 3: Role of creatine as biomarker of mitochondrial diseases

Sonia Pajares, Angela Arias, Judit Garcia-Villoria, Paz Briones, Antonia Ribes.
Mol Genet Metab. 2013 Feb;108(2):119-24.

RESUMEN

Dado que se han descrito falsos positivos al estudiar la creatina (Cr) como marcador de
la deficiencia de CRTR y dado que diversos estudios sugieren que la Cr podria ser
biomarcador en las enfermedades mitocondriales, en esta publicacion estudiamos el
papel de la Cr en 33 pacientes con enfermedades mitocondriales incluyendo 22
pacientes con deficiencia de la cadena respiratoria mitocondrial, 5 pacientes con
deplecion del mtDNA y 6 pacientes con mutaciones en NFU1. También se analizaron 9
pacientes con deficiencia de piruvato deshidrogenasa (PDH). El andlisis mostr6 un
incremento de Cr plasmatica en los 33 pacientes con enfermedades mitocondriales
comparado con los controles (MediatSEM, 146128 vs. 71+2; p<0.0001), aunque
analizado de forma individual este incremento s6lo era evidente en 9 pacientes. Este
grupo incluia 6 pacientes con deficiencia de la cadena respiratoria, 2 pacientes con
deplecion del mtDNA y 1 paciente con mutaciones en NFUI. Los pacientes con
deficiencia de PDH mostraron niveles normales de Cr en plasma.

Ademas, en este estudio también se compararon las concentraciones de Cr entre los
pacientes que tenian un diagnostico definitivo de deficiencia de la cadena respiratoria
con los que no eran concluyentes. El andlisis individualizado mostré que los niveles de
Cr eran mas bajos en los 20 pacientes con diagndstico definitivo que en los 13 pacientes
sin diagnostico definitivo, aunque estas diferencias no eran significativas (media+SEM,
104 £17 vs. 210+ 64; p>0.05). Estos resultados se reflejaban en el estudio de
correlacion de Spearman en el que se evidencid que no habian diferencias entre ambos
grupos (r=0.61, p=0.025), lo que permitié deducir que la Cr no seria util para la
clasificacion de las deficiencias de cadena respiratoria.

Tampoco se hall6 ninguna correlacion entre los niveles de Cr y los de lactato plasmatico
(r=0.06, p=0.764), ni entre la Cr y la actividad enzimatica de los complejos de la cadena
respiratoria (r=0.23, p=0.27).

Para conocer mejor el poder marcador de la Cr en las enfermedades mitocondriales,

calculamos su sensibilidad y especificidad. El analisis mostré que la Cr tenia una baja
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sensibilidad (60%) y una especificidad aceptable (83%) (cutt off >120 umol/L) con una
baja capacidad diagnostica (AUC=0.64, p<0.05).

Todo este trabajo nos permitié conocer mas en profundidad el papel que tenia la Cr en
las enfermedades mitocondriales, de modo que pudimos deducir que la Cr no es un
biomarcador sensible para estas enfermedades, aunque niveles incrementados junto con
la alteracion de otros biomarcadores deberian tenerse en cuenta, ya que reforzarian la

idea ante una sospecha de enfermedad mitocondrial.
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Recent investigations have suggested creatine (Cr) as an additional biomarker of mitochondrial diseases.
With the aim of corroborating previous findings, we have studied plasma Cr in a cohort of 33 patients with
different mitochondrial diseases. Cr was clearly increased in 9 out of 33 patients. Therefore, positive patients
represent only 28% of the total number, suggesting that Cr is not a sensitive biomarker of mitochondrial
diseases although it does present an acceptable specificity (83%). High plasma Cr, together with other bio-
markers, might be useful to reinforce the diagnosis of mitochondrial diseases.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Creatine (Cr) is a guanidino compound involved in the storage and
transmission of phosphate-bound energy [1]. The intracellular pool of
Cr is maintained 50% through diet and the remainder is synthesized
endogenously [2]. Intracellular Cr is converted to phosphocreatine
(PCr) via creatine kinase (CK). Different CK isoforms exist and each
one plays a specific function. Mitochondrial CKs use ATP to convert
Cr to PCr, cytosolic CKs use PCr to convert ADP into ATP at sites of
energy demand, and to convert excess ATP to PCr for energy storage
[3,4]. Therefore, the Cr/PCr/CK system is used as an intracellular buffer
for ATP in tissues with intermittently high energy requirements such
as skeletal muscle and brain.

Recently, two studies [5,6] revealed increased extracellular creatine
levels in patients with mitochondrial respiratory chain deficiencies.
These authors suggested Cr as a biomarker of mitochondrial diseases.
It is reasonable to assume the importance of Cr in the cell energy metab-
olism and its connection with mitochondrial dysfunction, as the most
prominent role of mitochondria is ATP production.

According to that hypothesis, we analyzed a cohort of patients
with different mitochondrial diseases to test whether (in our hands)
the measurement of plasma Cr could be a biomarker of these diseases.

* Corresponding author at: Secci6n de Errores Congénitos del Metabolismo-IBC, Servicio
de Bioquimica y Genética Molecular, Hospital Clinic, CIBERER, IDIBAPS, ¢/Mejia Lequerica
s/n Helios [II, 08028 Barcelona, Spain. Fax: + 34 932275668,

E-mail address: aribes@clinic.ub.es (A. Ribes).
! These authors contributed equally to this work.

1096-7192/$ - see front matter © 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ymgme.2012.11.283

2. Materials and methods
2.1. Subjects

This is a retrospective study performed in 33 plasma samples with
different mitochondrial diseases. Samples were stored at —80 °C until
analysis. Twenty two patients were diagnosed of different mitochondrial
respiratory chain deficiencies. Five patients had mitochondrial DNA
(mtDNA) depletion: 1 with mutations in DGUOK (patient 9), 1 in
SUCLGT (patient 33) and 3 with unclassified mtDNA depletion (patients
22, 24 and 25) in which the following genes were screened for muta-
tions: DGUOK, MPV17 and RRM2B in patient 22, DGUOK and TWINKLE
in patient 24 and DGUOK, MPV17, TWINKLE and RRM2B in patient 25,
but no mutations were found. In 6 patients the mitochondrial disease
was due to NFU1 mutations. The mitochondrial disease was classified
as definite, probable or possible according to Bernier et al. criteria [7].
Plasma samples from 9 patients with PDH deficiency were also analyzed.
All the clinical histories were reviewed and they did not specify whether
the patients received creatine treatment. Consequently, we assume this
fact as a potential limitation of the study. Biochemical, molecular and
clinical data of patients are shown in Table 1. Some of the patients
have been previously reported [8-11].

Plasma samples from 161 healthy children ranging in age from
1 day to 17 years and 35 plasma samples from healthy adults were
obtained at our hospital in accordance with the Helsinki Declaration
of 1964, as revised in 2000.

2.2. Enzymatic determinations
CS and respiratory chain activities were determined in skeletal

muscle, fibroblasts or liver tissue by spectrophotometric methods as
previously described [12].
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2.3. Determination of mtDNA copy number

Analysis of mtDNA copy number was performed by quantitative
real-time PCR as previously described [12] or by Southern blot in patients
diagnosed many years ago (patients 9, 22 and 25) according to Solano
et al. [13], with slight modifications, including the use of the 18S nuclear
probe.

2.4, HPLC-MS/MS analysis

Creatine concentrations from patients and controls were analyzed
by HPLC-MS/MS (Waters-Micromass Manchester, UK, model Quattro
micro™ API) as previously described by Arias et al. [14].

2.5. Statistical analysis

SPSS for Windows (version 18.0, SPSS, Chicago, IL, USA) and Graphpad
Prism 6.0 was used to perform statistical analysis. The Student's t-test
was used to compare results among different age control groups as well
as to analyze the significance of the differences in creatine concentrations

between patient and control samples, as well as between patients with
definite and non definite respiratory chain disorder. Correlations
between percentages of the respiratory chain activities and blood lac-
tate concentrations versus plasma Cr, and also between the degrees of
diagnosis certainty versus plasma Cr, were assessed using Spearman's
correlation analysis. The diagnostic capacity of plasma Cr was assessed
by 2x2 contingency table. Receiver-operating characteristic (ROC)
curve was constructed and the area under ROC curve (AUC) was calcu-
lated to evaluate the discriminatory capability of plasma Cr.

3. Results and discussion

The Cr/CK/PhCr system plays a role in cellular energy homeostasis.
CK acts as an intracellular energy shuttle, transferring high-energy
phosphates from sites of de novo ATP production in the mitochondria
to cellular sites of energy utilization [1,3]. Recent investigations [5,6]
have reported a correlation between high plasma Cr concentration
and mitochondrial diseases suggesting Cr as a useful biomarker for
the diagnosis of these disorders.
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Fig. 1. Plasma Cr concentration in controls and patients with mitochondrial diseases. A) Reference values by age range of plasma creatine concentrations obtained by HPLC-MS/MS.
Values are represented as box-and-whisker plots with minimum and maximum. B) Plasma creatine in PDH deficiency and mitochondrial diseases: mitochondrial respiratory chain
deficiencies, mtDNA depletions and NFU1 defects. C) Plasma creatine in patients with definite and non definite diagnoses of mitochondrial respiratory chain deficiency, based on

Bernier et al.criteria [7]. Significant differences were considered when p<0.05.



Resultados

S. Pajares et al. / Molecular Genetics and Metabolism 108 (2013) 119-124 123

With the aim of corroborating previous findings [5,6], we analyzed
plasma Crin a cohort of 33 patients affected with mitochondrial diseases
as compared with a group of 196 healthy subjects.

Statistical analysis of the control group revealed a significant change
(p<0.001) in Cr concentration at the age of 11 years. Therefore, two
control groups have been established (Fig. 1A). As we had previously
observed [14], Cr decreases with age.

Patients with PDH deficiency were included as negative controls,
as PDH is a mitochondrial enzyme that is not directly related to the
production and consumption of ATP. And, actually, all the PDH defi-
cient patients had normal Cr concentration in plasma (Fig. 1B).

The mean of Cr concentration was significantly higher in the
cohort of 33 patients with mitochondrial diseases as compared with
the mean of the corresponding age-matched controls (mean + SEM,
146428 vs. 71+£2; p<0.0001) but, individually, only 9 patients
showed a clear increase (Fig. 1B). This group of positive patients
includes 6 patients with mitochondrial respiratory chain deficiencies,
2 patients with mitochondrial depletion syndrome and 1 patient with
mutations in NFU1, which encodes for a mitochondrial protein
involved in the delivery of FeS clusters to lipoic acid synthase and to
complex II or complex I-III of the mitochondrial respiratory chain
[11,15].

Concerning the classification of mitochondrial respiratory chain
disorders based on Bernier et al. criteria [7], we compared Cr concen-
trations between patients with a definite and non definite diagnosis.
Cr mean concentration was lower in the 20 patients with definite
diagnosis than in the 13 patients with non definite diagnosis, although
the difference was not significant (mean+SEM, 104417 vs. 210+
64; p>0.05) (Fig. 1C). Spearman's correlation reflects this situation
(r=0.61, p=0.025) revealing that plasma Cr is similar in both groups
of patients and, consequently, plasma Cr might be not useful for the
classification of mitochondrial respiratory chain deficiencies.

Lactate is known as the gold standard biomarker of mitochondrial
dysfunction, and blood lactate levels were available in 27 patients
(Table 1). Therefore, we considered interesting to determine whether
there was a significant correlation between plasma Cr and blood
lactate. Spearman's correlation analysis was assessed and showed no
correlation between both parameters (r=0.06, p=0.764) (Fig. 2A).

We applied the same test to 24 patients with available data of
respiratory chain activities versus plasma Cr. Results also showed no
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Fig. 3. Diagnostic performance of plasma Cr in the detection of patients with mitochondrial
diseases. The diagnostic accuracy of Cr is represented by receiver-operating characteristic
(ROC) curve analysis. The area under the ROC curve (AUC) for plasma Cr is 0.64 (Sen=
60%, Spe=83%, cut off value >120 pmol/L).

correlation between respiratory chain activities and plasma Cr (r=
0.23, p=0.27) (Fig. 2B).

We then speculated that high Cr might be associated to a particular
clinical phenotype rather than to a specific defect. However, an accurate
revision of the clinical phenotypes, excluded this possibility (Table 1).

To assess the performance of plasma Cr as a potential biomarker for
patients with mitochondrial diseases, we calculated test sensitivity
and specificity. The contingency table for the diagnostic capacity of Cr
showed a low sensitivity (60%) and an acceptable specificity (83%) (cut-
off threshold of >120 umol/L). These results indicate a high percentage
of false positives (40%) and a lower percentage of false negatives (17%).
ROC curve used to determine the discriminatory capability of Cr
between patients and healthy subjects showed that plasma Cr has a
low diagnostic capability (AUC=0.64, p<0.05) in the detection of
patients with mitochondrial diseases (Fig. 3).
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Fig. 2. Linear regression curves between A) plasma Cr and blood lactate and (B) plasma Cr and respiratory chain activities. In patients with more than one affected respiratory chain

complex, the lowest enzyme activity was used in the correlation analysis.
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4. Conclusions

To summarize, our data are similar to the data reported by others
[5,6] with some particular considerations. Plasma Cr elevation was pres-
ent in 28% of the total patients with mitochondrial diseases. Therefore,
Cr is not a sensitive biomarker for these disorders, but instead, Cr
could be considered specific for mitochondrial diseases. Consequently,
high levels of plasma Cr, together with alteration of other biomarkers,
might be taken into account as they could be valuable to reinforce a
suspected mitochondrial disease.
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2. ENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK TIPO C

Articulo 4: Cholestane-3[3,50,6B-triol in lipidosis: High levels in Niemann Pick type
C, Cerebrotendinous Xanthomatosis and Lysosomal Acid Lipase deficiency.J Lipid

Res. 2015;56(10):1926-35.

Sonia Pajares, Angela Arias, Judit Garcia-Villoria, Judit Macias-Vidal, Emilio Ros,

Javier de las Heras, Marisa Giros, Maria J. Coll, Antonia Ribes

RESUMEN

El trabajo descrito en esta publicacion detalla, en primer lugar, la puesta a punto y
validacion de la metodologia mediante HPLC-ESI-MS/MS para el analisis en plasma de
dos oxiesteroles, el colestano-33,5a,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC). En
segundo lugar, se estudia el papel de CT y 7-KC como biomarcadores en una cohorte de
16 pacientes Niemann-Pick Tipo C (NPC) (3 con fenotipo neonatal, 5 con fenotipo
infantil severa, 1 con fenotipo infantil tardia, 3 con fenotipo juvenil, 2 con fenotipo
adulto, 1 paciente asintomatico y 1 paciente sin datos). Con el objetivo de conocer la
especificidad de estos biomarcadores también se estudiaron otros grupos de
enfermedades: lisosomales (Fabry, Leucodistrofia Metacromatica, Mucolipidosis II/IIT y
deficiencia de lipasa acida lisosomal-LAL-), peroxisomales (beta-oxidation peroxisomal
y desérdenes de la biogénesis), trastornos de los esteroles (Xantomatosis
cerebrotendinosa (XCT) y Smith-Lemli-Opitz (SLO)) y otras enfermedades
(hipercolesterolemia familiar, galactosemia, enfermedad hepética inespecifica y

afectacion neuroldgica).

Nuestro método se basa en la derivatizacion de los productos mediante dimetilglicina,
identificandose el derivado mono-dimetilglicinato en mayor proporciéon que el bis-
dimetilglicinato. La respuesta del mono-dimetilglicinato se mantenia proporcionalmente
lineal a distintas concentraciones ensayadas por lo que se escogi6 este derivado para la
cuantificacion del CT. El ensayo era lineal hasta 800 ng/mL con un limite de deteccion
(1 ng/mL) y de cuantificacion (3 ng/mL) bajos. La precision intra e inter-ensayo tenian
un coeficiente de variacion <8%, una buena exactitud (error relativo <9%) y una

recuperacion >92%.
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Para establecer el rango control de concentraciones de CT y 7-KC, analizamos 107
muestras de plasmas de sujetos sanos, nifios y adultos. El intervalo de confianza (IC)
95% para el CT fue de 3.5-4.4 ng/mL (rango edad: 1-55 afios). En el caso de 7-KC se
observaron diferencias significativas entre el grupo de edad pediatrica y el grupo de
edad adulta siendo la concentracion de 7-KC mads baja en nifios que en adultos (IC95%:
10.2-12.4 ng/mL vs 14-19.5 ng/mL respectivamente, p<0.0001).

Los niveles de CT y 7-KC fueron superiores en los pacientes NPC comparado con los
controles (IC95% para CT: 62-275 ng/mL vs 3.5-4.4 ng/mL, p<0.0001; IC95% para 7-
KC: 178-795 ng/mL vs 11.8-14, p<0.0001). Ademas, el estudio mostr6 una buena
correlacion entre la edad de presentacion de la enfermedad/fenotipo clinico y los niveles
plasmaticos de CT y 7-KC observandose niveles mas altos en las formas neonatalas
seguidas de las formas infantiles severas; y niveles mas bajos en las formas infantiles
tardias, juveniles y adultas.

Todos los pacientes NPC presentaron un fenotipo bioquimico clésico excepto dos
pacientes que tenian un fenotipo bioquimico variante, los cuales también presentaron
niveles elevados de CT y 7-KC, similares a los de pacientes con fenotipo clésico.
También se encontraron incrementos de CT y 7-KC en un paciente NPC asintomatico.
Para conocer la especificidad de estos biomarcadores analizamos varios grupos de
enfermedades. El estudio mostré que el método tenia una sensibilidad del 100% para
CT y 7-KC, y una especificidad del 86% para CT y 78% para 7-KC, con una buena
capacidad diagnostica para discriminar entre los individuos afectos de la enfermedad
NPC y sujetos control (CT: AUC=0.992, p<0.05; 7-KC: AUC= 0.932 (p<0.05).

En el analisis detallado de cada una de estas enfermedades se observd que los niveles de
7-KC eran elevados en la mayoria de los pacientes, mientras que CT solo estaba
incrementado en los pacientes con NPC, deficiencia de lipasa acida lisosomal (LAL) y

XCT.

Un hallazgo interesante en el estudio de los pacientes con XCT fue la deteccién de un
pico adicional. Este compuesto comparte la misma masa y transicion que CT, aunque
eluye a un tiempo distinto. En base a datos bibliograficos todo apuntaba que podria
tratarse de otro triol, el 3a, 7a, 12 o trihidroxicoprostano (THC), producto de la via
metabolica del 4cido colico, el cual se encuentra incrementado en pacientes XCT. Dadas
estas premisas, analizamos varios pacientes con y sin tratamiento con 4acido

quenodeoxicolico (CDCA). Observamos que tras el tratamiento los niveles de este pico
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disminuian considerablemente, mientras que los niveles de CT permanecian inalterados,
lo que apoyaria nuestra hipétesis inicial de que se tratara de THC. Recientemente la
cesion de este compuesto sintetizado por el Prof. Bjorkhem (Karolinska, Suecia) nos ha
permitido identificar sin ambigiiedades este compuesto. Este perfil caracteristico podria
ser util para distinguir los pacientes NPC de los pacientes XCT. Ademas los resultados
tras el tratamiento con CDCA sugieren que el THC podria ser un buen biomarcador para

la monitorizacion del tratamiento en los pacientes XCT.

La aportaciéon de este trabajo en el diagnostico de la enfermedad de NPC ha sido
relevante ya que nos ha permitido obtener un método sensible, facil y rapido mediante
HPLC-ESI-MS/MS para el diagnostico bioquimico de la enfermedad de NPC. Ademas,
esta metodologia es util para el diagndstico de las formas variantes de la enfermedad,
cuyo diagnostico bioquimico mediante la tincion de filpina no es concluyente en la
mayoria de los casos, ademas requiere el cultivo de fibroblastos, hecho que retrasa
considerablemente el diagnostico. El estudio realizado en una cohorte de pacientes NPC
y sujetos sanos en el territorio espaiol ha permitido establecer rangos de referencia
propios de nuestra poblacion para estos dos metabolitos y ha corroborado que CT es un
biomarcador sensible de la enfermedad, aunque no especifico.

Dada esta evidencia, hemos incluido esta estrategia en la primera linea diagnoéstica de la
enfermedad de NPC en nuestro laboratorio asistencial. Con ello, esperamos identificar
nuevos pacientes, no solo de la enfermedad NPC, sino también de otras enfermedades

como XCT, deficiencia de LAL o NPA/NPB.
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Abstract Niemann-Pick type C (NPC) is a progressive neuro-
degenerative disease characterized by lysosomal /endosomal
accumulation of unesterified cholesterol and glycolipids. Re-
cent studies have shown that plasma cholestane-3[3,50,63-triol
(CT) and 7-ketocholesterol (7-KC) could be potential biomark-
ers for the diagnosis of NPC patients. We aimed to know the
sensitivity and specificity of these biomarkers for the diagnosis
of NPC compared with other diseases that can potentially lead
to oxysterol alterations. We studied 107 controls and 122 pa-
tients including 16 with NPC, 3 with lysosomal acid lipase
(LAL) deficiency, 8 with other lysosomal diseases, 5 with ga-
lactosemia, 11 with cerebrotendinous xanthomatosis (CTX),
3 with Smith-Lemli-Opitz, 14 with peroxisomal biogenesis dis-
orders, 19 with unspecific hepatic diseases, 13 with familial
hypercholesterolemia, and 30 with neurological involvement
and no evidence of an inherited metabolic disease. CT and
7-KC were analyzed by HPLC-ESI-MS/MS as mono-dimethylg-
Iycine derivatives. Levels of 7-KC were high in most of the stud-
ied diseases, whereas those of CT were only high in NPC, LAL,
and CTX patients. Consequently, although CT is a sensitive
biomarker of NPC disease, including those cases with doubtful
filipin staining, it is not specific.ll 7KC is a very unspecific
biomarker.—Pajares, S., A. Arias, J. Garcia-Villoria, J. Macias-
Vidal, E. Ros, J. de las Heras, M. Giros, M. J. Coll, and A. Ribes.
Cholestane-3f3,50,63-triol: high levels in Niemann-Pick type C,
cerebrotendinous xanthomatosis, and lysosomal acid lipase
deficiency. J. Lipid Res. 2015. 56: 1926-1935.
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Niemann-Pick type C (NPC; MIM#257220) is a progres-
sive neurodegenerative disease caused by a disorder in the
intracellular trafficking of cholesterol that leads to a lyso-
somal/endosomal accumulation of unesterified choles-
terol and glycolipids in many tissues (1-3). The detection
of free cholesterol accumulation by filipin staining in fi-
broblasts has been for many years the gold standard meth-
odology for the biochemical diagnosis of the disease. This
method has good sensitivity and specificity. However, juve-
nile or adult onset forms sometimes present interpreta-
tion difficulties (4). In addition, the method involves an
invasive skin biopsy and the culture of fibroblasts that re-
quires several weeks for the cellular growth, which delays
the diagnosis. Some studies in cellular and animal models
showed a correlation between lipid accumulation and cel-
lular oxidative stress that produces an increase of reactive
oxygen species and lipid peroxidation (5-8). In the NPC
murine model, an increase of two oxysterols, cholestane-
3B,5a,6B-triol (CT) and 7ketocholesterol (7-KC), has
been observed (8). This evidence was later confirmed in
NPC patients (8-13), showing a correlation between the
oxysterol profile and the age of onset and severity of the
disease (8, 14). Moreover, CT specifically has been found
to be increased in NPC disease compared with other lyso-
somal and neurodegenerative diseases (8). These results

Abbreviations:  7-KC, 7-ketocholesterol; 7-KC-d;, 7-ketocholesterol-
25,26,26,26,27,27,27-dy; AUC, area under receiver-operating characteristic
curve; BHT, butylhydroxytoluene; CI, confidence interval; CT, cholestane-
38,5a,6B-triol; CT-d;, cholestane-3,5a,6B-triol-25,26,26,26,27,27,27-d;
CTX, cerebrotendinous xanthomatosis; % CV, percentage coefficient
of variation; LAL, lysosomal acid lipase; LOD, limit of detection; LOQ,
limit of quantification; LSD, lysosomal storage disease; MRM, multiple
reaction monitoring; NPC, Niemann-Pick type C; ROC, receiver-operating
characteristic; SLO, Smith-Lemli-Opitz.
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suggest that CT and 7-KC might be good biomarkers for
the diagnosis, prognosis, and probably therapeutic moni-
toring of NPC patients.

Over time different analytical methods have been de-
scribed for the determination of oxysterols in plasma (9,
15-24). Recently, other authors (12, 13) developed new
methods for the analysis of CT and 7-KC and confirmed pre-
vious results for the diagnosis of NPC disease. Based on this
evidence, we aimed to investigate plasma CT and 7-KC not
only in NPC patients but also in other patients that might
potentially have an increase of CT and 7-KC in order to
know the specificity and sensitivity of these biomarkers, as
well as the possible pitfalls for the diagnosis of NPC disease.

MATERIALS AND METHODS

Subjects

Atotal of 107 EDTA plasma samples obtained from children and
adults, which were referred to our center for metabolic study and
were not diagnosed with an inborn error of metabolism, were used
as age-matched controls. EDTA plasma samples of 122 patients
were studied including the following pathologies: 16 patients with
NPC [the biochemical, molecular, and clinical data are summa-
rized in supplementary Table 1 (25-28); 3 patients were under treat-
ment with miglustat (patients 13, 15, and 16), and pretreatment
samples were not available]; 11 patients with lysosomal storage dis-
eases (LSDs) including Fabry (n = 5), metachromatic leukodystro-
phy (n = 2), mucolipidosis II/III (n = 1), and lysosomal acid lipase
(LAL) deficiency (n = 3); 5 patients with galactosemia; 11 patients
with cerebrotendinous xanthomatosis (CTX); 14 patients with per-
oxisomal disorders (including peroxisomal B-oxidation and bio-
genesis disorders); and 3 patients with Smith-Lemli-Opitz (SLO).
Moreover, we analyzed plasma samples from 19 patients with he-
patic disease (jaundice of prematurity, neonatal cholestasis, hepato-
splenomegaly, and liver disease), 30 patients with neurological
involvement (ataxia, gait disturbance, behavioral disorders, and
language disorders) with no evidence of an inherited metabolic dis-
ease, and 13 patients with familial hypercholesterolemia with cho-
lesterol in the range of 221-310 mg/dl (adult patients, n = 5) and
308403 mg/dl (pediatric patients, n = 8). All the samples were col-
lected and stored at —80°C until analysis.

Samples were obtained in accordance with the Helsinki Decla-
ration of 1964, as revised in 2000. Informed consent was obtained
from the patients or patients’ parents.

Extraction, derivatization, and HPLC-ESI-MS/MS

The extraction procedure was performed according to Jiang et
al. (9) with some modifications. Briefly, 50 I of plasma was mixed
with 150 pl of methanol that included a mixture of internal
standards, cholestane-33,5a,6-triol-25,26,26,26,27,27,27-d; (CT-
d;) and 7ketocholesterol-25,26,26,26,27,27,27-d; (7KCd;), at a
concentration of 100 ng/ml. The mixture was vortexed for 30 s
and centrifuged during 10 min at 16,100 g. The dried supernatant
was derivatized using 20 1 0.5 M of N,Aidimethylglycine hydrochlo-
ride (DMG)/2M 4-(dimethylamino) pyridine (DMAP) in chloroform
and 20 pl of A-(3-dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimide
(EDC) in chloroform during 1 h at45°C in a shaking water bath.
The dimethylglycine derivatives were extracted using a mixture of
hexane-water (2:1). The organic phase was transferred to a clean
tube, evaporated to dryness under nitrogen, and finally reconsti-
tuted with 250 pl of acetonitrile-water (70:30); 50 pl of the mixture
was injected into the HPLC-ESI-MS/MS (Waters-Micromass model

Quattro micro™ API). To optimize the derivatization reaction,
three different concentrations of CT and 7-KC (50, 200, and
2,500 ng/ml) with plasma matrix at different incubation times
(30 min, 1 h, 1.5 h, 2h, 2.5 h, 3 h, and 8.5 h) were studied.

The chromatographic separation was performed on a
Symmetry(@Clg column (2.1 mm x 50 mm, 3.5 pm; Thermo Fisher
Scientific). The mobile phase consisted of I mM ammonium for-
mate in water (mobile phase A) and 1 mM ammonium formate
in acetonitrile-water (95:5) (mobile phase B), both adjusted with
formic acid to pH 3. The step gradient used increased linearly
from 40% B to 80% B in 4 min, then to 100% during the next
1 min, followed by 40% during 1 min. The flow rate was 0.5 ml/min
and the column temperature was 45°C. The mass spectrome-
ter was operated in the electrospray positive ion mode using
multiple reaction monitoring (MRM) mode. In our hands, the
bis-dimethylglycine derivative of CT was not found. The corre-
sponding [M+H]" ion at m/z 591 and [M+2H]* ion at m/z 296 of
the bis derivative were observed in negligible amounts. Because
both target molecules can be formed ex vivo, we should find a
reason to explain the discrepancies. One of the reasons could be
the lower sensitivity of ESI compared with the atmospheric pres-
sure chemical jonization (APCI) used by Jiang et al. (9) or the
fact that perhaps the bis derivative is formed when using more
drastic conditions of dryness of the reagents. However, as a prom-
inent peak of monoderivative CT was detected, we decided to
monitor the transitions 506 > 104 and 486 > 104 of the mono-
dimethylglycine derivatives of CT and 7-KC, as well as 513 > 104 and
493 > 104 of the corresponding deuterated internal standards.
Nitrogen and argon were used as nebulizing and collision gas,
respectively. Dwell time for each transition was 200 ms, and the
interchannel delay was 20 ms. Run time was 6.1 min. The follow-
ing instrumental settings were used: source temperature, 150°C;
desolvatation temperature, 500°C; and capillary voltage, 3.2 kV.
Data acquisition and data analyses were performed using MassL-
ynxTM (V3.2) software. The quantification of the mono-dimeth-
ylglycine derivatives of CT and 7-KC was relative to the internal
standards (CT-d; and 7-KC-d;, respectively) External calibration
curves were used.

To select the appropriate detection conditions and to opti-
mize the mass spectrometer parameters, 10 pg/ml of CT, CT-d;,
7KC, and 7-KC-d; were derivatized with dimethylglycine and mon-
itored in the positive ion mode. To obtain the precursor and
product ions, different cone voltage (10, 15, 20, 25, 30, and 35 V)
or collision energy (10, 15, 20, 25, and 30 eV) in full scan or in
daughter scan mode were tested.

Reagents

CT and CT-d; were purchased from Toronto Research Chemi-
cals (Toronto, ON, Canada), and 7-KC and 7-KC-d; from Avanti
Polar Lipids (Alabaster, AL). Formic acid, ammonium formate,
butylhydroxytoluene (BHT), DMG, EDC, and DMAP were ob-
tained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO). Methanol, acetoni-
trile, and hexane (LC/MS PAI grade) were obtained from
Panreac (Barcelona, Spain), and chloroform from EMD Milli-
pore Corporation (Madrid, Spain).

Selectivity

To know the interferences of the plasma matrix, five indepen-
dent plasma samples with and without added internal standards
were studied.

Linearity
Asstock solution of 1 mg/ml of CT and 7KC in methanol were

prepared. Serial dilutions were prepared from a working solution
(10 pg/ml) at concentratdons of 3, 6, 12.5, 25, 50, 100, 200, 400,
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and 800 ng/ml with or without added plasma matrix. Standard
samples were processed five times and analyzed as samples. Cali-
bration curves were constructed by linear regression analysis of
the ratio of CT/CT-d; and 7-KC/7-KC-d; areas to the correspond-
ing concentrations.

Limit of detection and quantification

Successive dilutions of CT and 7-KC were measured to esti-
mate the limit of detection (LOD) from a signal-to-noise (S/N)
ratio of 3, and the limit of quantification (LOQ) from S/N ratio
>10. All the analyses were performed in triplicate.

Imprecision and accuracy

The within-day imprecision (% coefficient of variation [%
CV]) and accuracy were evaluated by performing 10 analyses of a
spiked plasma matrix with standards at concentrations of 12.5,
100, and 800 ng/ml in the same day. To assess the between-day
imprecision and accuracy, plasma matrix spiked with standards
(12.5, 100, and 800 ng/ml) were processed in 10 independent
preparations in different days. The accuracy was expressed as the
percent relative error, calculated as mean concentration subtract-
ing the theoretical concentration, divided by the theoretical
amount, and multiplied by 100.

Recovery

Recovery was evaluated by adding known amounts of CT and
7KC (25, 200, and 400 ng/ml) to a pooled plasma sample. All
the analyses were performed in triplicate.

Sample stability

To asses sample stability, we used five different plasma samples
from NPC patients. Two aliquots of each were prepared with and
without the addition of BHT (0.1 mM). Freeze-thaw effects on
CT and 7-KC were studied using three samples of plasma from
NPC patients. Samples were frozen at —80°C and thawed at room
temperature for ~2 h. One aliquot of 50 .l was taken from each
sample and analyzed, then the initial sample was refrozen at
—80°C. This cycle was repeated six times to yield six freeze-thaw
samples. Stability of the processed samples was also studied by
reinjecting the derivatized extract once a day during 5 days
stored both at room temperature and at —20°C.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 6 soft-
ware and PASW Statistics 18.0. The unpaired nonparametric
Mann-Whitney U-test was used to evaluate the significance of dif-
ferences among different age groups in controls (with the excep-
tion of those age-matched groups with size =30 samples, for
which the Student’s #test was used) and between patients and
controls. Correlations between total cholesterol and CT and
7KC levels were assessed using Spearman's correlation analysis.
The diagnostic capacity of plasma CT and 7-KC was assessed by
2 x 2 contingency table. Receiver-operating characteristic (ROC)
curve was constructed, and the area under ROC curve (AUC) was
calculated to evaluate the discriminatory capability of plasma CT
and 7-KC. A Pvalue <0.05 was considered statistically significant.

RESULTS

Method validation

We could not validate the method proposed by Jiang et
al. (9). We tried several MS/MS conditions, at different con-
centrations and several incubation times, but in none of them
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could we find any daughter ion of the bis-dimethylglycine
derivative of CT reported by these authors. We therefore
decided to monitor the mono-dimethylglycine derivative
of CT, and it was very prominent, as was that for 7-KC and
the corresponding deuterated internal standards. Conse-
quently, we modified the methodology of Jiang et al. (9)
and validated our own method. The precursor ion peaks of
CT, CT-d;, 7KC, and 7-KC-d; at m/z 506, 513, 486, and 493
were identified, and the most important daughter for each
one was at m/z 104 (Fig. 1). Accordingly, the corresponding
MRM modes (m/z 506 > 104, 513 > 104, 486 > 104, 493 >
104) were monitored. The derivatization yield for both CT
and 7-KC was constant at different times and at the three
different concentrations (supplementary Fig. 1). Conse-
quently, 1 h incubation was considered enough to achieve a
good compromise between a complete derivatization and a
reduction of the total time of sample preparation.

The optimized MS parameters in the MRM mode and the
chromatographic separation of the four compounds are
shown in Fig. 2. CT and CT-d; eluted from the column at
the retention time of 4 min, and 7-KC and KC-d; at 4.2 min.

The selectivity assay was performed both in methanol
and plasma, and no significant interferences from endog-
enous substances at these retention times or at the corre-
sponding MRM channels (supplementary Fig. 2A, B) were
found. Interferences from the internal standards were also
ruled out (supplementary Fig. 2C, D).

The calibration curve prepared in plasma matrix had
similar slope and intercept as that prepared in methanol-
water (Table 1). Consequently, plasma matrix was chosen
in order to have the best similarity between standards and
samples. The calibration curve from 3 to 800 ng/ml for
CT and 7-KC showed a linear regression of # = 0.9908.
The LOD of the assay was 1 ng/ml, and the LOQ was
3 ng/ml for both compounds. The within-day and between-
day imprecision was <6% for CT and <8% for 7-KC. The
within-day and between-day accuracy was <9% and <6%
for CT and <56% and <7% for 7-KC, respectively. The re-
covery was >91% for CT and >94% for 7-KC. All the vali-
dation data are shown in Table 2.

To avoid autoxidation of cholesterol during sample
preparation, we added the antioxidant BHT to the plasma
samples of NPC patients, but the addition of this antioxi-
dant did not show remarkable changes of both CT and
7-KC as compared with samples lacking BHT (supplemen-
tary Fig. 3A). NPC samples kept at —80°C under six freeze-
thaw cycles were reasonably stable showing a % CV <6%
and <11% for CT and 7-KC, respectively (supplementary
Fig. 3B). The derivatized samples were stable at —20°C for
44 days (supplementary Fig. 3C), and they were stable at
least during 5 days if maintained at room temperature
(supplementary Fig. 3D).

Subjects’ study

Controls. We studied 107 control samples from donors
aged 1 day to 55 years (mean of age, 9.7 years). Concern-
ing CT concentration, no significant differences with age
were found (95% confidence interval [CI], 3.5-4.4 ng/ml),
whereas 7-KC concentration was significantly lower in
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Fig. 1. ESIMS/MS product ion spectra from the corresponding precursor ions. A: CT (m/z506). B: CT-d; (m/2513). C: 7-KC (m/z486).

D: 7KC-d; (m/2493).

children than in the adult group (95% CI, 10.2-12.4 ng/ml
vs. 14-19.5 ng/ml, respectively; P< 0.0001; Fig. 3A).

NPC patients. Plasma samples of all patients showed sig-
nificant differences for both CT and 7-KC compared with
controls (95% CI for CT, 62-275 ng/ml vs. 3.5-4.4 ng/ml,
P<0.0001;95% CI for 7-KC, 178-795 ng/ml vs. 11.8-14,

P<0.0001; Fig. 3B). A negative correlation between CT and
7KClevels and the age of disease onset was observed (Fig. 3C).
The highest levels of CT and 7-KC (>400 ng/ml and >
1,400 ng/ml, respectively) were found in patient 1, patient 2,
and patient 3 presenting the neonatal form of the disease
(supplementary Table 1), followed by patients presenting the
severe infantile form (CT range, 64-158 ng/ml, and 7-KC
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Analyte Cone Collision ~ MRM transition Retention
voltage (V)  energy (eV) time (min)
CT 25 25 506>104 4
T, 25 25 513104 4
7-KC 20 25 486>104 4.2
7-KC-d; 20 25 493>104 42
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Fig. 2. Optimized MS parameters in the MRM mode and chromatographic separation of CT and 7-KC.
Optimized MS parameters for the detection of each oxysterol (A) and MRM extracted ion chromatograms

of CT, CTd; 7KC, and 7-KC-d; (B).

range, 164-505 ng/ml) (Fig. 3C). Patients with late infantile,
juvenile, and adult forms present lower CT and 7-KC concen-
trations (range, 34-98 ng/ml and 73-203 ng/ml, respec-
tively) (Fig. 3C; supplementary Table 1). All the patients but
patients 11 and 13 presented the classical biochemical phe-
notype. Patients 11 and 13, with the juvenile form of the dis-
case, presented a variant biochemical phenotype that was
difficult to diagnose with the classical filipin staining, but CT
and 7-KC concentrations were significantly higher (CT, 51
and 98 ng/ml; 7-KC, 111 and 183 ng/ml) compared with
age-matched controls (supplementary Table 1). In addition,
it is interesting to mention the case of one asymptomatic pa-
tient (patient 7) presenting the classical filipin staining and
significantly high CT and 7-KC concentrations (CT, 57 ng/ml,
and 7-KC, 122 ng/ml; supplementary Table 1).

Other LSDs.  With the aim to know the possible overlap-
ping of both compounds with other LSDs we analyzed sam-
ples of Fabry, metachromatic leukodystrophy, mucolipidosis
II/111, and LAL deficiency. Plasma CT concentration in

1930 Journal of Lipid Research  Volume 56, 2015

these patients was in the control range except for patients
with LAL deficiency showing CT levels overlapping with
those observed in different clinical phenotypes of NPC
except the neonatal form (10.7, 22.2, and 49.3 ng/ml,
respectively); 7-KC was high in all LSDs tested (mean,
77.7 ng/ml; range, 29.6-178; Fig. 3D).

Peroxisomal disorders.  Patients with peroxisomal -oxidation

and biogenesis disorders showed normal CT, but some of
the patients presented high levels of 7-KC (Fig. 3D).

TABLE 1. Calibration curves prepared both in methanol-water

and plasma

Matrix Slope Intercept 7
CT

Methanol-water 0.0076 0.048 0.998

Plasma 0.0077 0.07 0.998
7KC

Methanol-water 0.0079 0.074 0.995

Plasma 0.0081 0.079 0.996
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TABLE 2. Validation results of CT and 7-KC by HPLC-ESI-MS/MS

CT

7KC

Calibration curve, n =5
Mean slope (range; SD)
Mean intercept (range; SD)
Mean coefficient of linear
regression, 1 (range; SD)
Imprecision (% CV)
Within day, n = 10

12.5 ng/ml 5.5

100 ng/ml 3.6

800 ng/ml 24
Between day, n = 10

12.5 ng/ml 5.8

100 ng/ml 5.8

800 ng/ml 29
Recovery (%), n=3

25 ng/ml 94.4

200 ng/ml 98.2

400 ng/ml 91.8
LOD (ng/ml),n=3 1
LOQ (ng/ml),n=3 3

0.0080 (0.0074-0.0089; 0.0006)
0.39 (0.29-0.44; 0.061)
0.9908 (0.9830-0.999; 0.006)

Accuracy (%)

0.0044 (0.0037-0.0049; 0.0005)
0.10 (0.09-0.12; 0.013)
0.9926 (0.9817-0.9975; 0.0058)

Imprecision (% CV)  Accuracy (%)

3.8 5.5 0.3
1.7 44 3.7
8.9 3.9 4.4
1.5 5.8 4
5.3 7.9 6.4
0.5 7.7 5.4
94
107
100.7
1
3

Sterol disorders. Patient with SLO syndrome showed
normal CT, but the levels of 7-KC were high in all three
patients (Fig. 3D). All CTX patients showed high levels of
CT and 7-KC (CT mean, 43.7 ng/ml, and range, 25.4-88.6;
7-KC mean, 830 ng/ml, and range, 137-1,529) clearly
overlapping with NPC patients (Fig. 3D). It is interesting
to remark that a big peak eluting prior CT was detected in
all CTX patients (Fig. 4). CT and this peak share the same
molecularion (m/2506) and the same prominent daughter
ion (m/2104) (Fig. 4) and fit well with the triol (3, 70,120
trihydroxycoprostane) already described to be found in
CTX (29). Interestingly, we have evaluated four CTX pa-
tients before and after treatment with chenodeoxy-cholic
acid, and as expected, 3a,7a,120-trihydroxycoprostane
and 7-KC showed an impressive decrease, but the levels of
CT remained unchanged (Table 3).

Patients with other disorders. Patients with galactosemia,
unspecific hepatic diseases, or different neurological
affectation and patients with familial hypercholesterol-
emia all showed CT and 7-KC within the control range
(Fig. 3D).

Correlation between total cholesterol and high levels of
CT and 7-KC in plasma

Spearman’s correlation analysis including all the pa-
tients available (NPC, CTX, and LAL deficiency) was as-
sessed and showed a moderate negative correlation
between total cholesterol and CT (r=—0.679, P< 0.0001),
and between total cholesterol and 7-KC (r = —0.687,
P < 0.0001; supplementary Fig. 4).

Sensitivity and specificity

To assess the performance of plasma CT as a potential
biomarker for patients with NPC, we calculated test sensi-
tivity and specificity. The contingency table for the diag-
nostic capacity showed high sensitivity (100%) and an
acceptable specificity (88.7%) (cutoff threshold of =8 ng/dl).
These results indicate an absence of false negatives and

a mild percentage of false positives (11.3%). ROC curve
used to determine the discriminatory capability of CT
between NPC patients and healthy subjects showed that
plasma CT has a high detection capability (AUC = 0.992,
P < 0.05). Concerning 7-KC, sensitivity and specificity
were 100% and 79.8%, respectively (cutoff threshold of
=22.8 ng/dl for age <18 years and =34.5 ng/ml for age
=18 years), without a false-negatives percentage, but with
a mild rate (20.2%) of false positives (AUC = 0.932, P<
0.05).

DISCUSSION

The first approach for the diagnosis of NPC is clinical
suspicion, and the gold standard methodology for the bio-
chemical diagnosis is filipin staining in cultured fibroblasts
(1-3). However, this method is time consuming, and some
forms of the disease present interpretation difficulties.
Therefore, it is desirable to have the concurrence of other
methods or other biomarkers to help the diagnosis of this
disease. Recent studies have shown that plasma CT and
7-KC could be potential biomarkers for the diagnosis of
NPC patients (8-13). We aimed to determine the sensitiv-
ity and specificity of these biomarkers for the diagnosis of
NPC compared with patients suffering from other lyso-
somal, peroxisomal, or sterol disorders, or other patients
with hepatic or neurological alterations, as well as patients
with familial hypercholesterolemia.

To this aim, we initially followed the method described
by Jiang et al. (9), but we could not validate it. We tried
several MS/MS conditions, at different concentrations
and several incubation times, but in none of them could
we find appreciable amounts of the bis-dimethylglycine
derivative of CT reported by these authors. On the con-
trary, we detected predominantly the mono-dimethylgly-
cine derivative of CT. In agreement with our findings,
Boenzi et al. (12) also showed that the bis-derivative of CT
was not formed, although the derivatization reagent was
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Fig. 3. Plasma CT and 7-KC concentration in controls, NPC patients, and other diseases. A: CT and 7-KC
concentration in controls: reference values by age range. B: CT and 7-KC in NPC patients. C: NPC patients
grouped by clinical phenotype. D: NPC patients compared with other diseases: LSD [metachromatic leuko-
dystrophy (n = 2), mucolipidosis II/III (n = 1), and LAL-deficient patients (n = 3)]; sterol disorders [CTX
(n=11) and SLO (n = 3)]; peroxisomal B-oxidation or biogenesis disorders (n = 14); galactosemia (n =5);
hepatic diseases (n = 19); patients with neurological involvement (n = 30); and patients with familial hyper-
cholesterolemia (n = 13). Black arrow indicates LAL-deficient patients. Black circle indicates CTX patients.

A, adult; AS, asymptomatic; Cts, controls; GALT, galactosemia; HC, hypercholesterolemia; HD, hepatic
diseases; J, juvenile; LI, late infantile; N, neonatal; NI, neurological involvement; P, peroxisomal diseases;
SD, sterol disorders; SI, severe infantile. Significant differences were considered when P< 0.05.
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Fig. 4. Plasma MRM of control, NPC, CTX, and LAL deficiency. MRM-extracted ion chromatograms of CT (506 > 104), CT-d; (513 >104)
7-KC (486 > 104), and 7-KC-d; (493 > 104) in a control, LAL-deficient patient, NPC patient, and CTX patient. CTX patient showed a peak
with the same 7-KC transition that eluted at 3.46 min (blue line) and is probably 7-a-hydroxycholest-4-en-3-one.

different. Our method showed a good analytical perfor-
mance with the capability to discriminate between patients
and controls. We have demonstrated that CT monoderiva-
tive and 7-KC monoderivative are stable compounds in a
wide range of concentrations and temperatures. There-
fore, both compounds in their monoderivative form were
good analytes to be used for the purpose of this study. In
addition, HPLC-MS/MS with ESI is an instrument avail-
able in most laboratories, whereas APCI (9) is not. There-
fore, our method and also the method described by Boenzi
et al. (12) represent an advantage as they facilitate the
general use of laboratories working in the diagnosis of in-

herited metabolic diseases. We would like to emphasize
that we participate in the external quality control program
“Special Assays in Serum” managed by ERNDIM (www.ern-
dimqa.nl), which includes CT and 7-KC. The mean value
obtained with the present method fits very well with the
mean value obtained by other laboratories using other
methods (data not shown).

Concerning NPC patients, a positive correlation between
CT and 7-KC profile and the clinical severity of the disease
was found. These results are in agreement with those re-
ported by other authors (8, 14). The neonatal form pre-
sented with the highest levels of both oxysterols, whereas

TABLE 3. Levels of CT, 3, 7a,12a-trihydroxycoprostane, and 7-KC before and after chenodeoxy-cholic

treatment in CTX patients
3a,7a,120-
CT Trihydroxycoprostane 7KC
CTX Patient PreT Post-T Pre-T Post-T PreT PostT
CTX-1 28 35 1,251 24 596 38
CTX-2 57 88 1,732 363 838 112
CTX-3 57 47 3,101 29 1,021 51
CTX4 55 48 2,588 121 1,529 56

T, treatment. Values are expressed as ng/ml.
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these levels were intermediate in the severe infantile form
and were much lower in the late infantile, juvenile, and
adult forms (Fig. 3C). Moreover, two patients with the vari-
ant biochemical phenotype (patients 11 and 13) included
in our study showed high CT and 7-KC, close to the levels of
patients with the classical phenotype. Consequently, the
method appears useful to identify those cases with doubtful
filipin staining, including the adult presentation and the
asymptomatic form of the disease. These data are remark-
able because few correlations between CT and 7-KC and
the biochemical and clinical phenotypes have been previ-
ously published (14).

To determine the specificity of these biomarkers, we
studied other diseases that might potentially have high lev-
els of CT and 7-KC. In fact, high levels of 7-KC were found
in all lysosomal diseases tested. These results are in agree-
ment with a previous study showing elevated 7-KC in
patients with Gaucher and infantile neuronal ceroid
pipofuscinosis (8). However, CT was only high in patients
with LAL deficiency, overlapping with the adult and the
infantile form of NPC (Fig. 3D). These results support the
data previously reported at the Society for the Study of
Inborn Errors of Metabolism (SSIEM) meeting in one
patient (30) with LAL deficiency and those reported many
years ago (31, 32) showing accumulation of oxygenated
esteryl esters, including 7-ketocholesteryl esters, 5,6-a-
epoxycholesteryl esters, and 5,6-B-epoxycholesteryl esters
in liver, spleen, and adrenal samples of patients with LAL
deficiency. In addition, Amraoui etal. (30) and Klinke etal.
(18) also reported an increase of CT and 7-KC in Niemann-
Pick type A and B (NPA/NPB) patients. Therefore, levels
of CT and 7-KC were higher than normal not only in NPC
but also in other lysosomal lipidosis. The primary product
of cholesterol autoxidation is cholesterol-5,6-epoxide (5,6
EC), which is then cleaved either enzymatically or nonen-
zymatically to give CT (15, 33-35). Moreover, a recent
study suggested that CT would be a substrate for ABCG1
(86) involved in cellular export of oxysterols, sterols, phos-
pholipids, and sphingomyelin, suggesting that ABCGI
would act as an oxysterol detoxification system removing
CT from cells. All these findings could explain the high
plasma levels of CT in these patients, which would result
from intracellular 5,6-EC accumulation, their hydrolysis
into CT, and their efflux to plasma via ABCG1. However,
it remains to be known how 5,6-epoxycholesteryl esters
could be transesterified.

Moreover, 7-KC was also high in patients with CTX and
SLO syndrome, as has been previously described (37-39),
butitis interesting to note that all CTX patients showed high
plasma levels not only of 7-KC but also of CT (Fig. 3D), data
not previously described, and a very big peak of another triol
presumably of 3a,7a,120-trihydroxycoprostane (Fig. 4). The
MS/MS data of this compound fit very well with the identity
of 3a,7a,120-trihydroxycoprostane, in the metabolic path-
way of cholic acid (40, 41); in addition, it is a substrate for
sterol 27-hydroxylase activity that is deficient in CTX. On the
other hand, this compound and 7-KC decreased dramatically
after chenodeoxy-cholic treatment (Table 3), whereas CT re-
mained unchanged. Therefore, it is quite clear that it is an

1934 Journal of Lipid Research  Volume 56, 2015

intermediate in cholic acid biosynthesis, and the most likely
possibility is 3, 7a,12a-trihydroxycoprostane. This peculiar
profile could be useful to distinguish CTX from NPC and
other lipidosis. Moreover, our results suggest that 3o, 7c,12a-
trihydroxycoprostane would be a good biomarker for treat-
ment monitoring.

Other patients with liver disease including cholestasis,
galactosemia, neurologic symptoms, or familial hypercho-
lesterolemia showed CT and 7-KC within the control
range, which therefore will not interfere with the diagno-
sis of the diseases previously mentioned.

In conclusion, we have demonstrated that CT is a sensi-
tive but not a specific biomarker of NPC disease. More-
over, the present procedure is quick and sensitive for the
diagnosis of all NPC variants. Based on this evidence, we
have included this approach in the firstline diagnostic al-
gorithm of NPC disease in our laboratory. Therefore, we
expect this inclusion will be of help to uncover new pa-
tients with not only NPC but also other diseases such as
CTX, SLO, LAL deficiency, or NPA/NPB.El

The authors thank Dr. Gregori Casals and Dr. Nayra Rico
from Servicio de Bioquimica y Genética Molecular, Hospital
Clinic, and Dr. Rafael Artuch from Hospital Sant Joan de
Deuwhoprovided plasmasamples from hypercholesterolemic
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Resultados

Supplemental Fig. 1. Mono-dimethylglycine derivatives of (1A) CT and (1B) 7-KC at

different concentrations and times of incubation.
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Samples (50, 200 and 2500 ng/mL) were incubated at 45°C in a shaking water bath (30
min, lh, 1.5h, 2h, 2.5h and 3h). Experiments were performed in triplicate. CT:
cholestane-3f3,50.,6p-triol; 7-KC: 7-ketocholesterol.
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Resultados

Supplemental Fig. 2. Selectivity of the assay for CT and 7-KC.

Selected chromatograms resulting from: (2A) analysis of methanol without internal
standards; (2B) plasma control without internal standards; (2C) methanol with added

CT and 7-KC as well as internal standards and (2D) plasma control with added internal

standards.
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Retention time for CT and CT-d7 was 4 min and for 7-KC and 7-KC-d7 was 4.2 min.
The MRM channels were 506>104, 513>104, 486>104 and 493>104 for CT, CT-d7, 7-

KC and 7-KC-d; respectively. CT: cholestane-33,5a,6p-triol; CT-d7: cholestane-
3B,5a,6B-triol-d7; 7-KC: 7-ketocholesterol; 7-KC-d7: 7-ketocholesterol-d;.



Resultados

Supplemental Fig. 3. Sample stability of CT and 7-KC.

(3A) Stability in 5 plasma samples from NPC patients with and without addition of

BHT; (3B) after 6 freeze-thaw cycles using 3 plasma samples from NPC patients; (3C)

after derivatization and storage at -20°C and (3D) after derivatization and storage at

room temperature.
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CT: cholestane-3,5a,6B-triol; 7-KC: 7-ketocholesterol; BHT: buthylhydroxytoluene;

P: patient; RT: room temperature.
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Resultados

Supplemental Fig. 4. Correlation between high levels of CT and 7-KC and total
cholesterol in NPC, CTX and LAL deficiency.
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Correlation is represented as Spearman’s correlation between CT and total cholesterol
(r=-0.679, p<0.0001) and between 7-KC and total cholesterol (r=-0.687, p<0.0001). CT:
cholestane-3f3,50.,6p-triol; 7-KC: 7-ketocholesterol.
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RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL

Las enfermedades raras se caracterizan por su baja incidencia en la poblacion general
(>1:2000). En este grupo se encuentran las enfermedades metabolicas hereditarias, que
en su mayoria son enfermedades graves, cronicas, degenerativas y en muchos casos
mortales, afectando en gran medida a pacientes en edad pediatrica.

La baja incidencia de estas enfermedades hace que su diagnostico sea muchas veces
dificil de establecer, dilatandose en el tiempo, por lo que en muchas ocasiones, estas
enfermedades estdn infradiagnosticadas. Por ello, el desarrollo de herramientas
sensibles, rapidas y robustas que posibiliten un diagnostico precoz de la enfermedad, asi
como la valoracion de su prondstico, es de sumo interés. Otro aspecto importante de
estas enfermedades es el desarrollo de terapias especificas y eficaces, ya que todavia son
inexistentes en muchos casos.

En esta tesis se estudian estos dos aspectos, el desarrollo de herramientas terapéuticas y
diagnosticas aplicado concretamente a dos enfermedades metabolicas hereditarias: la
deficiencia del transportador de creatina (CRTR) y la enfermedad de Niemann-Pick tipo

C (NPC).

1. DEFICIENCIA DEL TRANSPORTADOR DE CREATINA (CRTR)

Nuestro grupo empez6 a trabajar en este tema hace unos 10 afios, a raiz de la
descripcion de los primeros casos de pacientes con deficiencia de CRTR,
guanidinoacetato metiltransferasa (GAMT) y L-arginina:glicina amidinotransferasa
(AGAT) [59, 78-79, 82]. Un aspecto importante de estas enfermedades es que existe
tratamiento para la deficiencia de AGAT y GAMT, lo que supone un beneficio para la
mayoria de estos pacientes, ya que el pronostico de la enfermedad cambiard
radicalmente. Por el contrario, la deficiencia de CRTR no dispone actualmente de una
terapia. Como consecuencia, empez6 a surgir el interés por estas enfermedades con el
objetivo de identificar posibles pacientes y conocer de este modo su prevalencia en
nuestro pais. Por ello, en el marco de un trabajo comun entre nuestro centro, el Hospital
Sant Joan de Déu (HSJD) y el Centro de Diagnostico de Enfermedades Moleculares
(CEDEM) de la Universidad Autonoma de Madrid, se desarroll6 un proyecto FIS para

el diagnostico clinico, bioquimico y molecular de estas enfermedades.
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En una primera etapa del estudio, en nuestro centro se desarrollaron tres técnicas
bioquimicas para la deteccidon en orina y plasma de los biomarcadores especificos de
esta enfermedad, la creatina (Cr) y guanidinoacetato (GAA), mediante HPLC-
fluorescencia, HPLC-MS/MS y GC-MS. La metodologia de HPLC-ESI-MS/MS es
rapida y sensible, sin embargo, a diferencia de la metodologia mediante HPLC-
fluorescencia y GC-MS, ésta era poco accesible en la mayoria de los laboratorios. Por
ello, nuestro grupo decidi6 realizar un estudio intercomparativo entre los tres métodos
[282]. Los ensayos de validacion mostraron que todas estas técnicas tenian una buena
linealidad, sensibilidad, exactitud y recuperacion. Los tres métodos eran adecuados para
el analisis de GAA en orina, ademds de presentar una buena correlacion entre si, segun
los analisis de Passing-Bablock realizados. Sin embargo, cuando se comparaba la ratio
Cr/creatinina (Crn) se observd que los resultados obtenidos mediante HPLC-ESI-
MS/MS eran equiparables con los obtenidos mediante GC-MS, pero no con los de
HPLC-fluorescencia. También se establecieron por primera vez valores de referencia de
Cr y GAA en orina mediante las tres metodologias en nuestra poblacion control. No
obstante, se decidi6 finalmente utilizar s6lo HPLC-ESI-MS/MS tanto para el andlisis de
orina como de plasma, ya que tiene mayor sensibilidad y requiere de menos tiempo que
las otras técnicas. También se establecieron valores de referencia para Cr y GAA en
plasma [282].

Una vez realizado el anélisis de Cr y GAA en fluidos bioldgicos, es necesario realizar su
confirmacion diagndstica con segundas pruebas bioquimicas enzimaticas y el estudio
genético. En el afio 2001 el grupo de la Dra. Salomons [82] demostr6 que en un
paciente con deficiencia de CRTR la captacion de Cr en fibroblastos era deficiente, por
lo que se dictamin6 que esta prueba era un buen método diagnéstico para esta
enfermedad. Por ello, en una segunda etapa nuestro grupo se propuso de implementar
dicha metodologia siguiendo la descrita por Salomons y col. [82]. Se consigui6

establecer esta técnica con €xito y se obtuvieron valores control en fibroblastos.

La implementacion de todas estas técnicas de diagndstico junto con el trabajo clinico de
los neuropediatras del HSJD, nos permitio identificar los primeros 10 pacientes con
deficiencia de CRTR en el territorio espafiol, ademas de una paciente heterocigota, de
un total de 2800 pacientes analizados con retraso mental, del lenguaje, autismo y
epilepsia sin diagnostico conocido [102, 104, 283-284]. Estos resultados evidenciaron

que la prevalencia de esta enfermedad en nuestro pais era mas baja que la descrita en
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otras poblaciones [95, 285-287]. Ademas, se diagnosticaron los 3 primeros pacientes

con deficiencia de GAMT sobre un estudio de 1200 pacientes [288].

En cuanto a la terapia de la enfermedad, tal y como se ha comentado anteriormente, no
existe ningiin tratamiento eficaz para la deficiencia de CRTR. En esta enfermedad la
suplementacion con Cr resulta ineficaz debido, por un lado, a la elevada polaridad de la
Cr que dificulta su paso a través de la barrera hematoencefalica (BHE) y, por otro lado,
debido a la baja o nula capacidad de CRTR para transportar Cr al cerebro [34, 38]. Por
ello, las ultimas investigaciones para encontrar una terapia para esta enfermedad se
centran en el desarrollo de moléculas lipofilicas que sean capaces de cruzar la BHE de
una forma independiente de CRTR. La creatina-etil-éster (CEE) es una molécula
lipofilica derivada de la Cr que ha sido utilizada por muchos atletas para mejorar el
rendimiento fisico y que no tenia efectos secundarios [289]. Dada la disponibilidad de
este compuesto en el mercado y en base a esta evidencia se propuso de evaluar la
eficacia de la suplementacion de CEE en fibroblastos de pacientes con deficiencia de
CRTR. Los resultados en los cultivos celulares mostraron un incremento notable en la
concentracion de Cr intracelular, superior incluso al observado tras la administracion
con Cr monohidrato en concentraciones de 500 uM durante 72h de incubacion. Estos
resultados prometedores condujeron a tratar 4 pacientes con CEE durante 1 afio en el
HSJD, pero desafortunadamente el tratamiento no mostré mejoria clinica ni aumento en
el pico de Cr cerebral [290].

Algunos autores también describieron que la suplementacion con los precursores de Cr
producia un incremento en la sintesis de Cr intracelular en linfoblastos [109] y una
mejoria clinica en estos pacientes [110]. Como consecuencia, nuestro grupo se propuso
de analizar el efecto de la administracién de arginina y glicina en fibroblastos de
pacientes con deficiencia de CRTR con el objetivo de corroborar esta evidencia. Sin
embargo, los resultados mostraron que no habia diferencias en la concentracion de Cr
intracelular. Del mismo modo también se adiministrd arginina a 4 pacientes con

deficiencia de CRTR y tampoco se demostrd ninguna efectividad [112].

Todo este trabajo dio lugar a la publicacion de diversos articulos [102-104, 112, 283-
284, 288, 290] y a la realizacion de tres tesis doctorales [291-293]. A partir de entonces

nuestro grupo desarrollé un nuevo proyecto enfocado a la busqueda de terapias y al
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estudio de biomarcadores en las deficiencias cerebrales de Cr, con el que emergi6 parte

de esta tesis doctoral.

1.1  ESTUDIO DE POSIBLES TERAPIAS PARA LA DEFICIENCIA DEL
TRANSPORTADOR DE CR (CRTR)

Eficacia de los derivados de Cr (PCr-Mg-CPLX, CrOBzl y Au-HC-NPs)

Tras nuestro estudio de la efectividad de CEE [290], otros autores describieron nuevos
derivados de Cr (fosfocreatina-Mg-complex (PCr-Mg-CPLX), creatina-benzil-éster
(CrOBgzl) y nanoparticulas de oro (Au-HC-NPs)) [113, 294] cuya suplementacion en
cortes de cerebro de raton producia un incremento en la concentracioén de Cr intracelular
[113]. Ante estos resultados prometedores, el Dr. Balestrino de la Universidad de
Génova (Italia) responsable de estos estudios contactd con nosotros con el interés de
evaluar la eficacia de estos compuestos en los fibroblastos de pacientes con deficiencia
de CRTR. Establecimos una colaboracion para este estudio y ademas creimos también
de interés probar estos compuestos en células iPS. Estas, fueron obtenidas por el grupo
del Dr. J.C. Izpizua (Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona) a partir de
fibroblastos de los mismos pacientes, que fueron validadas en la presente tesis (Figura
suplementaria 1, Articulo 1) (FIS PS09/02128). Ademas, también probamos la
eficacia de estos derivados en otras lineas celulares como células endoteliales humanas
de vena umbilical (HUVEC) y células endoteliales microvasculares cerebrales humanas
(HBMEC), en las que silenciamos CRTR mediante la estrategia de silenciamiento
génico con siRNA con el objetivo de obtener un modelo in vitro de barrera
hematoencefalica (BHE) y endotelio vascular con las caracteristicas de la deficiencia de

CRTR (Fig. 20).
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Figura 20.
Silenciamiento de
SLC6A8 mediante siRNA
en células HUVEC Y
HBMEC.

(20A) Cribado de siRNAs
distintos en células HUVEC;
(21B)  Eficiencia de la
transfeccion analizada mediante
microscopia de fluorescencia
usando el  oligonucledtido
Block-1tTM Fluorescent Oligo;
(20C y 20D) Viabilidad celular
analizada mediante el ensayo de
MTT; (20E y 20F) Niveles de
expresion (mRNA) de SLC6A48
analizados mediante RT-PCR;
(20G y 20H) Niveles de
proteina  CRTR  analizados
mediante ELISA; (201 y 20J)
Captacion de Cr celular
analizada mediante HPLC-ESI-
MS/MS.

Cr: creatina; Mock: células
transfectadas solo con el agente
de transfeccion (Lipofectamine
RNAIMAX); scRNA: scrambled
SiRNA; SDS: sodium dodecil
sulfato; T: n transfecciones; NT:
no tratado.

Los experimentos se realizaron

en dos experimentos
independientes por duplicado.
Los datos mostrados

representan la media + DE.

A diferencia de lo que se observd en cerebro de raton [113], los niveles de Cr

intracelular que nosotros observamos tras la sobrecarga con dichos derivados no
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mostraron ningin incremento significativo, comparado con los obtenidos tras la

sobrecarga con Cr monohidrato (Fig. 21).

Figura 21. Captacion celular de PCr-Mg-CPLX, CROBZL y AU-HC-NPS en fibroblastos, iPS, HUVEC y

HBMEC.
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(21A-21D) Captacion celular en fibroblastos derivados de 3 pacientes con deficiencia de CRTR y fibroblastos control. (21E-
21H) Captacion celular en iPS obtenidas a partir de fibroblastos de pacientes con deficiencia de CRTR e iPS control. (211-21L)
Captacion celular en HUVEC transfectadas con siRNA y scRNA. (21M-21P) Captacion celular en HBMEC transfectadas con
siRNA y scRNA. Se utilizd Cr monohidrato como control de captacion celular. Las células fueron incubadas con cada uno de
los compuestos durante 24 h a 37°C y 5% CO2. Los niveles intracelulares de Cr fueron analizados mediante HPLC-ESI-
MS/MS.

Au-HC-NPs: nanoparticulas de oro de Cr; CF: fibroblastos control; ciPS: iPS control; Cr: creatina; CrOBzI: Cr-benzil-éster;
PCr-Mg-CPLX: complejo de creatinafosfato-magnesio; SCRNA: scrambled siRNA; NT: no tratado.

Los experiments se llevaron a cabo por duplicado. Los datos mostrados representan la media +DE.
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Estos resultados insatisfactorios nos condujeron a una revision metodoldgica. Después
de analizar varias posibilidades, observamos que las correspondientes soluciones
acuosas de PCr-Mg-CPLX y CrOBzl se hidrolizaban dando lugar a un aumento del
porcentaje de Cr libre y Crn y una baja proporcioén del compuesto puro como resultado
de una hidrolisis acuosa (Fig. 22). Estos resultados estaban en linea con las
observaciones hechas por Lunardi y col. [113] quienes demostraron que CrOBzl era
degradado a Crn y alcohol bencilico. En cuanto a las nanoparticulas de oro
desconocemos si pudo haber un proceso de agregacion influenciado por el pH o las
sales del medio, o si la entrada a la célula fue parcial. No hemos podido dar respuesta a
estas cuestiones ya que no disponiamos de ningin sistema de marcaje de este
compuesto ni de la técnica de microscopia electronica de transmision para comprobar su
entrada al interior de la célula. Las nanoparticulas fueron disefiadas y obtenidas por el
grupo del Dr. Balestrino. Se siguieron estrictamente las recomendaciones para su

disolucion proporcionadas por dicho grupo.

Figura 22. Composicion de las soluciones acuosas de PCr-Mg-CPLXy CrOBzl.
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Las soluciones se prepararon a una concentracion de 50 umol/L y fueron analizadas mediante HPLC-
ESI-MS/MS. En la figura esta representado el cromatograma en modo SIR (selected ion recording) para
(22A) PCr-Mg-CPLX y (22B) CrOBzl. CrOBzl: Cr-Benzil-éster; PCr-Mg-CPLX: complejo
creatinafosfato-magnesio.

Estos ensayos han ayudado a evidenciar que CrOBzl, PCr-Mg-CPLX y Au-HC-NPs no
retinen las caracteristicas Optimas para ser considerados como terapia de la deficiencia
de CRTR y han contribuido a la idea de que son necesarias otras estructuras derivadas
de la Cr que den lugar a compuestos mas estables. Recientemente se han descrito
nuevos derivados de Cr que parecerian ser buenos candidatos para dicha terapia, ya que

incrementan la Cr intracelular en comparacion con Cr monohidrato en modelos
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celulares y animales de la enfermedad. Algunos de estos compuestos son derivados de
Cr unida a amidas [116], Cr unida a ésteres de acidos grasos [115] o el compuesto
ciclico de la Cr, la ciclocreatina [114]. Dada esta evidencia, nos hemos puesto en
contacto con estos autores para evaluar la eficacia de estos compuestos en las lineas

celulares de que disponemos.
Eficacia de los precursores de Cr

Respecto a los precursores de Cr, existe discrepancia en cuanto a su eficacia. Algunos
autores han descrito un incremento de Cr cerebral en algunos pacientes con deficiencia
de CRTR tras la administraciéon de arginina y glicina [110-111] pero otros no han

observado ningun cambio [98, 112, 295].

Dada esta disparidad de resultados, decidimos evaluar el efecto de la administracion de
los precursores de Cr en fibroblastos de pacientes, en cé¢lulas HUVEC y HBMEC.
Desafortunadamente, se obtuvieron resultados similares a los que ya habiamos obtenido
previamente en fibroblastos [291], sin observar ningun incremento en la cantidad total
de Cr intracelular tras la administracion de glicina y arginina. Estos hechos nos
condujeron a comprobar si realmente tenia lugar la entrada de ambos aminoacidos al
interior de la célula. La captacion de arginina y glicina se confirmo en los fibroblastos y
también en las lineas celulares HUVEC y HBMEC, aunque en menor medida. Ademas,
también se observo una captacion mas notable de glicina que de arginina en las tres
lineas celulares (Fig. 23).

Estas diferencias podrian explicarse por la variedad existente de los transportadores de
arginina y glicina con caracteristicas cinéticas distintas.

Concretamente, la captacion de L-arginina en fibroblastos humanos se da
mayoritariamente mediante los sistemas (y") y (y'L) [296-299]. En este tipo celular, el
sistema (y") presenta una cinética de saturacion (Michaelis-Menten) con una Ky, de
0.02-1 mmol/L y una cinética no saturable a concentraciones superiores a 1 mmol/L
[297-298]. Estos datos estarian de acuerdo con los resultados encontrados en nuestro
trabajo, donde la captacion de arginina tras la dosis de 10 mmol/L fue més notable en
fibroblastos, probablemente debida a la cinética no saturable.

En el endotelio vascular, el transporte de arginina también se rige mayoritariamente por
el sistema (y") (Km=100-200 umol/L) y (y'L) (Km=1-40 pumol/L) y en menor medida
por el sistema (b°") (Km=3-4 mmol/L) [300-303]. De modo similar, en la BHE también
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se encuentra el sistema (y") responsable del transporte de arginina, hallandose en la
parte luminal y abluminal con una cinética de saturacion con una Kn=30-100 pmol/L
[303-305]. Esta evidencia podria explicar la captacion inapreciable de L-arginina en las
cé¢lulas HUVEC y HBMEC, tras su administracion a una concentracion de 10 mmol/L.
Con respecto a la glicina, diversos estudios en fibroblastos humanos han demostrado un
transporte de glicina mediante el sistema A con una K, alrededor de 1 mmol/L [306], lo
que estaria de acuerdo con la mayor entrada de glicina en fibroblastos observada en
nuestro estudio.

En la BHE el transporte de glicina esta asociado al sistema ASC [304] que se expresa en
la membrana abluminal pero no en la parte luminal [305]. La captacion de glicina desde
la sangre al cerebro parece ser que seria debida a una difusion pasiva [307-308] y se ha
sugerido que la glicina podria ser sintetizada de novo en el cerebro a partir de L-serina

como precursor [309-310]. La glicina actia como un neurotransmisor inhibitorio y tanto
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su recaptacion sinaptica como su trafico neuronal estdn mediados por transportadores
especificos, GLYT1 y GLYT2 [311]. La glicina como neurotransmisor esta
especialmente regulada en cerebro, lo que explicaria la distribucidén especial de los
transportadores de glicina en el endotelio capilar cerebral. Estos hechos permitirian una
salida de glicina desde el cerebro hacia la sangre para evitar una acumulacion de altas
concentraciones cerebrales de glicina. Estos estudios apoyarian los hallazgos de nuestro

trabajo, donde la captacion de glicina por las células HUVEC y HBMEC era mas baja.

Otro aspecto a tener en cuenta es la presencia de las enzimas involucradas en la sintesis
de Cr (AGAT y GAMT). La enzima AGAT se expresa mayoritariamente en higado,
riidén y pancreas, mientras que la enzima GAMT ha sido encontrada en musculo
esquelético, higado, corazéon y rifidon [3]. En cerebro se ha descrito también la presencia
de ambas enzimas aunque en baja proporcion [31] y raramente se co-expresan en el
mismo tipo celular [44]. La expresion de GAMT es baja en fibroblastos, tal y como se
ha descrito previamente [312] y posiblemente también lo sea en células endoteliales, lo
cual responderia a la ausencia de sintesis enddgena de Cr, tal y como hemos encontrado
en este trabajo tras la administracion de arginina y glicina. A dia de hoy existe una
carencia de informacion sobre la expresion de dichas enzimas en estos tipos celulares,

por lo que es dificil concluir esta hipotesis requiriendo de estudios adicionales.

Los resultados obtenidos por nosotros tras el tratamiento con precursores de Cr estarian
en linea con algunos estudios descritos en pacientes con deficiencia de CRTR, en los
que la administracion de arginina y glicina no suposo cambios en el pico cerebral de Cr
[98, 112, 295]. No obstante, existen discrepancias al respecto, ya que otros autores, si,
han observado un incremento de Cr cerebral en algunos pacientes tras la administracion
de precursores de Cr [110-111]. Sin embargo, a partir de nuestra experiencia, podemos
deducir que esta estrategia terapéutica con precursores de Cr no es eficaz en la

deficiencia de CRTR.

1.2. ESTUDIO DE BIOMARCADORES

La busqueda de biomarcadores especificos para una enfermedad es uno de los retos con

mas trascendencia en el campo del diagnostico bioquimico. Resulta muy interesante
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poder encontrar un marcador cuya alteracion sugiera o indique una patologia especifica
siendo util como herramienta para el diagnostico y/o prondstico de la misma, o incluso
para la monitorizacion de la respuesta a tratamientos. Al mismo tiempo, los esfuerzos se
aunan en la busqueda de biomarcadores que sean faciles de identificar y detectar, que
estén presentes en muestras biologicas faciles de obtener y que puedan ser analizados

mediante técnicas sensibles, robustas, sencillas y rapidas.

En las deficiencias cerebrales de Cr, los biomarcadores bioquimicos por excelencia son
la Cr y GAA [101]. Estos metabolitos juegan un papel importante en la homeostasis
energética de la célula formando parte del sistema Cr/creatina quinasa
(CK)/fosfocreatina (PCr). Por ello, uno de los objetivos de esta tesis fue el de estudiar el
papel de la CK y el sistema Cr/CK/CrP en su conjunto como biomarcadores de estas
enfermedades. También se propuso estudiar el papel de la Cr en el grupo de las
enfermedades mitocondriales, dada la funcion energética de la mitocondria y su

interconexion con el sistema de Cr.

1.2.1 SISTEMA Cr/CK/CrP/ATP

La Cr es un compuesto que juega un papel importante en el metabolismo energético
celular [51]. La Cr actiia como administrador de grupos fosfato de alta energia a través
de la CK, la cual convierte la Cr en CrP. Como consecuencia, el sistema
Cr/CK/CrP/ATP se comporta como una lanzadera desde sitios de produccion de energia
en la mitocondria a sitios de utilizacion de energia en el citoplasma [50]. Un estudio
previo llevado a cabo por Mercimek-Mahmutoglu y col. [117] describid niveles bajos
de CK en suero de un paciente con deficiencia de CRTR y en otro paciente con
deficiencia de GAMT. Esta evidencia nos impulso a evaluar el sistema energético en su
conjunto (Cr/CrP/CK/ATP) en fibroblastos de pacientes con defectos de biosintesis y de
transporte de Cr. Con esta finalidad, pusimos a punto la metodologia para el analisis
simultaneo de ATP, ADP, AMP, CrP y Cr mediante HPLC-ESI-MS/MS basandonos en
la metodologia sugerida por Jiang y col. [313] con algunas modificaciones. De este
modo, se consiguid obtener un método adecuado para el analisis de estos compuestos

(Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados de la validacion del método para el andlisis de ATP, ADP, AMP,
CrP Y Cr mediante HPLC-ESI-MS/MS.

ATP ADP AMP CrP Cr
Curva de calibracion
(n=6)
0.042 0.035 0.009 0.118
Media de I di 0.039
¢ ’;’mfl Z.”le)’;)’e”’e (0.037-0.057;  (0.018-0.048; (1 (0650 o1g) (0.0056-0.015;  (0.088-0.139;
80/ 0.008) 0.010) TR 0.004) 0.019)
0.019 -0.009 0.038 0.017 0.020
Media de . d d
¢ ’fm; jf’l;Ej”” @ (0.005-0.034; (-0.037-(+0.031); (-0.005-(+0.108);  (0.007-0.037; (-0.042-
80/ 0.012) 0.023) 0.044) 0.011) (+0.076); 0.044)
Media coeficiente de 0.9983 0.9972 0.9986 0.9973 0.9986
regresion lineal , r? (0.9929-0.9999; (0.9919-0.9993; (0.9971-0.9997;  (0.9931-0.9991; (0.9970-
(rango,;DE) 0.0026) 0.0027) 0.0009) 0.0024) 0.9996;0.0009)
Intra-dia, n=10
Imprecision (% CV)
1 nug/mL 8.7 6.9 4.5 14.1 6.7
8 pg/mL 4.4 3.9 5.1 8.7 7.3
64 pg/mL 5.8 6.1 8 9.9 4.3
Exactitud (% ER)
1 pg/mL -11 0.7 8.7 28.7 -47.1
8 pg/mL -6 -7.8 -10.8 -28.3 1.1
64 pug/mL -1.1 7.6 6.4 3.8 3.7
Inter-dia, n=10
Imprecision (% CV)
1 nug/mL 14.9 9.9 7.7 14 11.1
8 pg/mL 7.4 8.4 9.7 10.2 8.4
64 png/mL 3.2 6.6 8 5.4 7.9
Exactitud (% ER)
1 pug/mL -1.7 9.5 0.5 -27.4 -9.7
8 pg/mL 2.4 0.6 9.3 8 4.4
64 pg/mL 3.4 7.6 0.6 -1.1 4.4
Recuperacion (%), n=3
8 pg/mL 109.6 96.1 135.1 164 106.6
16 pug/mL 128.6 113.6 147 187.8 104.1
64 pug/mL 89.6 116.5 154.2 158.4 105.8
LD (ug/mL), n=3 0.25 0.25 0.25 0.5 0.024
LO (ug/mL), n=3 0.5 0.5 0.5 1 0.05

Cr: creatina; CrP: creatinafosfato; CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; ER: error
relativo; LD: limite de deteccion; LQ: limite de cuantificacion.

Nuestro estudio es el primero que ha analizado el sistema energético conjunto
Cr/CrP/CK/ATP en fibroblastos de pacientes con CCDS, pero la actividad intracelular
de CK no mostro diferencias significativas entre fibroblastos de controles y de pacientes
(Fig. 24A y 24B). Sin embargo, sobre un total de 4 pacientes analizados, se observaron
niveles bajos de CK en plasma en 2 pacientes con deficiencia de CRTR y en 1 paciente

con deficiencia de GAMT (Fig. 24A y 24B). Estos resultados estarian de acuerdo con

los descritos previamente [117].
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Figura 24. Niveles de ATP, ADP, AMP, CRP, Cry CK en pacientes con deficiencia de
CRTR y GAMT.
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Fibroblastos de pacientes CRTR-D y GAMT-D
ATP ADP AMP CrP Cr CcK
(nmol/mg  (nmol/mg (nmol/mg (nmol/mg (nmol/mg  (IU CK/g
proteina) proteina) proteina) proteina) proteina)  proteina)
Mediana 30.2 10.7 32 2.9 8.1 116
5th percentil 19.9 7.7 1.7 0.1 4.8 103.8
95th percentil 34.9 16.2 6.6 28.5 18.5 349.2
Minimo 19.9 7.7 1.7 0.1 438 103.8
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(24A) Actividad CK en plasma (1) y fibroblastos (2) en pacientes y controles. (24B) Valores de referencia de ATP,
ADP, AMP, CrP, Cr y CK en fibroblastos control y rango de valores en pacientes. (24C) Valores detallados de ATP,
ADP, AMP, CrP, Cr y ¢ representados mediante diagrama de cajas (box-and-whisker plots) con la media. La carga de
energia celular (@) se calcula como: ([ATP]+1/2*([ADP]))/([ATP]+[ADP]+[AMP]).
Se consideraron diferencias significativas cuando p<0.05 (*).
CK: creatina quinasa; Cr: creatina; CRTR-D: deficiencia del transportador de creatina; GAMT-D: deficiencia de
adenosil-L-metionina:N-guanidinoacetato metiltransferasa; CrP: creatina fosfato.
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Una posible explicacion del hecho que CK sea normal en fibroblastos mientras esta
disminuida en plasma podria residir en los distintos requerimientos energéticos tisulares
y en el tipo de isoforma tejido-dependiente. El método de cuantificacion de la actividad
CK que se utilizd en esta tesis estaba basado en la medida de la actividad total de las
isoformas de la CK [314-315]. Se ha descrito que la concentracion total de CK en suero
estd constituida en gran parte por la isoenzima CK-MM (expresada mayoritariamente en
musculo esquelético y cardiaco), seguido por la isoenzima CK-MB (expresada en
musculo cardiaco) en un bajo porcentaje (1-3%) y raramente la CK-BB (expresada en
cerebro) [314, 316]. En base a esta evidencia, se podria pensar que la actividad CK
reducida observada en suero en las CCDS podria ser el reflejo de una posible alteracion
mayoritariamente de la CKMM. Por el contrario, la CK en fibroblastos probablemente
sea normal debido a unos requerimentos energéticos mas bajos en este tejido.

Los niveles de Cr y CrP eran bajos en los fibroblastos de pacientes comparado con los
controles, tal y como se ha descrito previamente [82, 83] siendo mas reducidos en los
pacientes con deficiencia de CRTR que en los pacients con deficiencia de GAMT (Fig.
24B y 24C). A pesar de los niveles reducidos de Cr y CrP, y de la actividad normal de
CK en fibroblastos de los pacientes, el contenido de ATP y ADP estaba incrementado
(Fig. 24B y 24C). Una posible explicacion a esta situacion podria ser la siguiente: el
sustrato, Cr intracelular, se encuentra disminuida en la deficiencia de CRTR y GAMT,
debido a los defectos en el transporte y sintesis de Cr respectivamente, de modo que su
producto fosforilado (CrP) se encuentra limitado resultando en un bajo contenido en
CrP. Como respuesta a esta disminucion, los diferentes mecanismos celulares de
produccion de ATP se activarian con el fin de suministrar energia a la célula, lo que
podria explicar los altos niveles de ATP y ADP observados en los fibroblastos de estos

pacientes.

En conclusion, la actividad plasmatica, pero no la actividad en fibroblastos, de CK
podria ser un biomarcador de las CCDS. Ademas, el analisis individual del contenido de
Cr/CrP/ATP en los fibroblastos podria ser util para la evaluacion de la respuesta celular

a tratamientos.
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1.22 CR COMO BIOMARCADOR EN LAS ENFERMEDADES

MITOCONDRIALES

La Cr intracelular puede ser fosforilada a CrP mediante la accion de la enzima CK.
Existen distintas CKs, cada una de ellas con una funciéon especifica. Las isoformas
mitocondriales (MtCK) usan ATP para convertir Cr en CrP mientras que las isoformas
citosolicas (cCK) usan CrP para convertir ADP en ATP en los lugares de demanda de
energia, y para convertir el exceso de ATP en CrP para el almacenaje de energia [50-
51]. Dada esta evidencia, es obvio que existe una interconexién clara entre la
mitocondria y la Cr, desempefiando un papel importante en la homeostasis energética
celular. Estudios previos describian una correlacion entre la concentracion de Cr
plasmatica y las enfermedades mitocondriales sugiriendo la Cr como un biomarcador
util para el diagnoéstico de estas enfermedades [118-119]. Esta evidencia nos motivé a
comprobar dichos resultados en plasma de 33 pacientes diagnosticados con alguna
enfermedad mitocondrial [317-320] (Tabla 1, articulo 3) comparado con 196 sujetos
sanos. Esta motivacion surgié no sélo por el hecho de encontrar un biomarcador de
enfermedad mitocondrial, sino por el hecho de conocer en qué medida una enfermedad
del metabolismo energético mitocondrial pudiera ser causa de un falso positivo

bioquimico de deficiencia de CRTR.

El andlisis estadistico en el grupo control mostrd que existian diferencias significativas
(p<0.001) en la concentracion de Cr a la edad de los 11 afios. Por ello, se establecieron
dos grupos de edades control (Fig. 25A). Estos resultados estaban de acuerdo con otro
estudio previo, en el cual se demostr6 que la Cr disminuia con la edad [282].

Este trabajo permitié analizar el papel de la Cr en los pacientes con enfermedades
mitocondriales. De manera similar a los datos reportados por otros autores [118-119], la
media de la concentracion de Cr se encontr6 aumentada de manera significativa en el
grupo de pacientes respecto a los controles. Sin embargo, cuando se analizé de forma
individual, s6lo 9 pacientes presentaban elevacion de Cr (Fig. 25B). Estos hallazgos
también se evidenciaron en los trabajos reportados previamente, en los que se
observaron niveles de Cr elevados solo en algunos pacientes [118-119].

También es destacable el estudio de comparacién que llevamos a cabo entre los
pacientes con diagndstico definitivo y sin diagnostico definitivo de deficiencia de la

cadena respiratoria mitocondrial, segun el criterio sugerido por Bernier y col. [321] para
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la clasificacion de dichas patologias. En una evaluacion general de los 22 pacientes con
deficiencia de la cadena respiratoria se aprecioé una disminucioén de Cr en los pacientes
con un diagnostico definitivo de la enfermedad, respecto a los pacientes sin diagnostico
definitivo (Fig. 25C). No obstante, estas diferencias no fueron significativas, por lo que
se deduce que la Cr no seria util para la clasificaciéon del tipo de enfermedad

mitocondrial.

Figura 25. Concentracion de Cr en controles y pacientes con enfermedades mitocondriales.
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(25A) Valores de referencia de la concentracion de creatina (Cr) plasmatica obtenida mediante HPLC-ESI-
MS/MS. Los valores estan representados como diagrama de cajas (Box-and-whisker plots) con el valor minimo y
maximo. (25B) Cr plasmatica en la deficiencia de PDH y enfermedades mitocondriales: deficiencias de cadena
respiratoria, deplecion del mtDNA y defectos de NFU1. (25C) Cr plasmatica en pacientes con diagnostico
definitivo y sin diagnostico definitivo de deficiencia de cadena respiratoria mitocondrial, basado en el criterio de
Bernier y col. [321]. Se consideraron diferencias significativas cuando p<0.05.

Ademas, también nos planteamos si existiria una correlacion entre los niveles de Cr y

los de lactato, asi como con las actividades de la cadena respiratoria. Sin embargo, los
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datos obtenidos no mostraron ninguna asociacion entre ellos (Fig. 26). De igual modo
tampoco parecia existir una asociacion clara entre los niveles de Cr y un fenotipo clinico

particular.

Figura 26. Curvas
de regresion lineal
entre: Cr
plasmatica y lactato
. en sangre (264) y
Cr plasmatica y
actividades de la
cadena respiratoria
. (26B).

800+ 800

600

=Y
=3
=

-
=)
=

En pacientes con més
de un complejo de la

Creatina en plasma (umol/L)
~
>
>

Creatina en plasma (umol/L)

R cadena respiratoria
0 ® o % o . E afectado, se utilizd la
N o ot o actividad enzimatica
0 5 10 15 20 25 0 20 40 60 80 100 mas baja en el analisis
Lactato en sangre (mmol/L) Actividad enzimatica (Yorespecto al de correlacion.
valor mas bajo del control)

Creatina= 13.47 x lactato+58.8 Creatina= 1.079 x actividad enzimatica +74.7
> =0.168, p<0.05 = 0.045, p>0.05
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Con el proposito de conocer si la Cr podia considerarse como un posible biomarcador
de las enfermedades mitocondriales, decidimos calcular su sensibilidad y especificidad
en este contexto de patologias, ya que en los estudios anteriores no estaban recogidos
estos dos conceptos [118-119]. El analisis de nuestros datos mostrd que la Cr presentaba
una baja sensibilidad (60%) y una especificidad aceptable (83%), con un alto porcentaje
de falsos positivos (40%) y un bajo porcentaje de falsos negativos (17%) (Fig. 27).
Estos resultados demostraron que la Cr tenia una capacidad diagnostica baja en la

deteccion de pacientes con enfermedades mitocondriales.
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" Curva ROC Figura 27. Capacidad
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curva ROC para la Cr plasmatica es
de 0.064 (sensibilidad= 60%,
especificidad= 83%, valor de corte
> 120 pmol/L).
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En definitiva, nuestro estudio ha permitido afiadir informaciéon a la ya existente
previamente [118-119] con algunas consideraciones particulares. La elevacion de Cr
solo estaba presente en el 28% del total de pacientes con enfermedades mitocondriales.
Como consecuencia, la Cr no es un biomarcador sensible de estas patologias pero si
podria ser considerado en cierta forma especifico. Niveles elevados de Cr, junto con la
alteracion de otros biomarcadores, podrian reforzar la sospecha de una enfermedad
mitocondrial.

De todas formas, es necesario tener en cuenta en el diagnostico diferencial de la
deficiencia de CRTR que algunos pacientes con deficiencias de la cadena respiratoria

mitocondrial pueden tener elevaciones de Cr.
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2. ENFERMEDAD DE NIEMANN-PICK TIPO C

2.1. Colestano-3B,5a,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC) como biomarcadores

para el diagnéstico bioquimico de la enfermedad de Niemann-Pick tipo C

En la enfermedad de Niemann-Pick tipo C (NPC) la técnica de diagnostico bioquimico
por excelencia es la tincidon con filipina de los acumulos intracelulares de colesterol
libre. Esta es una técnica citoquimica sensible y especifica con la excepcion de algunos
casos de presentacion adulta de la enfermedad, en los que puede haber tinciones
dudosas e incluso semejantes a la obtenida en fibroblastos control, de modo que es
necesario el estudio molecular para su confirmacién diagnostica. Esta técnica es
invasiva ya que implica la obtencion de una biopsia de piel, ademés de ser un proceso
largo que requiere del cultivo de fibroblastos, lo que conlleva un retraso en el
diagnostico. Debido a estos problemas, en los tltimos afios se ha enfatizado la idea de
buscar un biomarcador sensible y especifico de la enfermedad de NPC cuyo andlisis
suponga un método fécil y rdpido de desarrollar.

El grupo del Dr. Pentchev [193] demostréo que en modelos animales de NPC, el estrés
oxidativo celular daba lugar a la presencia de productos de oxidacion del colesterol, en
particular el colestano-3f3,5a,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC) [194-195].
Posteriormente, Porter y col. [195] observaron que estos dos oxiesteroles, de manera
mas especifica el CT, se encontraban incrementados significativamente en plasma de los
pacientes NPC comparando con otras enfermedades lisosomales y con otras
neurodegenerativas. Los datos sugerian que estos productos podrian ser buenos
biomarcadores para el diagnostico de la enfermedad de NPC [195, 203]. Dada esta
evidencia, nos propusimos poner a punto la técnica para su analisis mediante HPLC-
ESI-MS/MS con la finalidad de mejorar el diagnostico de esta enfermedad. Basandonos
en el método publicado previamente por Jiang y col. [203] conseguimos detectar e
identificar el CT y 7-KC, con algunas modificaciones en el protocolo de preparacion y
extraccion de la muestra, asi como, en las condiciones para la separacion cromatografica
y la deteccion por espectrometria de masas. Contrariamente a estos autores, nosotros
detectamos mayoritariamente la forma mono- dimetilglicinato de CT en lugar de la
forma bis-dimetilglicinato (Fig. 28). Posteriormente, Boenzi y col. [208] también
observaron el derivado “bis” del CT, aunque ellos utilizaban acido dimetilaminobutirico

en lugar de la dimetilglicina como agente derivatizante.
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Figura 28. Espectro ESI-MS/MS de los iones de los productos de CT, CT-d, 7-
KC y 7-KC-d a partir de los iones precursores correspondientes.
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(28A): CT (m/z 506), (28B): CT-d; (m/z 513), (28C): 7-KC (m/z 486) y (28D): 7-KC-d, (m/z 493).
CT: colestano-3f3,50,6B-triol; CT-d, colestano-3f3,5a.,6B3-triol-d;; 7-KC: 7-cetocolesterol; 7-KC-d-:
7-cetocolesterol-d-.

En nuestros ensayos de optimizacion observamos que el derivado mono-

dimetilglicinato, tanto del CT como del 7-KC, era estable en un rango de
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concentraciones y a diferentes temperaturas (Fig. 29). Por ello, dedujimos que la forma

monoderivatizada era adecuada para ser utilizada para el proposito de nuestro trabajo.

Figura 29. derivados mono-dimetilglicina de CT (29A4) y 7-KC (29B) a diferentes
concentraciones y tiempos de incubacion.
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Las muestras (50,200y 2500 ng/mL) fueron incubadasa 45°C en un bafio de agua en agitacion (30
min, 1h, 1.5h, 2h, 2.5h y3h). Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. CT: colestano-
3B,5a,6B-triol; 7-KC: 7-cetocolesterol.

Una vez validado el método (Tabla 2), nos propusimos valorar estos oxiesteroles en una
cohorte de pacientes NPC diagnosticados en el territorio espafiol [322-325] (Tabla
suplementaria 1, Articulo 4). Los ensayos de validacion con muestras de pacientes NPC
mostraron que nuestro método discriminaba perfectamente entre sujetos sanos y
pacientes. Ademas, el instrumento HPLC-MS/MS con ionizacion de electroespray (ESI)
suele estar disponible en la mayoria de laboratorios, a diferencia de HPLC-MS/MS con

ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) que es minoritario [214].
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Tabla 2. Resultados de la validacion del método para el andlisis de CT y 7-KC

mediante HPLC-ESI-M S/MS.
CT 7-KC
Curva de
calibracion, n=5
Media de la
pendiente 0.0080 0.0044
(rango; DE) (0.0074-0.0089; 0.0006) (0.0037-0.0049; 0.0005)
Med’; de;f’ 0.39 0.10
ordenaaa
(rango: DE) (0.29-0.44; 0.061) (0.09-0.12; 0.013)
Media coeficiente de
i 5 0.9908 0.9926
regresion finedr, r (0.9830-0.999;0.006) (0.9817-0.9975;0.0058)

(rango,;DE)

Intra-dia, n=10

Imprecision (% CV) Exactitud (% ER) |Imprecision (% CV) Exactitud (% ER)

12.5 ng/mL 5.5 3.8 5.5 0.3
100 ng/mL 3.6 1.7 4.4 3.7
800 ng/mlL 24 8.9 3.9 4.4

Inter-dia, n=10

Imprecision (% CV)  Exactitud (% ER) |Imprecision (%CV) Exactitud (% ER)

12.5 ng/mL 5.8 L5 5.8 4
100 ng/mL 5.8 53 7.9 6.4
800 ng/mL 2.9 0.5 7.7 54
Recuperacion (%),
n=3
25 ng/mL 94.4 94
200 ng/mL 98.2 107
400 ng/mL 91.8 100.7
LD (ng/mL), n=3 1 1
LQ (ng/mL), n=3 3 3

CT: colestano-3B,5a.,6B-triol; CV: coeficiente de variacion; DE: desviacion estandar; ER: error
relativo; 7-KC: 7-cetocolesterol; LD: limite de deteccion; LQ: limite de cuantificacion.

Gracias a este trabajo, nuestro laboratorio fue pionero en Espafia en implementar la
metodologia mediante HPLC-ESI-MS/MS para el andlisis en plasma de CT y 7-KC.
Analizando 107 muestras de plasmas de sujetos sanos de nifos y adultos se consiguid
establecer un rango control de concentraciones de CT y 7-KC (Fig. 30A). A diferencia
de otros autores [195, 210-211], nuestro intervalo de normalidad incluia
concentraciones mas bajas de CT. En el caso de 7-KC se observaron diferencias
significativas entre el grupo de edad pediatrica y el grupo de edad adulta siendo la
concentracion de 7-KC mas baja en los nifios que en los adultos (Fig. 30A).

Los resultados de nuestro estudio ayudaron a corroborar la evidencia descrita hasta la

fecha [195, 203-213], detectandose niveles elevados de CT y 7-KC en nuestra cohorte
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de pacientes NPC (Fig. 30B). Un hecho remarcable de nuestro estudio fue la ausencia
de falsos negativos, a diferencia de otros autores que si han observado niveles normales

de CT en pacientes con mutaciones en NPCI/ y NPC2 [209, 211].

En linea con otros autores [195, 204, 206-207, 209, 211, 213], nuestros datos también
evidenciaron una correlacion entre los niveles de ambos oxiesteroles y el fenotipo
clinico/severidad, siendo mas elevados en la forma neonatal, intermedios en la forma

infantil severa y mas bajos en la forma infantil tardia, juvenil y adulta (Fig. 30C).

Nuestro estudio incluye dos pacientes con el fenotipo bioquimico variante los cuales
presentaron también niveles elevados de CT y de 7-KC de un orden similar a los niveles
hallados en el resto de pacientes que presentaban un fenotipo bioquimico clasico (Tabla
suplementaria 1, Articulo 4). Estos datos estarian de acuerdo con los resultados
presentados por Stampfer y col. [204] e indicaria que el ensayo tiene una buena
sensibilidad en aquellos casos en los que el test de la filipina no es tan claro como en las
formas clasicas. No obstante, un estudio reciente llevado a cabo por Romanello y col.
[213] describe niveles normales o levemente elevados en pacientes con fenotipo
bioquimico variante.

Por otro lado, nuestro estudio también incluye un paciente asintomdtico cuyos niveles

de CT y 7-KC se hallaban elevados (Tabla suplementaria 1, Articulo 4) (Fig. 30C).
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Figura 30. Concentracion plasmdtica de CTy 7-KC en controles, pacientes NPC
y otras enfermedades.
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(30A) Concentracion de CT y 7-KC en controles: valores de referencia por rango de edad. (30B) CT y 7-KC en pacientes NPC.
(30C) Pacientes NPC agrupados por fenotipo clinico (N: neonatal; SI: infantil severo; LI: infantil tardio; J: juvenil; A: adulto;
AS: asintomético). (30D) Pacientes NPC comparado con otras enfermedades: LSD (Fabry (n=5), Leucodistrofia metacromatica
(n=2), Mucolipidosis II/III (n=1) y deficiencia de LAL (n=3)); alteraciones del metabolismo de esteroles (XCT (n=11) y SLO
(n=3)); alteraciones de la beta-oxidacion peroxisomal o de la biogénesis (n=14); galactosemia (n=5); enfermedades hepaticas
(n=19); pacientes con afectacion neuroldgica (n=30) y pacientes con hipercolesterolemia familiar (n=13). Se consideraron
diferencias significativas cuando p<0.05.

CT: colestano-33,5a,6B-triol; Cts: controles; XCT: xantomatosis cerebrotendinosa; GALT: galactosemia; HC:
hipercolesterolemia; HD: enfermedades hepaticas; 7-KC: 7-cetocolesterol; LAL: lipasa acida lisosomal; LSD: enfermedades de
almacenaje lisosomal; NI: afectacion neurologica; NPC: Niemann-Pick tipo C; P: enfermedades peroxisomales; SD: alteraciones
del metabolismo de esteroles; SLO: Smith-Lemli-Opitz.

Flecha negra: pacientes con deficiencia de LAL. Circulo negro: pacientes XCT.
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Después de la publicacion del articulo 4, se han diagnosticado 2 nuevos pacientes NPC
a través del andlisis inicial de oxiesteroles (Tabla 3). En ambos pacientes se observd un
aumento de la concentracion de CT y 7-KC comparado con el rango de referencia,
aunque los niveles encontrados eran intermedios-bajos. Estos hallazgos se
correlacionarian con el fenotipo clinico ya que uno de los pacientes (paciente 17)
presentaba un fenotipo infantil precoz (y un fenotipo bioquimico variante) y el otro
paciente (paciente 18) presentaba un fenotipo juvenil. Ambos pacientes fueron
confirmados a posteriori con el estudio molecular del gen NPCI. Por otro lado, también
se ha identificado otro paciente NPC en edad adulta (paciente 19), con fenotipo clinico
neuroldgico sugestivo de la enfermedad y fenotipo bioquimico variante, en el cual los
oxiesteroles se encontraban moderamente elevados. Sin embargo, hasta la fecha, solo se
ha encontrado una mutacion en el gen NPCI, por lo que actualmente estd en estudio
mediante la secuenciacion masiva del genoma.

También se encontraron niveles elevados de CT y 7-KC en otro paciente de 4 afios
(paciente 20) que presentaba hepatoesplenomegalia y cuya muestra nos fue remitida
para el estudio de oxiesteroles. El estudio genético confirmé que se trataba de un

paciente NPB (Tabla 3).

Tabla 3. Fenotipo clinico, bioquimicoy genotipo de nuevos pacientes NPC y NPB diagnosticados
a traves del analisis de oxiesteroles.
R Edad al Sintomas A Fenotipo  Fenotipo ., Efecto en la CcT 7-KC
Paciente  analisis de .. Diagnéstico . Lo, Mutacion ,
, Clinicos Clinico  Bioquimico proteina (ng/mL) (ng/mL)
oxiesteroles
Retraso mental,
. ataxia, Infantil . ¢.[352 353delAG] p.[GInl19Valfs*8]+
a afios hipotonia, NPC precoz VR D6SGoA] [Glul089Lys] 100
cataplejia
. Torpeza . ¢[2903A>G] + p.[Asn968Ser|+
P18 17 afios psicomotriz NPC Juvenil ND [3557G>A] [Arg 186His] 29 87
Ataxia,
oftalmoplejia
P19 62 afios vertical, NPC Adulto  Variante  ¢.[2324A>CH{?]  p[GIn775Pro}+[?] 19 40
desordenes del
movimiento
. Hepatoespleno- c[1252C>T) + p.[Argd18%] +
P20 4 afios megalia NPB ND ND [1826_18284elGCC  [p. Are610del] 81 145
CT: colestano-3,5a,6B-triol; KC: 7-cetocolesterol; ND: no disponible; NPB; Niemann-Pick tipo B; NPC:
Niemann-Pick tipo C.

Pagina 1 8 3



Pagina 1 84

Resumen de resultados y discusion general

Toda esta informacién ha ayudado a conocer mejor cémo se comportan ambos
oxiesteroles en las diferentes formas fenotipicas de NPC y su papel como

biomarcadores en el diagnostico bioquimico de la enfermedad.

2.2 Colestano-3p,5a,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC) como biomarcadores

para la monitorizacion de tratamientos en la enfermedad de Niemann-Pick tipo C

En el estudio reportado por Porter y col. [195] se observo que existia una correlacion
entre los niveles de CT y 7-KC vy la respuesta al tratamiento con ciclodextrina en un
modelo felino de la enfermedad de NPC, mostrando una reduccién de los niveles de
ambos oxiesteroles tras la terapia. Esta evidencia nos motivé a evaluar la concentracion
de CT y 7-KC en muestras post-tratamiento de pacientes NPC con el objetivo de
conocer su papel como biomarcador para la monitorizacion de tratamientos.

Después de la publicacion del articulo 4 se estudiaron 3 pacientes que estaban bajo
tratamiento con miglustat, 1 paciente con ciclodextrina y 1 paciente con miglustat y
ciclodextrina. La concentracion de CT y 7-KC se analizé durante un periodo que fue
variable en los diferentes pacientes, desde meses (paciente 6, 12, 15 y 16) hasta
periodos mas largos, como fue el caso del paciente 4 al que se le realizé un seguimiento
durante 4 afos. En general, no se observaron mejorias notables en los niveles de ambos
oxiesteroles, permaneciendo en todos los casos por encima del rango de referencia
(Figura 31).

Estudios recientes en 2 pacientes que recibian tratamiento con ciclodextrina han descrito
una reduccion de la concentracion plasmatica de CT [326]. Por ello, creemos que seria
interesante realizar un seguimiento a largo plazo del paciente 6 y paciente 12 (que
estaban bajo tratamiento con ciclodextrina), para valorar mejor su respuesta
farmacoldgica. El hecho de no disponer de un nimero suficiente de muestras post-
tratamiento de un mismo paciente hace que nuestro estudio sea limitado con resultados
poco concluyentes.

Con respecto a la terapia con miglustat, no se ha descrito ningiin estudio acerca de los
niveles de CT y 7-KC en pacientes en tratamiento con este firmaco. Diversos estudios
que evaluan los efectos de miglustat sobre los sintomas clinicos y sobre la fisiopatologia

de la enfermedad de NPC ponen en entredicho su efectividad [266-267].
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Figura 31. Niveles plasmdticos de CT y 7-KC en pacientes NPC en tratamiento con miglustat
o ciclodextrina.
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La eficacia moderada de miglustat podria deberse a la parcialidad de su mecanismo de
accion, ya que actta reduciendo la produccion de glicoesfingolipidos en los Ls, pero sin
embargo, no actia sobre el metabolismo del colesterol, de modo que persiste el acimulo
lisosomal de colesterol libre, lo que explicaria la leve mejoria clinica de estos pacientes
[266, 267]. Esta evidencia estaria de acuerdo con el trabajo recogido en esta tesis, en el
que se observo que la concentracion de CT y 7-KC se mantenia elevada a lo largo del
tiempo sin mejoria notable en los diferentes pacientes que recibieron tratamiento con
miglustat (a corto y a largo plazo), probablemente debido a los niveles elevados del
precursor de los oxiesteroles, el colesterol intracelular. Estos resultados sugieren que CT

y 7-KC no serian buenos biomarcadores para evaluar ni los efectos agudos ni cronicos

del tratamiento con miglustat.
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2.3 Colestano-3p,50,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC) en otras enfermedades

Enfermedades lisosomales

Aunque CT y 7-KC estaban claramente elevados en los pacientes NPC, nos propusimos
evaluar ambos oxiesteroles en diversos grupos de enfermedades con el objetivo de
conocer la especificidad de estos marcadores. Una de las enfermedades lisosomales
ensayadas fue la deficiencia de lipasa acida lisosomal (LAL), caracterizada por una
acumulacion lisosomal de ésteres de colesterol y triglicéridos que es causada por la
incapacidad de LAL para degradarlos. La baja disponibilidad celular de colesterol libre
induce: una activacion, por mediacion de SREBP, de la HMG-CoA reductasa; una
activacion de la endocitosis del colesterol via los receptores LDL; un incremento de la
sintesis de apolipoproteina B y un incremento en la produccion de lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL). Como consecuencia de la activacion de todas estas vias se
produce un incremento de los niveles de colesterol libre, por ello, los pacientes con
deficiencia de LAL presentan dislipidemia con hipercolesterolemia, altos niveles séricos
de colesterol LDL, triglicéridos elevados y bajos niveles de colesterol HDL [327-328].

Un hecho interesante de nuestro estudio en los pacientes con deficiencia de LAL fue
encontrar niveles elevados no so6lo de 7-KC, sino también de CT, siendo éstos ultimos
similares a los hallados en las formas infantiles y adultas de la enfermedad de NPC (Fig.
30D). Estos resultados estarian de acuerdo con los descritos por Amraoui y col. [329] y
recientemente por Boenzi y col. [211] quienes también han encontrado niveles altos de
CT y 7-KC en plasma de pacientes con deficiencia de LAL. De manera similar, otros
autores ya describieron anteriormente el acimulo de productos de oxidacion del
colesterol incluyendo el 7-cetocolesteril éster, 5,6a-epoxicolesteril éster y 5,6[-
epoxicolesteril en higado, bazo y glandulas adrenales de pacientes con deficiencia de
LAL [330-331]. El 5,6-epoxicolesterol (5,6-EC) es un producto de oxidacion del
colesterol que puede convertirse en CT mediante la accidon enzimatica de hidrolasas
acidas [199-200], lo que explicaria los niveles elevados de CT en estos pacientes. Sin
embargo, aun quedaria por determinar coémo los ésteres de 5,6-EC se transesterificarian.
De igual modo, tal y como se ha mencionado anteriormente, en la deficiencia de LAL la
acumulacion de ésteres de colesterol da lugar a una deplecion de colesterol libre lo que
activaria la biosintesis endogena de colesterol mediante la activacion de la HMG-CoA
reductasa, por lo que este colesterol sintetizado de novo podria contribuir a la formacioén

de oxisteroles [327-328].
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En la enfermedad de Niemann Pick tipo A (NPA) y B (NPB) también se han descrito
concentraciones elevadas de CT y 7-KC [206, 210-211, 213, 329]. Esta evidencia la
pudimos corroborar recientemente en un paciente NPB tal y como hemos mencionado
anteriormente (Tabla 3). En la enfermedad de NPA y NPB existe una deficiencia de
esfingomielinasa lo que produce una acumulacién intracelular de esfingomielina.
Diversos estudios han demostrado que la esfingomielina inhibe la proteina NPC2, lo
que indica que la esfingomielina participaria en la secrecion del colesterol libre desde el
lisosoma hacia el exterior [167-168]. Un estudio llevado a cabo por Lee y col. [332]
demostro los efectos que producia el exceso de esfingomielina sobre el transporte
celular de colesterol en fibroblastos de pacientes NPB, donde se evidenciaba un
secuestro lisosomal y atrapamiento de esfingomielina y de colesterol libre intracelular.
Ademas, se demostrd un incremento en la biosintesis de colesterol de novo. Dada esta
evidencia, los altos niveles de oxiesteroles encontrados en los pacientes NPA y NPB
podrian reflejar la acumulacion de colesterol libre que se produce en esta enfermedad,

de una manera similar a la enfermedad de NPC.

En el resto de enfermedades lisosomales estudiadas (Fabry, leucodistrofia
metacromatica y mucolipidosis II/III), CT estaba dentro del rango de normalidad
mientras que 7-KC se encontraba incrementado (Fig. 30D) tal y como se observéd en
otras enfermedades lisosomales como Gaucher, lipofuscinosis ceroide neuronal,
mucopolisacaridosis tipo II o enfermedad de Pompe [195, 206]. Otros autores [207]
también encontraron niveles normales de 7-KC en la enfermedad de Tay-Sachs, Krabbe,
adrenoleucodistrofia, leucodistrofia metacromatica, mucopolisacaridosis tipo IIIB y

enfermedad de Wilson.

Todos estos hallazgos muestran que CT y 7-KC no sélo estan elevados en la

enfermedad de NPC, sino también en otras lipidosis lisosomales.

Enfermedades del metabolismo de los esteroles

Otro hallazgo destacable de nuestro trabajo fue el nivel elevado de CT en la enfermedad
de Xantomatosis cerebrotendinosa (XCT), hallazgo no descrito previamente (Fig. 30D).
De acuerdo con estudios previos [333-335], también se observaron concentraciones

altas de 7-KC. En la enfermedad de XCT existe una deficiencia de la 27-hidroxilasa
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(CYP27A1), cuyo sustrato es el 7-KC. La causa de los niveles elevados de 7-KC seria a
consecuencia del metabolismo reducido de esta enzima [336]. Ademas, parece ser que
parte de la acumulacion del 7-KC proviene también de la conversion del 7-
dehidrocolesterol en 7-KC por mediacion de la enzima 7-a-hidroxilasa (CYP7A1)
[337]. En estos pacientes existe una activacion de esta enzima en higado [333, 338]
produciendo una activacion de la sintesis del colesterol con niveles elevados de 7-
dehidrocolesterol [339]. Un estudio reciente de Bjorkhem y col. [335] describe una
nueva via de metabolizacién del 7-dehidrocolesterol a 7-KC en la que se forma un
producto intermedio, colesterol-7,8-epoxido. Este compuesto también se halla
incrementado en pacientes con XCT, y tras el tratamiento con 4cidos biliares se produce
una disminucion, tanto del 7-dehidrocolesterol y 7-ketocolesterol, como del colesterol-
7,8-epoxido [335].

Un hecho interesante de nuestro estudio fue la deteccion de un pico adicional en el
cromatograma de los pacientes XCT (Fig. 32A). Este compuesto comparte la misma
masa y la misma transicion que el CT, aunque el tiempo de elucion es distinto. En base
a datos bibliograficos todo apuntaba que podria tratarse de otro triol, el 3a, 7a, 12 a
trihidroxicoprostano (THC), producto de la via metabolica del &cido cdlico, el cual se

encuentra incrementado en pacientes XCT [340-341].

Dadas estas premisas analizamos varios pacientes con y sin tratamiento con acido
quenodeoxicolico (CDCA). Observamos que tras el tratamiento los niveles de este pico
disminuian considerablemente, mientras que los niveles de CT permanecian inalterados
(Fig. 32B), lo que apoyaria nuestra hipdtesis inicial de la posibilidad de que se tratara de
THC. Recientemente hemos podido comprobar nuestra hipotesis gracias a la cesion de
este compuesto sintetizado por el Prof. Bjorkhem (Karolinska, Suecia). Ello nos ha
permitido identificar sin ambigliedades que en efecto nuestro compuesto era THC. Este
perfil caracteristico podria ser util para distinguir los pacientes NPC de los pacientes
XCT. Ademas, los resultados tras el tratamiento con CDCA sugieren que el THC podria

ser un buen biomarcador para la monitorizacion del tratamiento en los pacientes XCT.
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Figura 32. Cromatograma (MRM) de un plasma control, paciente NPC, XCT y
deficienciade LAL.
A
Plasma Control Paciente NPC
- ——  CT (506>104)
—  CT-4, (513>104)
——  7-KC (486>104)
—  7KC-d, (493>104)f
\
/\
\
\ A —
Paciente con deficienciade LAL Paciente XCT or MEH Me
100 4‘ " Me
B
HO" H "OH
/ 3a,7a,120-Trihidroxicoprostano
4 4 (MRM 506>104)
|
\ / |
P } \ A /\A \\ // \ N
B
3a,70,120-
cr Trihidroxicoprostano 7-KC
Pre-T Post-T Pre-T Post-T Pre-T Post-T
P1 28 35 1251 24 596 38
P2 57 88 1732 363 838 112
P3 57 47 3101 29 1021 31
P4 55 48 2588 121 1529 56
(32A) Cromatogramas MRM de iones extraidos de CT (506>104), CT-d, (513>104) 7-KC
(486>104) y 7-KC-d; (493>104) en un control, paciente con deficiencia de LAL, paciente NPC y
paciente XCT. El paciente XCT mostr6 un pico, con la misma transicion que CT, que eluia a los
3.46 minutos (linea verde) y que es probable que sea 3a,7a,12a-trihidroxicoprostano. (32 B)
Niveles de CT, 3a,7a,12a-trihidroxicoprostano y 7-KC antes y después del tratamiento con acido
quenodeoxicolico en pacientes XCT. Valores expresados como ng/mL.
CT: colestano-3f3,5a.,6-triol; CT-d;: colestano-3f3,5a,6B-triol-d;; 7-KC: 7-cetocolesterol; 7-KC-
d;: 7-cetocolesterol-d;; T: tratamiento; XCT: xantomatosis cerebrotendinosa.

Por otro lado, en la enfermedad de Smith-Lemli-Opitz (SLO) también se hallaron
elevaciones de 7-KC en todos los pacientes, tal y como ha sido descrito previamente
[335, 342], aunque la concentracion de CT era normal (Fig. 30D). En estos pacientes
existen niveles incrementados de 7-dehidrocolesterol debido a la deficiencia de la 7-
dehidrocolesterol reductasa (DHCR7) que es la responsable de catalizar la reduccion de

7-dehidrocolesterol en colesterol [335, 337, 343-346]. De manera similar a la XCT, en
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los pacientes SLO parte del 7-KC se generaria a partir del 7-dehidrocolesterol/
colesterol-7,8-epoxido por accion de la enzima CYP7A1 [335, 337] cuya actividad es

normal o baja en estos pacientes [347].

Enfermedades peroxisomales y otras enfermedades

En el resto de enfermedades estudiadas (trastornos de la biogénesis y B-oxidacion
peroxisomal, galactosemia, enfermedad hepatica inespecifica  incluyendo
hepatoesplenomegalia y colestasis, hipercolesterolemia familiar y afectacion
neuroldgica) la concentracion de 7-KC y CT se hallaba dentro del rango de referencia, a
excepcidn de algunos pacientes con enfermedad peroxisomal que presentaban aumentos
de 7-KC (Fig. 30D). De acuerdo con nuestros resultados, Boenzi y col. [211] han
descrito recientemente niveles normales de CT y 7-KC en la hipercolesterolemia
familiar.

Cabe destacar que en todos los casos de colestasis y enfermedades hepaticas neonatales
analizadas los niveles de CT y 7-KC eran normales, al contrario de lo descrito por Polo
y col. [348]. Probablemente estas diferencias estén estrechamente relacionadas con la
etiologia del cuadro clinico y bioquimico. Los casos reportados por estos autores [348]
con elevacion de CT y 7-KC tenian un diagnoéstico claro de atresia biliar (a excepcion
de un paciente con colestasis al que se le encontré6 mutaciones en NPC2). Sin embargo,
estos autores también encontraron niveles normales de CT y 7-KC en un paciente con
colestasis neonatal transitoria, en linea con nuestros casos analizados en los que la
colestasis y el cuadro hepatico eran inespecificos sin ningin diagnostico definitivo de
patologia biliar o hepatica, probablemente transitorios. Ademas, el estudio de Polo y
col. [348] describia valores de CT mas bajos en los pacientes con atresia biliar que en
los pacientes NPC, por lo que sugieren la posibilidad de establecer diferentes niveles de
concentracion para distinguir ambos grupos de patologias. Estos autores también
encontraron niveles elevados de ambos oxiesteroles en algunos pacientes adultos con
hiperbilirrubinemia. Otro trabajo en el que se estudiaba la especificidad de 7-KC
también evidencid niveles elevados de 7-KC en un paciente con colestasis neonatal
intrahepatica causada por deficiencia de citrina [207]. Incluso en pacientes colestasicos
con enfermedad hepdtica crénica y en la infeccidon con el virus de la hepatitis C se han
observado niveles elevados de 7-KC [349-350]. Las alteraciones del metabolismo biliar

y las enfermedades hepaticas colestasicas podrian afectar a la homeostasis del colesterol
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y al estrés oxidativo, de modo que contribuiria a la formacion de oxiesteroles, en
particular de 7-KC. Toda esta evidencia implica la necesidad de evaluar con cautela

aquellos resultados elevados de CT y 7-KC.

24. ;Como se explicaria la salida de colestano-3p3,50,6p-triol (CT) y 7-

cetocolesterol (7-KC) desde la célula a la circulacion sanguinea?

El hecho de hallar estos oxiesteroles en el plasma de pacientes de las diferentes
enfermedades, probablemente sea debido al transporte de los oxiesteroles via los
transportadores ABC, involucrados en el eflujo celular de oxiesteroles, esteroles,
fosfolipidos y esfingomielina al exterior de la célula hacia las particulas HDL y sus
apolipoproteinas [351-353]. Estos transportadores han sido localizados en la membrana
plasmatica, peroxisoma, mitocondria, ER o cuerpos lamelares [354-357]; 7-KC ha sido
descrito como sustrato de estos transportadores, en particular del transportador ABCG1
[358]. Recientemente, se ha demostrado que CT también es sustrato para ABCG1 [359].
Diversos trabajos han descrito que ABCG1 no s6lo se encuentra en la membrana
plasmatica de la célula, sino también en los ETs, demostrando que ABCG1 desempefia
una funcién importante en la modulacion del trafico intracelular de los esteroles [360-
361]. Toda esta evidencia explicaria los niveles elevados de CT y 7-KC encontrados en
plasma en las diferentes lipidosis estudiadas, deficiencia de LAL, NPB y XCT, y
sobretodo de la enfermedad de NPC. En estas enfermedades, como en otras
neurodegenerativas, existe un elevado estrés oxidativo [201-202, 362-363], lo que
contribuiria a la formacién de oxiesteroles en el interior de la célula, que por mediacion
de ABCGI saldrian al exterior de la misma. De este modo, ABCG]1 actuaria como un

agente detoxificador de oxiesteroles eliminando CT y 7-KC de la célula.

2.5 Resumen del papel de colestano-33,50,6B-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-KC)

Con este trabajo hemos demostrado que CT y 7-KC son biomarcadores sensibles de la
enfermedad de NPC. CT puede estar incrementado en otras enfermedades como la
deficiencia de lipasa 4cida lisosomal (LAL), XCT o NPA/NPB, mientras que 7-KC es
mas inespecifico. El método que hemos desarrollado mediante HPLC-ESI-MS/MS es
un método rapido y sensible para el diagndstico de las formas variantes de NPC, por

ello, hemos incluido esta estrategia en la primera linea diagnostica de la enfermedad de
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NPC en nuestro laboratorio asistencial. Con ello, esperamos identificar nuevos
pacientes, no s6lo de la enfermedad NPC, sino también de otras enfermedades como

XCT, deficiencia de LAL o NPA/NPB.
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Conclusiones

1. Los modelos validados de deficiencia de CRTR, barrera hematoencefalica,
endotelio vascular, asi como cé¢lulas iPS, podrian ser una buena herramienta para
ensayar la eficacia de compuestos para dicha deficiencia.

2. El tratamiento con fosfocreatina-Mg-complex, creatina-benzil-éster y
nanoparticulas de oro unidas a creatina, no incrementa el contenido intracelular de
creatina en ninguno de los modelos ensayados. Por lo tanto, son necesarios productos
mas estables y mas lipofilicos que puedan atravesar las membranas celulares sin
necesidad del transportador de Cr o CRTR.

3. El tratamiento con arginina y glicina no supone ninguna mejoria en la sintesis
endogena de Cr, por lo que el tratamiento con precursores de Cr tampoco seria una
buena estrategia terapéutica.

4. La actividad plasmatica, pero no la actividad en fibroblastos, de creatina quinasa
podria ser un biomarcador de las deficiencias cerebrales de creatina (CCDS).

5. El analisis del contenido de Cr/CrP/ATP en fibroblastos de pacientes con CCDS
podria ser una herramienta util para la valoracion de la respuesta celular a tratamientos.
6. La Cr de forma aislada no seria un biomarcador sensible para las enfermedades
mitocondriales, aunque unido a otros biomarcadores mas especificos podria reforzar la
idea de una enfermedad mitocondrial.

7. En el diagnostico diferencial de la deficiencia de CRTR, es necesario tener en
cuenta que algunos pacientes con deficiencias de la cadena respiratoria mitocondrial
pueden tener elevaciones de Cr, lo que podria explicar los falsos positivos encontrados
en la deficiencia de CRTR.

8. El andlisis de oxiesteroles, colestano-3f3,5a,6p-triol (CT) y 7-cetocolesterol (7-
KC), mediante HPLC-ESI-MS/MS es una metodologia rapida y sensible capaz de
discriminar entre pacientes Niemann-Pick tipo C (NPC) y sujetos sanos. Ademas, el
método desarrollado es adecuado para el diagndstico de las formas variantes de la
enfermedad.

9. Todos los pacientes NPC presentan niveles altos de CT y 7-KC, con ausencia de
falsos negativos. CT puede estar incrementado en otras enfermedades como la
deficiencia de lipasa 4acida lisosomal (LAL), XCT o NPA/NPB, mientras que 7-KC es
mas inespecifico.

10.  Existe una correlacion entre los niveles de CT y 7-KC y el fenotipo

clinico/severidad de la enfermedad de NPC.
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11.  CT y 7-KC no son buenos biomarcadores para la monitorizacion terapéutica de
miglustat.
12.  Hemos demostrado por primera vez en la literatura que esta misma metodologia

nos permite identificar los pacientes con xantomatosis cerebrotendinosa (XCT)
mediante la deteccion del triol 3a, 70, 12 a trihidroxicoprostano. Dicho triol, es un
biomarcador adecuado tanto para la monitorizacion del tratamiento como para el
diagnostico de los pacientes con XCT.

13.  Hemos incluido el analisis de CT y 7-KC en la primera linea diagnoéstica de la
enfermedad de NPC en nuestro laboratorio asistencial. Con ello, esperamos identificar
nuevos pacientes, no solo de la enfermedad NPC, sino también de otras enfermedades

como XCT, deficiencia de LAL o NPA/NPB.
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