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1. La mitocondria

La mitocondria es un organulo intracelular pequefio de dimensiones
comprendidas entre 0,5-1 um presente en practicamente todas las células
eucariotas. Est4 formada por una doble membrana; la interna y la externa, las
cuales definen dos espacios: la matriz mitocondrial y el espacio intermembrana.
En la matriz se localizan las moléculas de ADN mitocondrial (ADNmt), las
proteinas necesarias para su replicacidon y transcripcién, los ribosomas
necesarios en la traduccién de las proteinas codificadas en el ADNmt y
enzimas implicadas en otros procesos metabolicos como ciclo de Krebs, B-
oxidacion de los acidos grasos. La membrana externa es permeable para
moléculas pequefias (<10 Kda), mientras que la interna es mucho mas
selectiva. Esta restriccion de paso de moléculas por parte de la membrana
interna es determinante para mantener el gradiente de protones necesario en la
sintesis del acido adenosin trifosfato (ATP).

La mitocondria también interviene en la biosintesis de otros componentes
celulares: pirimidinas, fosfolipidos, nucleétidos, acido félico, grupo hemo, urea y
una gran variedad de metabolitos [1].

Debido a su importancia, se ha considerado que una de las funciones
fundamentales de la mitocondria es la oxidacion de substratos energéticos
(metabolismo oxidativo), cuya finalidad es la de producir energia en forma de
ATP. EIl dltimo paso, conocido como fosforilacion oxidativa (OXPHOS), es
realizado por cinco complejos multienzimaticos (Complejo 1-V), localizados en
la membrana mitocondrial interna. Esta visibn metabdlica es parcial y ha
cambiado radicalmente en los ultimos 15 afios al identificarse varios procesos
celulares en los que la mitocondria desempeila un papel central,
fundamentalmente la muerte celular programada (apoptosis) [2], la sefializacion
intracelular mediada por calcio [3] y especies reactivas de oxigeno (ROS) [4].
Una de las caracteristicas mas peculiares de la mitocondria es la posesion de
un sistema genético propio, con parte de la maquinaria necesaria para la
expresion de proteinas funcionales, siendo las mitocondrias altamente
dependientes de un gran numero de proteinas codificadas en el ndcleo, tanto

para la formacion del organulo como para la expresiéon de su genoma.
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2. La Cadena Respiratoria. Sistema de Fosforilacion Oxidativa (OXPHOS)

La mitocondria genera la mayor parte de la energia que requieren las células
eucariotas mediante la oxidacién aerdbica de substratos. El proceso oxidativo
estd acoplado a la cadena de transporte electrénico, encargada de transformar
el potencial oxidorreductor generado en el metabolismo oxidativo en energia en
forma de ATP.

La cadena respiratoria esta constituida por cinco complejos multienzimaticos y
dos moléculas que actian como nexos de unién (el coenzima Q y el citocromo
C). Los tres primeros complejos (complejo I, II, Ill) acttan como transportadores
electrénicos. ElI complejo IV utiliza los electrones que recibe para reducir el O,
a H,O. El complejo V es la ATP sintasa, encargada de la sintesis de ATP.
Ademas, para el perfecto funcionamiento del sistema son necesarios tres
enzimas mas: la dihidroorotato CoQ oxidorreductasa (DHO-CoQO), la
flavoproteina transportadora de electrones CoQ oxidorreductasa (ETF-CoQO) y
el translocador de nucledtidos de adenina (ANT), encargado de exportar al
exterior el ATP sintetizado, a la vez que introduce en la matriz el ADP y el P;.

La glucdlisis y el ciclo de Krebs generan una cantidad relativamente baja de
energia en forma de ATP. En cambio, aportan el poder reductor necesario para
la sintesis de ATP mediante seis reacciones de deshidrogenacion (una en la
glucolisis, otra en la reaccion de la piruvato deshidrogenasa y cuatro en el ciclo
de Krebs). Estas reacciones reducen 10 moles de NAD" a NADH, y dos moles
de FAD a FADH,, por molécula de glucosa.

Los coenzimas reducidos NADH + H* y FADH, procedentes del catabolismo de
los nutrientes celulares, se oxidan y ceden sus electrones a la cadena de
transporte electronico y finalmente al O,. La transferencia de electrones de
unos transportadores a otros, que se realiza de forma secuencial a favor de
potencial oxidorreductor, esta acoplada al bombeo de H* desde la matriz
mitocondrial al espacio intermembrana. El gradiente electroquimico que se
establece se manifiesta como un gradiente de pH y una diferencia de potencial
a través de la membrana mitocondrial interna. La energia generada por la
disipacion del gradiente de H* a través de la ATP-sintasa es utilizada para

fosforilar el ADP, con la consiguiente formacion de ATP.
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Esta reaccion es reversible y la ATP-sintasa puede mantener el gradiente de H*

a expensas de la hidrélisis de ATP [5].

SISTEMA OXPHOS

NADH + H* NAD%2HT

Fig.1 Representacion esquematica del sistema OXPHOS.

El correcto funcionamiento del sistema OXPHOS requiere la accién coordinada
de una serie de complejos enzimaticos multiheteroméricos localizados en la
membrana interna mitocondrial.

Estos incluyen los complejos |, Ill, y IV, responsables de la translocacion de los
protones desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana, la ATP
sintasa, o complejo V y una serie de complejos accesorios que suministran
electrones a la coenzima Q (ubiquinona) que incluyen el complejo Il (succinato-
ubiquinona oxidoreductasa), la flavoproteina-ubiquinona oxidoreductasa y la
dihidroorotato deshidrogenasa [6].

Algunos procesos de transporte en la membrana mitocondrial son
dependientes del gradiente electroquimico generado por el sistema OXPHOS,
e incluyen el transporte no soélo de metabolitos sino también de iones
inorganicos como fosfato, sodio, potasio o calcio.

El sistema OXPHOS también juega un papel crucial en el mantenimiento de los
balances (equilibrios) redox, acido-base y metabdlico de la célula, y por

extension en los compartimentos extracelulares [6].
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Ademas, el potencial electroquimico generado por el sistema OXPHOS esta
implicado en el proceso de termogénesis que tiene lugar en el tejido adiposo
marron. Mediante la accion de la proteina desacoplante 1 (UCP1), la energia
quimica generada por el gradiente de protones se disipa en forma de calor [7].
Existen otras proteinas desacoplantes (UCP2 y UCP3) implicadas en la
regulacion de la produccion de ROS como mecanismo de proteccion ante el

estrés oxidativo.
3. EI ADN mitocondrial (ADNmt)

Aunque han pasado mas de cuatro décadas desde el descubrimiento del
ADNmt [8] y actualmente se ha secuenciado completamente el ADNmt de
cientos de especies diferentes, aun se desconocen muchos aspectos sobre los
mecanismos implicados en regular su replicacion y expresion.

Cada mitocondria contiene su propio genoma en un namero de copias que
oscila entre uno y diez. El ADNmt es una molécula circular de doble cadena
que se encuentra formando parte de complejos nucleoproteicos asociados a la
membrana mitocondrial interna denominados, por analogia a los cromosomas
bacterianos, nucleoides [9]. Dichos nucleoides se consideran la unidad de
transmision y herencia del ADNmt. En humanos se han descrito 27 proteinas
presentes en los nucleoides junto al ADNmt.

De éstas, 11 estan directamente implicadas en el metabolismo del ADNmt
como la ADN polimerasa mitocondrial y, una proteina con actividad 5’-3° ADN
helicasa (Twinkle), la proteina de union a cadena sencilla (mtSSB), o el factor
de transcripcion mitocondrial A (TFAM) [10].

Estudios realizados en levadura sobre los mecanismos que controlan la
segregacion de los nucleoides apuntan a la existencia de una maquinaria
dedicada a coordinar dicha segregacion con la dindmica mitocondrial y la
division celular [11].

En humanos, la molécula de ADNmt tiene un tamafo de 16549 pares de bases
y su secuencia completa fue publicada en 1981 [12]. Su capacidad codificante
es muy limitada puesto que codifica exclusivamente 37 genes: 13 polipéptidos
que forman parte de complejos OXPHOS, 2 ARN ribosémicos (ARNr 12S y
16S) y 22 ARN de transferencia (ARNY).
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Las trece proteinas codificadas en el genoma mitocondrial son subunidades
estructurales de los complejos del sistema OXPHOS: 7 subunidades (ND1,
ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 y ND6) de las 46 que forman el complejo | (NADH
deshidrogenasa), una (citocromo b, Cit b) de las 11 del complejo Il (complejo
bc,), tres (COIl, COIll, COIlll) de las 13 del complejo IV (citocromo C oxidasa) y
dos (ATP6 y ATP8) de las 16 proteinas que forman el complejo V (ATP sintasa)
(Figura 2). El resto de subunidades polipeptidicas que forman estos complejos,
juntamente con todas las subunidades del complejo I, y todas las proteinas
reguladoras del metabolismo del ADNmt, estan codificadas por el genoma
nuclear. Todas ellas se traducen en el citoplasma y son importadas a la
mitocondria mediante translocasas localizadas en las membranas

mitocondriales [13].

Human mtDMNA NDS

(]
o p

Co— MDA

L
L )

Fig.2 Representacion del ADNmt humano. En el exterior se representa la cadena pesada y
en el interior la cadena ligera. Los ARNt se representan por el cédigo de letras del aminoacido
correspondiente. Se indican las posiciones de los origenes de replicacién de la cadena pesada

(ori H) y ligera (ori L).
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En mamiferos, la composicion de nucledtidos de las dos cadenas del ADNmt
es diferente: una de ellas es rica en residuos de guanina y timina y se
denomina cadena pesada (H), mientras que la otra se denomina cadena ligera
(L). Algunas de las -caracteristicas del ADNmt se pueden considerar
consecuencias evolutivas de su pasado. Asi, los genes estructurales del
ADNmt no poseen ni 5 ni 3 UTR; no contienen intrones, y los espacios
intergénicos son minimos, llegando en algunos casos a solapar entre ellos. En
la Unica regidn no codificante, que se denomina D-loop en mamiferos, se
localizan el origen de replicacién de la cadena pesada (ori H) y los promotores

a partir de los cuales se inicia la transcripcidon mitocondrial (LSP y HSP).
4. Genética Mitocondrial

La genética del ADNmt presenta una serie de caracteristicas que la diferencian
de la del ADN nuclear (ADNn) y que hay que tener en cuenta a la hora de
abordar el diagnostico de las enfermedades mitocondriales.

4.1 Herencia Materna

El ADNmt se hereda por via materna. La pequefia cantidad de genoma
mitocondrial contenido en el espermatozoide raramente entra en el ovulo, y
cuando lo hace es eliminado de forma activa.

Por lo tanto, una madre afectada podra transmitir la enfermedad a toda su
descendencia, pero soélo sus hijas la transmitiran a la siguiente generacion.

La cantidad de moléculas que lleve cada uno de sus 6Ovulos puede ser muy
variable, debido a un fenbmeno de restriccion y amplificacion conocido como
Bottle-Neck (cuello de botella). Este fendbmeno hace que el numero de
moléculas de ADNmt que se transmiten de madre a hijo sea muy pequefia [14].
Para hacerse una idea, en vaca se ha estimado que tan sélo 5 moléculas de
ADNmt repueblan el ADNmt de la siguiente generacion [15].

La concepcion clasica de la transmision del ADNmt exclusivamente via
materna se cuestioné cuando en el afio 2002 se publicdé un trabajo donde se
mostraban evidencias de herencia paterna en un paciente de miopatia

mitocondrial esporadica con una microdelecciéon en el gen ND2 [16].
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Ademas, el estudio de este caso permiti6 demostrar la existencia de
recombinacién entre las dos poblaciones de ADNmt presentes en el paciente
[17].

Sin embargo, estudios posteriores no han encontrado evidencias de herencia
paterna en pacientes con miopatias mitocondriales esporadicas [18], [19]. Asi
pues, se puede seguir considerando que como regla general el ADNmt se
hereda de la madre, siendo los casos de herencia paterna un hecho
excepcional debido a un fallo en la eliminacion del ADNmt paterno durante la

fusion de los gametos.
4.2 Poliplasmia

En cada célula hay centenares o miles de moléculas de ADNmt, dependiendo

de sus requerimientos energeéticos.
4.3 Homoplasmia y heteroplasmia

Es la consecuencia de la naturaleza poliploide de cientos a miles de copias por
célula del genoma mitocondrial. De una manera simplificada, homoplasmia es
cuando todas las copias del genoma mitocondrial son idénticas y heteroplasmia
cuando coexisten dos 0 mas genotipos distintos.

Algunas mutaciones pueden afectar a todas las copias del genoma
mitocondrial (mutacibn homoplasmica) mientras que otras soOlo estaran

presentes en algunas copias del genoma (mutacién heteroplasmica).
4.4 Efecto umbral

El efecto umbral hace referencia a la existencia de un nivel minimo de mutacion
para que exista expresion fenotipica o bioquimica del defecto mitocondrial [20].
El fenotipo de una célula con heteroplasmia dependera del porcentaje de
ADNmt mutado, es decir, del grado de heteroplasmia.

Si el nimero de moléculas mutadas es pequefio se produce una
complementacion de la funcion con las moléculas de ADN normales y no se
manifiesta el fenotipo mutado. En cambio, si el nimero de moléculas mutadas

sobrepasa un umbral determinado se manifestara la patologia.
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Este umbral viene regido por las necesidades energéticas de cada tejido; si la
produccion de ATP llega a estar por debajo de los minimos necesarios para el
funcionamiento de los tejidos, se manifiesta la patogenicidad. Por este motivo
los tejidos que tienen mayores requerimientos energéticos como son musculo y

sistema nervioso central, suelen ser los mas afectados.
4.5 Transmision del ADNmt

Una mutacion homoplasmica se transmite a toda la descendencia materna. Sin
embargo, existen factores adicionales que hacen que la expresion del defecto
mitocondrial pueda ser diferente entre los portadores de dicha mutacion. Por
ejemplo, muchos pacientes con LHON tienen mutaciones homoplasmicas en el
ADNmt. Aunque toda la descendencia herede la mutacion sélo algunos,
aproximadamente el 50% de los hombres y el 10% de las mujeres
desarrollaran la enfermedad, indicando que existen factores de origen nuclear
modulando la expresién fenotipica de estas mutaciones [21].

El caso de las mutaciones heteroplasmicas es aun mas complicado. A los
factores nucleares y medioambientales se une el hecho de que durante la
oogénesis se produce un cuello de botella genético que hace que la cantidad
de ADN mutado que hereda la descendencia sea variable [20].

4.6 Segregacion mitética

Aunque el mecanismo de distribucion de las mitocondrias (y el ADNmt) en las
células hijas durante el proceso de division celular no se conoce, hoy en dia se
asume que las mitocondrias se segregan al azar. Como consecuencia, a partir
de una condicion inicial de heteroplasmia, durante la proliferacion celular (por
ejemplo en la embriogénesis) las diferentes células van heredando diferentes
proporciones de moléculas con mutacién y salvajes.

El resultado final es que los diferentes tejidos del organismo constituyen un
mosaico y, a priori, el porcentaje de ADNmt mutado presente en un
determinado tejido es impredecible, y varia entre los diferentes hermanos de

una familia que sufre una enfermedad mitocondrial.
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4.7 Elevada tasa de mutacion

La tasa de mutacion espontanea del ADNmt es de unas 10 veces superior a la
del ADNn [22]. Debido a esto, hay una gran variacion de secuencias entre
especies y, hasta, entre individuos de una misma especie. Ademas de estas
diferencias, en un individuo determinado, se producen constantemente a lo
largo de la vida una heterogeneidad en el ADNmt como consecuencia de las
mutaciones originadas en las células somaticas.

Se ha propuesto que la acumulacion de este dafio mitocondrial podria ser la
causa de la disminucion en la capacidad respiratoria de los tejidos en el
proceso de envejecimiento [23]. La variacion existente en la secuencia del
ADNmt de diferentes individuos es muy util para estudios antropolégicos,
etnolégicos y forenses, y a la vez es la base de la hipétesis que postula que el
hombre actual desciende de una mujer que vivié en Africa hace unos 200.000

afos (Eva Mitocondrial) [24].
5. Las enfermedades mitocondriales

Dado el amplio nimero de procesos celulares en los que participa la
mitocondria, no es extrafio que los defectos en la fisiologia mitocondrial estén
asociados a un numero cada vez mas amplio de enfermedades y sindromes
gue abarcan practicamente todas las especialidades médicas. El concepto de
enfermedad mitocondrial data de 1962, cuando el grupo de Rolf Luft describio a
una paciente con hipermetabolismo severo no debido a enfermedad tiroidea
[25]. Curiosamente, la primera enfermedad mitocondrial descrita puede que sea
también la menos frecuente; sé6lo se ha descrito un caso méas de sindrome de
Luft desde que se describio el primero hace mas de 40 afios.

A partir de la sistematizacion de los estudios bioquimicos, fue posible una
primera clasificacion de las enfermedades mitocondriales en funcién de las 5
etapas principales del metabolismo mitocondrial que estaban afectadas:
transporte de substratos, utilizacion de substratos, ciclo de Krebs, cadena de
transporte electronico y acoplamiento oxidacion/fosforilacion [26].

Pronto el uso del término enfermedad mitocondrial se empezo6 a restringir a

aguellas enfermedades donde el defecto afectaba a la cadena respiratoria.



12 | Introduccién

Las primeras mutaciones en el ADNmt se describieron en 1988. Se trataba de
una delecion en el ADNmt de pacientes con miopatia mitocondrial [27] y una
mutacion en el gen ND4 en una familia con neuropatia Optica hereditaria de
Leber (LHON) [28].

En 1989 se describié una familia donde la oftalmoplejia externa progresiva era
heredada de manera autosomica dominante asociada a la presencia de
deleciones multiples en el ADNmt [29].

Era la primera evidencia de un nuevo grupo de enfermedades mitocondriales
de origen nuclear. Esto hizo volver la mirada al nucleo y la primera mutacion en
el ADN nuclear asociada a enfermedad mitocondrial fue descrita en 1995 por el
grupo de A. Munnich [30]. Se trataba de una mutaciéon en una subunidad de la
succinato deshidrogenasa en dos hermanas con sindrome de Leigh.

Desde entonces, se han descrito mas de 250 mutaciones patogénicas en el
ADNmt, que presentan una gran heterogeneidad genética, bioquimica y clinica.
Las manifestaciones clinicas de estas enfermedades son muy variadas [31],
entre las mas comunes encontramos: demencia, trastornos motores,
intolerancia al ejercicio, accidentes cerebrovasculares, convulsiones, ptosis,
oftalmoplejia, retinopatia pigmentaria, atrofia O&ptica, ceguera, sordera,
cardiomiopatia, disfunciones pancreaticas y hepaticas, diabetes, etc. En
general son trastornos multisistémicos que afectan a los tejidos y 6rganos que
mas dependen de la energia mitocondrial (sistema nervioso central, muasculo
esquelético y cardiaco, rifiones y sistema endocrino), aunque cualquier otro
tejido puede estar afectado.

A nivel radiolégico estas encefalopatias se pueden manifestar con
calcificaciones de los ganglios de la base, necrosis bilateral del estriado,
hipoplasia cerebelosa, infartos cerebrales o cerebelares y leucoencefalopatia.
Los indicadores tipicos de laboratorio que se relacionan con estas patologias
son un aumento de proteinas en el liquido cefalorraquideo, aumento de la

creatina quinasa (CK), acidosis lactica y mioglobinuria.
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Otras caracteristicas que suelen relacionarse con las enfermedades
mitocondriales son la presencia de fibras rojo rasgadas (RRFs), que son
acumulos subsarcolémicos de mitocondrias anormales en la periferia de la fibra
muscular, la presencia de fibras no reactivas a la tincidon histoquimica de
citocromo C oxidasa (COX), o el defecto bioquimico de uno o varios complejos
de la cadena respiratoria. Todo y con eso, algunas enfermedades
mitocondriales pueden no presentar ninguna de estas caracteristicas tipicas,
especialmente en pacientes en edad pediatrica.

Cada afio se describen nuevas mutaciones en ambos genomas y son
identificados nuevos genes implicados a su vez en nuevos procesos, COMo
aguellos que afectan a la fusién o fisibn mitocondrial o a la composicion lipidica
de la membrana.

Sin embargo aun se desconoce cuales son los mecanismos patogénicos de las
mutaciones conocidas, incluso de aquellas identificadas desde hace mas
tiempo, como son, por ejemplo, las mutaciones que afectan a los ARNt del
ADNmt [32]. Ademas, cada vez se dedica mas atencion al papel que pueda
jugar la mitocondria en el desarrollo de las enfermedades metabdlicas y
degenerativas asociadas a la edad [33].

Desgraciadamente, un campo donde practicamente no se han producido
avances es en el de los tratamientos de estas enfermedades, a dia de hoy
claramente insuficientes cuando no inexistentes [34].

La epidemiologia de las enfermedades mitocondriales es complicada dado el
amplio espectro de presentaciones clinicas y la dificultad de asignar un origen
definido a muchos de los fenotipos. Esto ha conducido tradicionalmente a una
subestimacion de la prevalencia de este grupo de enfermedades [35]. Un
estudio epidemiolégico realizado en el Norte de Inglaterra se estimé una
prevalencia de 9,2 pacientes con manifestaciones clinicas por cada 100.000
habitantes en edad laboral (entre 16 y 65 afos) [36].

Adicionalmente, dos estudios independientes de enfermedades de la cadena
respiratoria en nifios estimaron unos valores para la prevalencia de 4,7 [37] y 5

[38] por cada 100.000 nacimientos.



14 | Introduccién

5.1 Clasificacion de las enfermedades mitocondriales

Las enfermedades mitocondriales pueden presentar herencia materna,
mendeliana o una combinacibn de las dos y también existen casos
esporadicos. A esta complejidad en el patron de herencia, se ha de sumar la
heterogeneidad de las manifestaciones clinicas, morfolégicas y bioquimicas.
Por lo tanto, su clasificacion se basa en las caracteristicas moleculares y
genéticas de las mutaciones.

Dependiendo del genoma mutado que origina la enfermedad mitocondrial se

distinguen dos tipos de enfermedades mitocondriales:

- Enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en el ADNmt.

- Enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en genes nucleares.

5.1.1 Enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en el ADNmt
Se pueden dividir en dos grandes grupos:

- Enfermedades asociadas a mutaciones puntuales.
- Enfermedades debidas a reorganizaciones del ADNmt por inserciones y/o
deleciones.

5.1.1.1 Enfermedades asociadas a mutaciones puntuales

Para considerar una mutacién como patogénica hay una serie de criterios que

se consideran basicos dentro de la genética mitocondrial:

- Tiene gue haber correlacién entre el porcentaje de la mutacion y el fenotipo.
- Tiene que co-segregar juntamente con el fenotipo.

- Tiene que afectar a una base muy conservada evolutivamente.
Dentro de las enfermedades mitocondriales destacan las siguientes:
Neuropatia Optica Hereditaria de Leber (LHON)

Se caracteriza por ceguera bilateral aguda o subaguda, debida a la atrofia del
nervio optico, que se manifiesta en la segunda o tercera década de la vida 'y es
mas prevalente en hombre que en mujeres, hecho que hace pensar en el papel

modulador de algun factor nuclear codificado en el cromosoma X [39].
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Normalmente los pacientes sélo tienen afectada la vista, pero pueden haber
casos donde también hay afectacion cardiaca, neuropatia periférica y ataxia
cerebelosa [40]. Son muchas las mutaciones que se han asociado a esta
patologia, pero solo tres son consideradas primarias o patogénicas por si solas,
las que afectan a los nucleotidos m.11778 G>A (la mas frecuente), m.3460G>A
y m.14484T>C. Todas estas mutaciones afectan a subunidades del complejo |
del sistema OXPHOS.

El resto de mutaciones se consideran secundarias, se presentan siempre en

forma homoplasmica, y se desconoce su relacion directa con la enfermedad.

Sindrome de Neuropatia, Ataxia i Retinitis Pigmentaria (NARP)

Descrito por Holt y colaboradores en 1990 [41], se trata de un sindrome
multisistémico, caracterizado por debilidad muscular neurogénica, retraso en el
desarrollo, neuropatia sensorial, convulsiones, ataxia, demencia y retinopatia
pigmentaria. Se ha asociado con la transversiéon T a G y la transicion T a C en
el nucleétido 8993 del gen de la subunidad 6 de la ATPasa.

La mutacion mas frecuente es la m.8993T>G, que provoca la sustitucion de
una leucina altamente conservada por una arginina (L156R).

Los mecanismos por los cuales esta mutacion causa defecto en la sintesis de
ATP aun no se conocen por completo. Se ha postulado que la subunidad ATP6
mutada puede impedir la translocacién de protones a través de Fy y evitar la
rotacion del anillo ¢, mediante la modificacion de la distribucion de la carga en
el canal de protones [42]. Alternativamente, esta mutacion puede causar
cambios estructurales en la interfase con el anillo c, lo que provoca un
acoplamiento ineficiente entre el transporte de protones y la sintesis de ATP
[43].

Ambas hipétesis se basan en los hallazgos del aumento del potencial de
membrana y el pH de la matriz en cibridos y en linfocitos con la mutacion
m.8993T>G [44], [45]. NO esta claro si esta mutacion causa un plegamiento
defectuoso y dificultad de ensamblaje del complejo V.

Por ultimo el déficit en la sintesis de ATP no puede ser el Unico mecanismo
patogénico, ya que la mutacion m.8993T>C no da lugar a defectos en la
sintesis de ATP [46].
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Sindrome de Leigh de herencia materna

Es una enfermedad muy heterogénea con transtornos degenerativos
multisistémicos que aparecen en el primer afio de vida. Se trata de una entidad
devastadora que se caracteriza por disfunciones del tallo cerebral y de los
ganglios basales, desmielinizacion, regresion psicomotora, retraso en el
desarrollo, convulsiones, ataxia y neuropatia periférica.

El origen de este sindrome es la mutacion m.8993T>G, la misma que en
NARP, pero con un porcentaje de la mutacién siempre superior al 95%.

También hay casos de Leigh debidos a mutaciones en genes nucleares.

Sindrome de MELAS (Encefalopatia Mitocondrial con Acidosis Lactica y

Episodios de Accidentes Cerebrovasculares)

En el 90% de los casos se ha asociado a la transicion A a G en el nucleétido
3243 del gen ARNt " (YR de| ADNmt [47]. Se caracteriza por accidentes
cerebrovasculares de repeticion, que provocan disfuncién cerebral subaguda y
cambios en la estructura cerebral, acidosis lactica y/o RRFs. Estas
caracteristicas pueden ir acompafiadas también de encefalopatia con
convulsiones generalizadas, cefaleas, sordera, demencia y diabetes.

Esta mutacion provoca manifestaciones fenotipicas muy variadas. Otras
mutaciones pueden estar implicadas en este sindrome. En cultivo de cibridos
transmitocondriales con la mutacion m.3243A>G se ha encontrado disminucion
de los niveles de sintesis proteica mitocondrial y actividades reducidas de los
complejos | y IV de la cadena respiratoria [48], [49]. También provoca una
reduccion de la aminoacilacién del ARNt =¥ VYR de| 70-75% [50].

Ademas las moléculas mutadas de ARNt = (VYR

presentan la alteracion en la
modificacion de uridina a 5-taurinomethyluridina en la primera posicion del
anticodén [51]. EI ARNt " YR mutado carente de modificacion puede
reconocer solamente el codén UUA pero no el codon UUG [52].

Debido a que el codon UUG es el mas utilizado en la secuencia codificante de
la subunidad ND6 del complejo I, el defecto en la actividad del complejo | es la
caracteristica mas destacada en mitocondrias aisladas de musculo esquelético
en pacientes con MELAS. En casos severos, el defecto no se limita al complejo

I, puede extenderse al complejo IV y otros [53], [54].
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Ademas esta mutacion produce, disminucién de la produccion de ATP [55],
reduccion del potencial de membrana mitocondrial [56], [57], [58], incremento de
la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [55], incremento de la
produccion de lactato, aumento del calcio citoplasmatico, reduccion de la
secrecion de insulina, envejecimiento prematuro y la desregulacion de genes
implicados en el metabolismo de los grupos amino y de la sintesis de urea.
Estos hechos se han propuesto como causas del sindrome MELAS.

La mutacion m.3243A>G también se ha asociado con otras enfermedades

mitocondriales.
Sindrome de MERRF (Epilepsia Mioclénica con fibras rojo-rasgadas)

Se caracteriza por epilepsia mioclonica, ataxia cerebelosa y miopatia. En
algunos casos puede ir acompafiada de demencia, sordera, atrofia Optica,
neuropatia periférica, retinopatia y oftalmoparesis [40]. Sigue un patron de
herencia materna, y la mutaciéon mas frecuente es la transicion A a G en la
posicion 8344 del ARNt Lys [59]. Otras mutaciones, como la m.8356 T>C [60] yla
m.8363G>A [61], también localizadas en el ARNt Y%, se asocian a este
sindrome.

La mutacion m.8344A>G siempre se presenta en heteroplasmia y requiere un
95% de los genomas mutados para manifestar la patologia.

Estudios con cibridos han demostrado que la mutacidon causa una severa
reduccion de los niveles de proteinas mitocondriales [62], [63], [64].

Esta reduccion es debida a un defecto en la aminoacilacién del ARNt Y®

» que
origina una terminacion prematura de la traduccién [63]. Esta mutacion se
encuentra también asociada a otros fenotipos clinicos como son el sindrome de
Leigh, miopatia, CPEO [65] y lipomatosis simétrica multiple (MSL) [66]. Ademas,
se ha observado en fibroblastos de pacientes con la mutacion m.8344A>G una
correlacion positiva entre esta mutacion y la reduccion de la actividad de los

complejos 1y IV [59], [67].
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Mutacion m.14487T>C en ND6

Esta mutacion se caracteriza por provocar distonia progresiva generalizada con
necrosis bilateral del estriado [68], afecta a la subunidad ND6 del complejo |
provocando la sustitucion de la metionina en la posicion 63 muy conservada
evolutivamente por valina (M63V). Esta mutacion causa disminucion de la
actividad del complejo | en fibroblastos y en cibridos [69], asi como alteracion de
los niveles completamente ensamblados del complejo | en fibroblastos y
cibridos, sugiriendo que puede impedir el ensamblaje del complejo | [68].
Ademas por estudios realizados en nuestro grupo, sabemos que esta mutacion
produce en cibridos sobreproduccion de ROS provocando dafio oxidativo en

lipidos y en ADNmt [70].
Sindrome de intolerancia al ejercicio

Es una miopatia mitocondrial esporadica en la cual la intolerancia severa al
ejercicio es la caracteristica fundamental. Este sindrome esta causado por
mutaciones que afectan al citocromo b. Asociada a este sindrome principal,
algunos pacientes pueden presentar también mioglobinuria y acidosis lactica.
Generalmente la biopsia muscular presenta RRFs. Se ha asociado a
mutaciones restringidas al musculo esquelético, el unico tejido afectado [71],
[72], [73], [74], [75]. Andreu y colaboradores sugieren que dichas mutaciones
pueden tener un origen somatico, generandose en las primeras fases del

desarrollo embrionario.
5.1.1.2 Enfermedades asociadas a reorganizaciones del ADNmt

Al contrario de lo que sucede con las mutaciones puntuales, las deleciones y/o
las inserciones suelen ser espontaneas, aunque también se han publicado
algunos casos de herencia materna. Se han descrito varios centenares de
reorganizaciones del ADNmt.

Se presentan en forma de heteroplasmia y pueden aumentar la gravedad con

la edad. Algunos de los sindromes clinicos descritos son los siguientes.
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Sindrome de Oftalmoplejia Cronica Externa Progresiva (CPEQO)

Se caracteriza por oftalmoplejia, ptosi bilateral de parpados y miopatia. Suele ir
acompanada de intolerancia al ejercicio y debilidad muscular. La biopsia
muscular suele presentar fibras rojo rasgadas (RRFs) y fibras COX negativas
(no presentan actividad del complejo IV del sistema OXPHOS). En general es
una enfermedad benigna que acostumbra a aparecer en la adolescencia o en
adultos jovenes, y se inicia de manera esporadica, sin historia familiar. Se ha
asociado fundamentalmente a deleciones grandes y Unicas en el ADNmt. Pero
también se han encontrado otras formas de este sindrome asociadas a
mutaciones puntuales de herencia materna o con deleciones multiples de

herencia autosomica dominante.
Sindrome de Kearns-Sayre

Enfermedad progresiva multisistémica que aparece antes de los 20 afos, y se
caracteriza por oftalmoplejia externa progresiva y retinopatia pigmentaria.
Ademas, suele ir acompafiada de ataxia, miopatia mitocondrial, bloqueo de la
conduccion cardiaca, niveles de proteina CFS (fluido cerebrovascular) superior
a 100 mg/dl, sordera y demencia, asi como fallo renal y endocrino. La biopsia
muscular presenta RRFs y fiboras COX negativas. Los pacientes raramente
superan los 40 afos de vida. La enfermedad se relaciona con deleciones

grandes en el ADNmt de origen esporadico.
Sindrome de Pearson

El sindrome de medula 6sea-pancreas de Pearson es una enfermedad de los
primeros afos de vida que afecta a la hematopoyesis y a la funcién pancreatica
exocrina. Las caracteristicas clinicas mas comunes suelen ser anemia
sideroblastica con vacuolizacién de precursores de la médula ésea, asociada a
disfuncion pancreatica exocrina. Ademas, acostumbran a desarrollar fallo
hepatico progresivo, atrofia de las vellosidades intestinales, diabetes mellitus y
disfuncién tubular renal [76]. Los nifios afectados desarrollan mas tarde un
fenotipo Kearns-Sayre.

Estos pacientes presentan deleciones grandes Unicas, que en general son

esporadicas, todo y que se han descrito algin caso de herencia materna.
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Duplicaciones en el ADNmt

Pueden ser esporadicas o de herencia materna [77]. La mayoria de los
fenotipos que originan no se diferencian de los que provocan las deleciones. Se
han encontrado duplicaciones con pacientes con sindrome de Kearns-Sayre,
de Pearson, en diabetes mellitus, tubulopatia renal y miopatia mitocondrial [78].
También se han encontrado duplicaciones y hasta triplicaciones en individuos

normales, pero siempre en baja proporcién [79].
5.1.1.3 Mecanismos patogénicos

El mecanismo patogénico de muchas de las enfermedades producidas por
mutaciones en el ADNmt es actualmente desconocido. Segun la explicacion
convencional estas mutaciones producen un defecto en la biosintesis de
proteinas mitocondriales que a su vez provoca un defecto OXPHOS vy por lo
tanto la causa de estos sindromes seria un defecto en la produccién de
energia en forma de ATP. Segun esta explicacion cabria esperar fenotipos
parecidos para estas mutaciones, pero la realidad es que la misma mutacion
puede causar fenotipos distintos, y a su vez, un mismo fenotipo puede estar
causado por distintas mutaciones [35].

Por ejemplo, la mutacion m.3243A>G es probablemente la causa mas comun
de MELAS, pero también ha sido encontrada en pacientes con oftalmoplejia
externa progresiva cronica, sindrome de Kearn-Sayre o diabetes mellitus
aislada.

A su vez la causa mas frecuente del sindrome de Kearn-Sayre es la delecion
comun del ADNmt, que a su vez se ha encontrado en pacientes con MELAS,
diabetes mellitus aislada o cardiomiopatia.

Algunos tejidos parecen ser especialmente vulnerables a mutaciones
especificas en ciertos ARNt; por ejemplo, el MERRF esta asociado casi
siempre a mutaciones en el ARNt ™%: la cardiomiopatia a mutaciones en el
ARNt "®; la diabetes mellitus a la mutacién m.14709T>C en el ARNt ©".

Pero la razén por la que unos tejidos son mas vulnerables a ciertas mutaciones
gue a otras sigue siendo un completo misterio [32].

Existen evidencias de que la expresion de las mutaciones patogénicas puede
estar modulada por el resto de la secuencia del ADNmt [32].
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De una manera mas general, ciertos haplotipos podrian afectar a la
fosforilacién oxidativa, predisponiendo o protegiendo de ciertas enfermedades.
Los haplogrupos mitocondriales han sido asociados con cardiomiopatias,
enfermedad de Alzheimer, o enfermedad de Parkinson [32]. En este sentido,
algunos autores defienden que las variantes genéticas que permitieron a
nuestros ancestros adaptarse a las distintas condiciones medioambientales,
clima y alimentacién principalmente, estan teniendo una profunda influencia en
la disposicion a padecer enfermedades de la poblacion actual [33].

Asi pues, la patogénesis de las enfermedades mitocondriales causadas por
mutaciones en el ADNmt parece ser el resultado de una combinacién de la
propia mutacion, el resto de la molécula de ADNmt, el fondo nuclear, factores
medioambientales, la distribucion de la mutacion en los distintos tejidos, y la

dependencia de estos con respecto al sistema de fosforilacién oxidativa.

5.1.2 Enfermedades mitocondriales debidas a mutaciones en genes

nucleares

Considerando que actualmente se desconoce la causa genética en mas del
50% de los pacientes diagnosticados de enfermedad mitocondrial,
probablemente la mayoria de las enfermedades mitocondriales son debidas a
mutaciones en los genes nucleares que codifican alguna de las 1500 proteinas
que forman el proteoma mitocondrial. Se conocen Unicamente la mitad de estos
genes, lo que implica una gran dificultad a la hora de diagnosticar
correctamente las enfermedades mitocondriales de origen nuclear.

Calvo y colaboradores realizando una aproximacion in sillico identificaron un
gran numero de genes nucleares candidatos a ser responsables de
enfermedades de la cadena respiratoria [80].

Las mutaciones en genes nucleares que afectan de una manera directa a la

cadena respiratoria pueden ser clasificadas en 3 grupos principales:

- Mutaciones en genes que codifican subunidades de los complejos de la
cadena respiratoria.

- Mutaciones en genes que codifican proteinas accesorias necesarias para el
correcto ensamblaje y funcién de los complejos de la cadena.

- Mutaciones que afectan a la estabilidad y replicacion del ADNmt.
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Aparte de estos tres grupos, existiria un cuarto donde se incluirian aquellas

mutaciones que afectan de un modo indirecto a la cadena respiratoria.

5.1.2.1 Mutaciones en subunidades estructurales de los complejos de la

cadena respiratoria

Aunque 72 de las 85 subunidades de los complejos que forman la cadena
respiratoria estan codificadas en el nacleo, las mutaciones en dichos genes son
poco frecuentes. Esto podria ser un reflejo de la naturaleza altamente deletérea
de dichas mutaciones, que darian lugar a letalidad durante la embriogénesis.

Hasta la fecha han sido descritas mutaciones en subunidades del complejo |
(NDUFS1, 2, 3, 4, 7y 8 NDUFV1 y 2 y NDUFA1, 2 y 11), asociadas a
sindrome de Leigh, encefalomiopatia, leucodistrofia, y en las cuatro
subunidades del complejo Il (SDHA, B, C y D) asociadas a sindrome de Leigh y
ataxia en el caso de la subunidad A, y mas raramente a paraganglioma y
feocrromocitoma en el caso de las subunidades B, C, y D. También se han
descrito mutaciones en subunidades del complejo 1l (UQCRB y UQCRQ)
asociadas a hipoglicemia, acidosis lactica y severo retraso psicomotor con
signos extrapiramidales, asi como una mutacion en el complejo IV (COX6B1)

asociado a encefalomiopatia infantil [81].
5.1.2.2 Mutaciones en proteinas accesorias

Existen enfermedades debidas a defectos en los complejos I, Ill, IV y V por
mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas implicadas en el
correcto ensamblaje de estos complejos.

Un ejemplo claro lo constituyen las deficiencias de la citocromo oxidasa (COX)
donde son numerosas las mutaciones descritas en genes implicados en su
ensamblaje y estabilidad, como son SCO1, SCO2, SURF1, COX10, COX15y
LRPPRC.

También han sido descritas mutaciones en el gen BSCL1, involucrado en el
ensamblaje del complejo Ill, y ATP12, implicado en el ensamblaje del complejo
V [35]. Asi como una mutacién en un gen de ensamblaje del complejo | (B17.2L)

asociada a un cuadro de leucoencefalopatia [82].
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5.1.2.3 Mutaciones en proteinas implicadas en el mantenimiento y

replicacion del ADNmt

El ADNmt depende para su correcta replicacion, reparacion y estabilizacion de
numerosas proteinas codificadas en el ADN nuclear. Mutaciones en estas
proteinas pueden producir dafios cuantitativos (deplecion) o cualitativos
(deleciones) en el ADNmt.

Entre las enfermedades asociadas a una disminucion en la cantidad del ADNmt
cabe destacar por su gravedad, el sindrome de deplecion mitocondrial. Este
sindrome suele presentarse con dos cuadros clinicos diferentes: una forma
hepatocerebral, con debut neonatal y un grado de deplecion de ADNmt severo,
y una forma miopéatica, de debut mas tardio y un menor grado de deplecion.

La forma hepatocerebral esta asociada en la practica totalidad de los casos a
mutaciones en el gen que codifica la deoxiguanosina quinasa (DGUOK) [83],
mientras que la forma miopatica lo esta con mutaciones en el gen que codifica
la timidina quinasa 2 (TK2) [84].

Mutaciones en el gen que codifica la timidina fosforilasa (TP) causan el
sindrome de encefalopatia neurogastrointestinal mitocondrial (MNGIE),
asociado normalmente a una deplecion menos severa en el ADNmt que la
observada en el sindrome de deplecion [85]. Estos tres genes estan implicados
en el metabolismo de nucleoétidos.

Otros genes implicados en deplecion mitocondrial son MPV17 [86], que codifica
una proteina localizada en la membrana interna mitocondrial de funcion
desconocida, SUCLA2, que codifica la subunidad B de la succinil-CoA sintetasa
[87], RRM2B que codifica la ribonucleétido reductasa controlada por p53
(p53R2) [88], y SUCLG1l que codifica la subunidad alfa de la succinato-
coenzima A ligasa (SUCL) [89].

Un apartado especial merece el gen POLG que codifica la subunidad catalitica
de la polimerasa y mitocondrial. Cerca de 50 mutaciones patogénicas han sido
descritas en este gen asociadas a un amplio numero de enfermedades
mitocondriales, y acompafiadas tanto de deplecion como de deleciones en el
ADNmMt [90].
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Las primeras mutaciones fueron descritas en familias con oftalmoplejia externa
progresiva en su forma autosomica dominante (adPEQO) asociada a deleciones
multiples del ADNmt [91], enfermedad que también ha sido asociada a
mutaciones en los genes C10o0rf2, que codifica para la helicasa mitocondrial [92]
y ANT1, que codifica para una isoforma del transportador de nucleétidos de
adenina mitocondrial [93].

Todas las mutaciones en el gen POLG asociadas a adPEO afectan al dominio
polimerasa de la proteina. Estudios basados en la caracterizacion bioguimica
de proteinas recombinantes portadoras de mutaciones en dicho dominio,
muestran una correlacion entre la severidad del fenotipo observado en
pacientes y la disminucién de la actividad polimerasa y de la procesividad
causada por las mutaciones [94]. También han sido descritas mutaciones
heterozigotas compuestas en pacientes con las formas esporadica y la recesiva
de PEO (arPEO). Estas mutaciones suelen afectar al dominio exonucleasa o a
la regidn espaciadora de la proteina.

Estudios bioquimicos en proteinas recombinantes portadoras de mutaciones en
la regidn espaciadora muestran una drastica disminucion de la eficacia
catalitica, asi como de la capacidad de interaccionar con la subunidad
accesoria [95].

Durante los ultimos afos, el espectro clinico ocasionado por mutaciones en el
gen POLG ha aumentado considerablemente.

Se ha escrito una alta incidencia de enfermedad psiquiatrica, sindrome
parkinsoniano e insuficiencia gonadal primaria, provocando una menopausia
precoz, en familias con mutaciones dominantes en el gen POLG [96], [97].

Otras patologias que han sido asociadas a mutaciones recesivas en el gen
POLG son el sindrome de ataxia mitocondrial de herencia autosomica recesiva
(MIRAS) [98] y la enfermedad de Parkinson asociada a neuropatia periférica
[99]. En todos los casos la enfermedad se acompafia de presencia de
deleciones multiples en el ADNmt.

Adicionalmente, las mutaciones recesivas en el gen POLG son la mayor causa
del sindrome de Alpers-Huttenlocher, una forma de hepatoencefalopatia severa
infantil, que se acomparfa de deplecién del ADNmt [100].
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Asi pues, existe un gran interés en el estudio de este gen dado el cada vez
mayor numero de mutaciones descritas, asociadas a un amplio abanico de

patologias humanas.

5.1.2.4 Mutaciones en genes que alteran de un modo indirecto la funcion
OXPHOS

Dentro de este grupo se encontrarian las mutaciones en un namero creciente
de genes, que codifican proteinas esenciales para diferentes procesos de la
fisiologia mitocondrial. Por ejemplo, aquellas que afectan a la composicion
lipidica de la membrana, como es el caso de las mutaciones en el gen G4.5
gue codifica para un grupo de proteinas, las tafazinas, que alteran la biosintesis
de la cardiolipina y provocan el sindrome de Barth, consistente en cardiopatia,
miopatia y neutropenia ciclica.

También se incluirian las mutaciones en genes implicados en los procesos de
fusibn mitocondrial, como son las mutaciones en MFN2 que causan la
neuropatia de Charcot-Marie-Tooth (CMT) subtipo 2A [101], o0 las mutaciones en
OPA1 que causan el sindrome de atrofia 6ptica autosomica dominante (DOA),

y mutaciones en GDAP1 asociadas a CMT subtipo 4A [102].

6. Modelos animales y celulares en el estudio de las enfermedades

mitocondriales

La limitada disposicion de muestras humanas, hacen necesario el uso de
organismos modelo para el estudio de la patogénesis de estas enfermedades.
Con este objetivo se han usado hasta la fecha diferentes organismos como
Saccharomyces cerevisae, Caenorhabditis elegans, Drosophila melanogaster o
Mus musculus [103]. Entre ellos el raton es el que ofrece mas ventajas al ser el
mas cercano a los humanos tanto a nivel genético como fisiolégico y
morfologico.

Sin embargo, la utilidad de estos modelos se ha restringido hasta el momento
al estudio de mutaciones en el ADN nuclear, dada la enorme dificultad, de
obtener modelos de enfermedad mitocondrial causada por mutaciones en el
ADNmt. Han sido muchos los esfuerzos realizados en los ultimos 15 afos para

la obtencién de modelos de ratdn con mutaciones o deleciones en el ADNmt.
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Entre los modelos de raton con alteraciones en el ADNmt que se han
conseguido obtener, destaca el raton portador de una gran delecion
(AADNmMt4696) [104]. La metodologia utilizada se basa en la enucleacién de
lineas celulares portadoras de la delecion en el ADNmt y la inyeccidon de estas
en el espacio perivitelino (10-15 citoplastos/embrién) y la electrofusion con
embriones en estadio unicelular.

Otro modelo, es el ratdn con la mutacion de resistencia a cloranfenicol (T2433C
en el 16S ARNr). Para conseguirlo se transfirieron mitocondrias con esta
mutacion en células ES hembra que se microinyectaron en blastocisto (en la
masa celular interna) y posteriormente implantadas en ratones hembra
pseudogestantes [105].

Recientemente se han generado dos modelos de ratdbn con mutaciones
puntuales en el ADNmt uno con la mutacion (m.6589T>C en el gen COI) y otro
con la mutacion (m.13997A>G en el gen ND®6) [106].

Pero la dificultad técnica en la generacion de estos modelos ha impedido tener
un mayor numero de modelos de raton con alteraciones en el ADNmt.
Seguramente en los proximos afios se obtendran un mayor nimero de modelos
murinos que aporten mucha informacion acerca de la fisiopatologia asociada a
alteraciones en el ADNmt.

Pero hasta el momento, el modelo mas utilizado en el estudio de los
mecanismos patogénicos asociados a mutaciones en el ADNmt, es el modelo
de cibridos transmitocondriales [20].

Este modelo se obtiene a partir de lineas celulares humanas cuyo ADNmt ha
sido completamente eliminado (células Rho 0 (p%), siendo repobladas con
mitocondrias procedentes de un paciente o donante. Las células p° no poseen
una cadena respiratoria funcional y dependen de piruvato y uridina exdgenos
para crecer, lo que permite la facil seleccidbn de los transformantes que
contienen el ADNmt del paciente [107]. Este sistema ha permitido el estudio de
las consecuencias bioquimicas y fisiologicas de mutaciones en el ADNmt [108],
[109]. También se ha utilizado para estudiar el efecto del fondo genético nuclear
sobre la segregaciéon de mutaciones patogénicas [110], 0 para demostrar la
presencia de recombinacion heterdloga en el ADNmt en células humanas [111].
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Sin embargo, las lineas celulares de cibridos transmitocondriales se mantienen
en un medio de cultivo con alta concentracibn de glucosa, quedando
parcialmente enmascarado el fenotipo de estas mutaciones ya que la principal
fuente energética de estas células en este medio es la glicolisis. Para estudiar
la posible patogenicidad de una mutacion en el ADNmt se utiliza un medio de
cultivo con galactosa que fuerza la utilizacion del sistema OXPHOS para la
obtecion de ATP [112]. Sin embargo, en algunas mutaciones del ADNmt las
células dejan de ser viables a las pocas horas de estar cultivadas en este
medio, lo que impide estudiar el defecto en el sistema OXPHOS en células
viables. Por esta razdn seria conveniente establecer unas nuevas condiciones
de cultivo que permitieran manifestar el déficit del sistema OXPHOS pero que a
la vez las células fueran viables. El estudio de las lineas de cibridos en unas
condiciones de cultivo donde la utilizacion de sustratos dependa de la funcién
del sistema de fosforilacion oxidativa manteniendo su viabilidad, puede aportar
informacion clave en el estudio de los mecanismos patogénicos de mutaciones
en el mtDNA.

El hecho de poder disponer de sistemas experimentales que ayuden a
comprender las consecuencias moleculares y metabdlicas de los defectos en el
sistema OXPHOS es de vital importancia a la hora de elucidar los mecanismos
patogénicos, decidir tratamientos eficaces y desarrollar terapias racionales para

estas enfermedades [6].
7. Perfil de expresion genética en las enfermedades mitocondriales

En los dltimos afios se ha dedicado un gran esfuerzo en determinar la
respuesta transcripcional nuclear en las enfermedades mitocondriales para
determinar las consecuencias patofisiologicas de las diferentes mutaciones que
afectan a la funcion mitocondrial. Para ello una de las herramientas utilizadas
ha sido el analisis de microarrays, técnica que permite examinar la expresion
de miles de transcritos en paralelo.

Los estudios de microarrays realizados hasta el momento, reflejan como las
diferentes enfermedades mitocondriales presentan alteraciones
transcripcionales comunes, mientras que otras parecen ser especificas de un

determinado fenotipo [113].
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En un estudio realizado por Cortopassi y colaboradores, [114] en el que se
examinaba el perfil transcripcional de 5 enfermedades mitocondriales (LHON,
FRDA, MELAS, KSS y NARP) en 9 modelos celulares distintos, observaron un
exceso de alteraciones transcripcionales compartidas, entre las células con
patologia mitocondrial, por encima de lo esperado.

Entre los genes mas significativamente compartidos y con una mayor expresion
se encontraron miembros de la unfolded protein response (UPR) como (ATF4,
CHOP, GRP58, GRP78/Bip, GRP 75, MTHSP70 y DNAJBS6).

Estos cambios indicarian que en las enfermedades mitocondriales analizadas
se produce una induccion de la (UPR), provocando la inhibicion de procesos
como la sintesis proteica y la secrecién vesicular [115], [116].

La UPR es una respuesta al estrés celular relacionado con el reticulo
endoplasmatico y la mitocondria.

El proceso se activa por acumulacién de proteinas incorrectamente plegadas
en reticulo endoplasmatico y/o mitocondria y tiene como objetivo restaurar la
funcién normal de la célula, al detener la traduccion de proteinas y activar las
vias de sefalizacion que conducen a aumentar la produccion de las
chaperonas moleculares implicadas en el plegamiento de las proteinas. Si el
objetivo no se alcanza en un tiempo determinado, o la interrupcion es
prolongada, la célula se dirigira hacia la apoptosis.

Ademas en el mismo estudio observaron que entre las alteraciones
transcriptdmicas mas compartidas e inhibidas se encontraban los factores de
iniciacién de la traduccion (EIFS38 y EIF4B), asi como (COUP-tf2, Rablla, y
Rab31/22, dos ATPasas lisosomales, Niemann-Pick C2, TBC1D8, TFPI, y
DPYSL-2) implicados en las vias de secrecion vesicular, evidenciando que la
sintesis proteica y la secrecion vesicular son dos de las funciones mas
afectadas en la enfermedad mitocondrial.

Ademas de su funcién en la secrecion vesicular, muchos de estos genes estan
implicados en migracion celular (COUP-tf2, Rabl1a, DPYSL-2).
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Curiosamente en este estudio se encontraron transcritos especificos de
oligodendrocitos que estaban infraexpresados en los diferentes tipos celulares
analizados, como (DEGS1) implicado en la sintesis de ceramida, el mayor
precursor de la esfingomielina (el mayor componente de la vaina de mielina, asi
como (Rab31/22b) involucrado en el transporte vesicular de lipidos a la vaina
de mielina.

El impacto negativo de la deficiencia mitocondrial en la biogénesis de lipidos,
secrecion vesicular y genes especificos de oligodendrocitos sugieren que la
demielinizacion, puede ser una importante caracteristica fisiopatologica de la
enfermedad mitocondrial, especialmente porque la mielina es transportada por
secrecion vesicular.

Hay abundante bibliografia acerca de la idea que la disfuncibn mitocondrial
causa demielinizacion en enfermedades mitocondriales tales como Leigh [117],
MELAS [118], MERRF [119], MNGIE [120] y deficiencia en el complejo IV [121].

En un trabajo posterior realizado por Fujita y colaboradores [122] mediante
analisis de microarrays en cibridos con las mutaciones en el ADNmt
m.3243A>G y m.8993T>G asociadas a los sindromes MELAS y NARP también
observaron la sobreexpresion de (CHOP, ATF4).

Lo que reafirma la idea de un cierto perfil comin en las enfermedades
mitocondriales. Ellos sugieren que la presencia de mutaciones en el ADNmt
pueda alterar los niveles de aminoacidos libres provocando la sobrexpresion
de CHOP y ASNS a través del aumento de la expresion de ATF4 y su unién a
AARE y NSRE-1 respectivamente.

La idea que el metabolismo de aminoacidos esta alterado en las enfermedades
mitocondriales parece confirmarse ya que en un estudio de analisis de
microarrays realizado en biopsias de tejido muscular en pacientes con la
mutacion m.3243A>G y la deleccion comun de 4977pb en el ADNmt,
observaron la alteracion de la regulacion de varios genes implicados en el
metabolismo de los grupos amino y en la regulaciéon del ciclo de la urea
(incluyendo los genes sobreexpresados ARG2, ASNS y ASS) [113].

El ciclo de la urea esta directamente implicado en el metabolismo de la
arginina, y la ultima reaccion es la catalizada por la arginasa. La ARG2 esta
presente en tejidos como el rifion y el cerebro, localizada en la mitocondria y

caracterizada por una baja expresion [123].
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Su principal funcién es la de producir ornitina a partir de arginina. La arginina
también juega un importante papel fisioldgico en la sintesis de otras poliaminas
como el oxido nitrico y la creatina [124]. Una concentracion de arginina por
debajo de los niveles normales causada por la sobrexpresion de ARG2 puede
reconducir el oxido nitrico hacia la formacion de peroxinitrito, el cual, actua
como segundo mensajero que puede provocar apoptosis por induccion de la
permeabilizacion de la membrana mitocondrial. De hecho, se ha visto que el
oxido nitrico y su metabolito toxico el peroxinitrito puede inhibir la cadena
respiratoria mitocondrial, provocando una insuficiencia energética [125].

La baja concentracién de arginina podria causar la reduccion de la actividad de
la argininosuccinato, contribuyendo a la aparicibn de muchos aspectos
caracteristicos de la enfermedad mitocondrial.

Ese es el caso de la aciduria argininosuccinica, una enfermedad mitocondrial
caracterizada por retraso mental, epilepsia y ataxia, donde la arginina
plasmatica esta disminuida. Adem&s los pacientes con sindrome MELAS
presentan bajas concentraciones de arginina y citrulina en plasma y se ha
observado que la infusion intravenosa de L-arginina mejora la isquemia
cerebral en pacientes MELAS durante la fase aguda del ictus [126].

Ademas la arginina tiene actividad anti oxidante y promueve la produccion del
factor de crecimiento humano (FCH). Por lo tanto la deficiencia cronica de
arginina puede reducir los niveles en plasma de (FCH) e influenciar en el
desarrollo normal, provocando la baja estatura hecho observado en los
desordenes mitocondriales.

En el estudio realizado por Crimi y colaboradores [113] examinaron las vias
implicadas en el metabolismo de la arginina y observaron que 6 enzimas
implicados en el metabolismo de la arginina estaban sobreexpresados con una
sobreexpresion media de >1.4. Estos resultados son consistentes con la
observacion de que todo el metabolismo de la arginina esta alterado de manera
coordinada en células musculares con mutaciones en el ADNmt.

Pero ademas las enfermedades mitocondriales también presentan alteraciones

transcripcionales que parecen ser especificas de un determinado fenotipo.
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En un analisis de microarrays realizado en cibridos con las mutaciones
m.11778G>A y m.3460G>A caracteristicas del sindrome LHON, se observaron
alteraciones transcripcionales muy especificas permitiendo a los autores
formular una hipotesis acerca del mecanismo fisiopatologico de la mutacion
[127]. Entre las alteraciones especificas encontraron la sobrexpresion de la
aldosa reductasa. El incremento de la expresion de este enzima produce el
incremento de productos enzimaticos como el sorbitol o el galactitol que causan
estrés osmotico y toxicidad, a las células ganglionares de la retina, activando la
cascada apoptotica. Otro gen sobreexpresado es el gen pro-apoptoético ITM2B.
Ademas también observaron la infraexpresion de sialiltransferasal y Rafl,
factores implicados en supervivencia y proliferacion celular.

Por ultimo encontraron infraexpresado el MTHFD1 implicado en la sintesis del
folato, el cual ayuda especificamente en la reparacion del dafio en las células
ganglionares de la retina, las principales células afectadas en LHON [128].
Segun los autores, el efecto aditivo del incremento de ROS detectado en
cibridos LHON, junto con el estrés osmotico causado por el incremento de
expresion de la aldosa reductasa, tiene como resultado la disminucion de la
expresion de factores de supervivencia y proliferaciéon (Rafl y Siatl), que
combinado con la sobrexpresion de genes pro-apoptéticos (ITM2B) y de
alteraciones en la biosintesis de tetrahidrofolato (MTHFD1) puede predisponen
a las células ganglionares de la retina a la apoptosis, provocando la muerte
celular especifica observada en pacientes de LHON y en lineas celulares con
mutaciones LHON [129] [130].

Estudios posteriores como el realizado por Abu-Amero y colaboradores [131] en
leucocitos de pacientes con el sindrome LHON, confirman algunas de las
alteraciones observadas en el estudio anterior como la infraexpresion de
MTHFD1 y aportan nuevas, como la infraexpresion de OPAL1.

Crimi y colaboradores [113] evidenciaron que las enfermedades mitocondriales
presentan alteraciones transcripcionales especificas cuando compararon la
expresion de biopsias musculares de pacientes mitocondriales con distinto
fenotipo que compartian la misma mutacion puntual en el ADNmt m.3243A>G.
El andlisis de microarrays mostraba un restringido pero diferente perfil de

expresion.
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Muchos de los genes estaban infraexpresados en PEQ M3243#4>C

mientras que
en MELAS ™3%%C presentaban niveles de expresién normales. En este
estudio, muchos de los genes diferencialmente expresados influyen en el
proceso de transcripcion, en particular, en la regulacién de la actividad de la
ARN-polimerasa Il. La alteracién de la expresion de las proteinas asociadas a
la ARN-polimerasa I, como la sobreexpresiéon de TAF15 en MELAS M32434>G,
en respuesta a las alteraciones en el ADNmt pueden producir cambios en la
expresion de otros genes. De hecho, es también conocido que las
enfermedades relacionadas con la mutacion m.3243A>G, se caracterizan por
presentar una sobreexpresion de genes que regulan el proceso de
transcripcion [132].

Ademas observaron, que en pacientes m.3243A>G con fenotipo PEO
presentaban una infraexpresion de genes implicados en la oxidacion de acidos
grasos.

Los autores proponen que una infraexpresion de la oxidacién de &cidos grasos,
acoplada con deficiencia en la cadena respiratoria, podria permitir el aumento
de la utilizacion de las proteinas como fuente de energia provocando una
degradacion proteica generalizada, un mecanismo que daria lugar a una
miopatia progresiva, el cual ha sido observado en pacientes PEQ ™32434>C

Por dltimo también observan en MELAS #32%3¢ |a sobrexpresion del gen RYR3,
que codifica un canal de Ca?* responsable de la liberacién de calcio desde los
almacenes intracelulares (reticulo  sarcoplasmético) ante estimulos
extracelulares.

La sobrexpresién de este gen en MELAS ™32434>C

, Segun los autores, puede
reflejar cambios en la homeostasis del Ca** muscular en este desorden de
cadena respiratoria.

Los datos muestran que hay una significativa huella transcripcional compartida
entre las diferentes enfermedades mitocondriales estudiadas tales como:
activacion de UPR, inhibicion sintesis proteica asi como de la secrecién
vesicular y alteracion del metabolismo de aminoacidos.

Ademas, estos estudios muestran como las enfermedades mitocondriales
presentan alteraciones transcripcionales especificas que ayudan a comprender

mejor la fisiopatologia de la enfermedad.
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Es tal el grado de especificidad, que incluso una misma mutacion, con
manifestacion  fenotipica  diferente  puede  presentar  alteraciones
transcripcionales especificas [113].

Sin embargo, existen discrepancias entre los diferentes estudios de expresion
en procesos tales como el ciclo celular y la apoptosis.

Respecto al ciclo celular, observamos como en el estudio realizado por
Cortopassi [114] observan una activacion del ciclo celular en las diferentes
enfermedades mitocondriales analizadas, caracterizado por la sobrexpresion
del protooncogéen c-Myc. En cambio en el estudio de Crimi y colaboradores [113]
observan la sobrexpresion de p21, gen que esta estrechamente regulado por
p53, a través del cual esta proteina media la parada del ciclo celular en la fase
G1. Respecto a la apoptosis, existen datos contradictorios respecto el papel de
la apoptosis en la patogénesis de las enfermedades mitocondriales [133], [134].
Por ejemplo, en el estudio realizado por Crimi y colaboradores [113] observan
en musculo PEO ™32%3**C |3 sobrexpresion del gen anti-apoptético CFLAR asi
como la infraexpresion de otros genes implicados en la apoptosis como IGFR2,
PTK2, EGFR y PDE4B por lo que parece improbable que la apoptosis juegue
un papel principal en la patogénesis en PEO *****¢ _ En cambio, en el caso del
sindrome LHON, se ha observado apoptosis tanto en pacientes como en

cibridos.
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El objetivo general de esta tesis es estudiar los perfiles de expresion de ARNm
en lineas celulares transmitocondriales con distintas mutaciones patogénicas
del ADNmt en condiciones donde la fuente de obtencién de energia proviene
fundamentalmente a partir del sistema OXPHOS con objeto de esclarecer los
mecanismos patogénicos implicados en mutaciones del ADNmt. El estudio de
la expresion en lineas de cibridos en unas condiciones de cultivo donde la
utilizacion de sustratos dependa de la funcion del sistema de fosforilacion
oxidativa puede aportar informacion clave en el estudio de los mecanismos

patogénicos de mutaciones en el mtDNA.

Para ellos se han planteado los siguientes objetivos especificos:

- Obtencion de lineas de cibridos para las mutaciones m.14487T>C,
m.8993T>G, m.3243A>G y m.8344A>G del ADNmt y de sus controles
isogénicos o de haplogrupo.

- Obtencion de las condiciones de cultivo “oxidativas” en cibridos donde la
obtencion de ATP dependa del sistema OXPHOS.

- Determinacion del metabolismo energético, contenido de ATP,
metabolitos finales de la glicolisis y potencial de membrana en los
cibridos generados en condiciones glicoliticas u oxidativas.

- Estudio de los perfiles de expresion génica en estos cibridos en
condiciones glicoliticas u oxidativas.

- Esclarecer la presencia o no de una respuesta transcripcional comun en
los cibridos portadores de diferentes mutaciones en el ADNmt.
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1. Cultivo celular

1.1 Generacion de cibridos transmitocondriales

Los cibridos transmitocondriales humanos son lineas celulares que se obtienen
a partir de la fusion de células carentes de ADN mitocondrial (células p°) con
plaquetas o cibridos enucleados, repoblando con ADNmt exogeno a las células
p® [135. Las células p° que se utilizaron fueron lineas celulares de
osteosarcoma, deficientes en timidina kinasa y que poseen resistencia a

puromicina (143B TK™ PF).

1.1.1 Generacion de cibridos transmitocondriales utilizando plaquetas

como donadoras de ADN mitocondrial
1.1.1.1 Obtencién de las plaquetas

En primer lugar se obtuvo la sangre del paciente, a continuacion se transfirieron
15-20 ml de sangre en un tubo de 50 ml al cual se le afiadié 10% de citrato
sédico 0,1M NaCl 0,15M y se mezcld por inversién. Posteriormente se
centrifug6 a 200 xg durante 20 minutos a 12°C (sin freno) y se recogieron las %
partes del plasma (evitando coger células de la interfase). ElI plasma se
introdujo en un tubo de 50 ml y se centrifugé a 1500 xg durante 20 minutos a
15°C (sin freno) posteriormente se elimind el sobrenadante.

El pellet (plaquetas aisladas) se resuspendié en 2 ml NaCl 0,15M, Tris-HCI 15
mM pH 7,4 y seguidamente se afiadieron 8 ml mas de NaCl 0,15M, Tris-HCI 15
mM pH 7,4 y se mezclé. La mitad de este volumen (5ml) se centrifugé a 1500
xg 20 minutos a 15°C (sin freno) se eliminé el sobrenadante y el pellet de
plaquetas se utiliz6 para la fusion. La otra mitad se congelé para mantener un

stock de plaquetas por si fallaba la fusion.
1.1.1.2 Congelacion de las plaquetas

Los 5 ml restantes de plaquetas se centrifugaron a 1500 xg 20 minutos a 15°C
(sin freno) y se eliminé el sobrenadante.

Se resuspendio el pellet obtenido en una solucién que contenia (NaCl 0,15M y
Tris-HCI 15 mM pH 7,4, 20% FBS (suero fetal bovino) y 10% de DMSO. A

continuacion se congelo a -80°C y después se almaceno en nitrogeno liquido.
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1.1.1.3 Preparacién de las células  p°

En cada fusién se tripsinizaron 10° células p° al 80%-90% de confluencia. Se
centrifugé a 1500 xg 5 minutos (con freno) y se elimind el sobrenadante.
Posteriormente se resuspendié el pellet en 2 ml de DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle Medium) con 10% de SFB de manera que se obtuvo una concentracion

de 5x10° células/ml.

1.1.1.4 Fusién de las plaquetas con las células  p°

Se afiadié con cuidado los 2 ml de suspension de células p° (5x10° células/ml)
sobre el pellet de plaguetas a un tubo de 50 ml y se centrifugd a 180 xg durante
10 minutos (sin freno) a temperatura ambiente.

A continuacion se elimino el sobrenadante y se afiadié 0.1 ml de polietilenglicol
(PEG) al 42% por las paredes del tubo. Se resuspendié el pellet hasta que
practicamente no quedasen grumos y se esperd0 1 minuto, después se
resuspendié 30 segundos. A continuacién se afiadieron 10 ml de medio p°
(DMEM con 10% de SFB, 50 ug/ml de uridina, 100 ug/ml BrdU), primero se
afiadieron 0,9 ml, se resuspendié durante 10 segundos y posteriormente se
afiadieron los 9,1 ml restantes (siempre por las paredes del tubo de 50 ml) y se
centrifug6 a 180 xg durante 10 minutos a temperatura ambiente (sin freno).

Se eliminé el sobrenadante para eliminar la toxicidad del PEG y se resuspendio
el pellet en 10 ml de medio p°, primero 0,9 ml, se resuspendié durante 10
segundos y posteriormente se afiadieron los 9,1 ml restantes (siempre por las
paredes). Después se sembré toda la suspension en 1 placa de cultivo de 100
mm de didmetro.

A los 2 dias de sembrar la fusién se cambié el medio p° para eliminar los restos
de plaquetas no fusionadas. Cuando la placa llegdé a confluencia se
tripsinizaron las células y se sembraron en 2 placas. Cuando las placas
llegaron al 80-90% de confluencia, una placa se congelé y la otra se tripsinizé y
se diluyo el pellet de células en 10 ml de medio de seleccion (DMEM con 10%
de SFB dializado, 100 pg/ml BrdU).
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Cuando la generacion de cibridos se realizé a partir de plaquetas se utilizé un
medio de seleccidon con 5-bromodeoxiuridina (BrdU) para que las células
nucleadas que pudieran haber quedado en la fraccién plaquetaria, como los
glébulos blancos y los hibridos que se hubieran podido formar con estas
células y que sintetizan timidina kinasa, incorporasen BrdU dentro de su ADN y
murieran.

Se contaron las células y se diluyeron a 10° cel/ml. De esta solucién se
cogieron 0,1 ml que se afadieron a un tubo de 15 ml que contenia 9,9 ml de
medio de seleccion (primera dilucidn), de esta se cogieron otros 0,1 ml que se
pusieron en otro tubo de 15 ml con 9.9 ml de medio de seleccion (segunda
dilucion) que contenia 100 células/ml.

A patrtir de esta segunda dilucion se realizaron 3 diluciones mas:

- se cogio 1 ml de (segunda dilucion) y se afiadio a un tubo de 50 ml con 9 ml
de medio de seleccidon. De esta manera se obtuvo una solucién de 10 células
/ml y se pusieron 0,2 ml en cada pocillo de placa de 96, cada pocillo deberia
tener 2 células.

- se cogid 1 ml de (segunda dilucién) y se afiadié a un tubo de 50 ml con 19 ml
de medio de seleccion. De esta manera se obtuvo una solucion de 5 células /ml
y se pusieron 0,2 ml en cada pocillo de placa de 96, cada pocillo deberia tener
1 célula.

- se cogid 1 ml de (segunda dilucién) y se afiadié a un tubo de 50 ml con 39 ml
de medio de seleccion. De esta manera se obtuvo una solucién de 2.5 células
/ml y se pusieron 0,2 ml en cada pocillo de placa de 96, cada pocillo deberia
tener 0.5 células.

Esta metodologia de dilucion limite se utilizdé para garantizar que cada clon de
cibrido proviniese de una Unica célula, evitando la mezcla de clones. Una vez
se obtuvieron las diferentes placas de 96 pocillos con las diferentes diluciones
en medio de seleccion, a los pocillos se les hizo un seguimiento diario para
determinar que clones crecian en el medio de seleccion y aquellos que
crecieron se expandieron. Primero en placa de 24 pocillos y si seguian
creciendo se pasaban a placa de 6 pocillos y si seguian creciendo finalmente a
placa de 100 mm. Una vez finalizado el proceso de expansion del clon también
finalizo el proceso de seleccion y a partir de ese momento el medio de cultivo

que se utilizé para cultivar al cibrido fue el medio p°.
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Mediante esta metodologia se obtuvieron los cibridos:

- control isogénico para la mutacion m.3243A>G, haplogrupo T.

- cibrido homoplasmico para la mutacion m.3243A>G, haplogrupo T.

- control de haplogrupo para la mutacion m.8993T>G, haplogrupo H;. Cibrido
cedido por el grupo del Profesor Julio Montoya de la Universidad de Zaragoza.

- cibrido homoplasmico para la mutacion m.8993T>G, haplogrupo H;. Cibrido
cedido también por el grupo del Profesor Julio Montoya.

Generacion de cibridos utilizando cibridos enucleados como donadores
de ADN mitocondrial

1.1.2.1 Método de enucleacién celular

Nuestro laboratorio disponia de cibridos con las mutaciones de interés
m.8344A>G y m.14487T>C pero estos cibridos tenian un nimero elevado de
divisiones; hecho que podia hacer que el background nuclear entre los cibridos
WT y mutados fuera diferente ya que los cibridos como lineas tumorales que
son, pueden presentar reorganizaciones cromosoémicas [136]. Por esta razén se
decidié obtener cibridos, a partir de cibridos existentes y asi obtener cibridos
con el mismo background nuclear.

Se sembraron los cibridos a enuclear y cuando alcanzaron un 80% de
confluencia se trataron durante 15 horas con actinomicina D a una dosis de 0.5
pg/ml [137]. Pasado este periodo se eliminé el medio con actinomicina D y se
realizd un lavado con el mismo medio de cultivo sin actinomicina D.
Posteriormente se dejaron las células con medio de cultivo sin actinomicina D

durante las 2 horas previas a la fusion.

1.1.2.2 Fusion de las células enucleadas con las células p°

Se tripsinizaron las células p° y las células enucleadas donadoras de
mitocondrias (cibridos m.8344A>G y su correspondiente control asi como
cibridos m.14487T>C y su correspondiente control). Se centrifugaron a 530 xg
2 minutos a temperatura ambiente y a continuacion se contaron las células. Se
introdujeron 2x10° cibridos enucleados en un tubo de 15 ml. Se centrifugaron a
530 xg 2 minutos a temperatura ambiente, se elimind el sobrenadante y se

afiadié por las paredes del tubo 1x10° de células p°.
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Se centrifugé a 530 xg 2 minutos a temperatura ambiente y se eliming el
sobrenadante. A continuaciéon se afiadié por las paredes del tubo 0,5 ml de
PEG al 45% y se resuspendi6 bien el pellet, se esper6 1 minuto y se
resuspendio 30 segundos mas.

Posteriormente se afiadio 0,9 ml de medio A que contenia (DMEM con 10% de
SFB, 50 pg/ml de uridina y 0,4 ug/ml de puromicina) y se resuspendi6 el pellet
durante 10 segundos, se afiadieron 9.1 ml de este medio. Se centrifugd la
solucion a 180 xg 10 minutos a temperatura ambiente y se elimind el
sobrenadante para eliminar la toxicidad del PEG.

Se afiadi6é 0,9 ml de medio A y se resuspendio el pellet durante 10 segundos,
posteriormente se afiadieron 9.1 ml de este medio. Finalmente se sembro la
fusion en 1 placa de 100 mm de diametro y a partir de aqui se hicieron los
mismos pasos que los realizados en el caso de la fusion con plagquetas. Con la
Unica diferencia que en este caso el medio de seleccion estaba formado por
DMEM 10% de SFB dializado y 0,4 ug/ml de puromicina.

Los cibridos enucleados cuya enucleacién no hubiera sido efectiva murieron ya

que eran sensibles a puromicina.

Mediante esta metodologia se obtuvieron los cibridos:

- control isogénico para la mutacion m.8344A>G, haplogrupo J;.

- cibrido homoplasmico para la mutacion m.8344A>G, haplogrupo J;.
- control de haplogrupo para la mutacién m.14487T>C, haplogrupo H,.

- cibrido homoplasmico para la mutacion m.14487T>C, haplogrupo H..
1.2 Métodos de screening de los cibridos generados

Después del periodo de seleccion se realizaron diferentes estudios de
comprobacién. Se cuantifico el numero de copias de ADNmt de los cibridos y

se determiné el % de mutacion del ADNmt.
1.2.1 Cuantificacién del niumero de copias de ADNmt

Se extrajo ADN de los cibridos utilizando el QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante.
El contenido de ADNmt se cuantific6 mediante PCR a tiempo real multiplex y se

utilizé el equipo PCR Real-Time 7500 (Applied Biosystems).
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El nimero de copias de ADNmt se refirié al nUumero de copias del gen RNAasa
P (gen nuclear de copia Unica). Para quantificar el ADNmt se utilizd una sonda
TagMan del ARN ribosomal 12S (MT-RNR1) (6FAM-5TGCCAGCCACCGCG3'-
MGB) marcada en su extremo 5 con el reporter fluorescente, 6FAM y los
primers mtF805 (5’CCACGGGAAACAGCAGTGATT3) y mtR927 (5'CTATT
GACTTGGTTAATCGTGTGAZ’). Para cuantificar el ADNn se utilizdé el Kit
comercial RNAseP, Control Reagents (Applied Biosystems), y la sonda
fluorescente especifica del ADNn estaba marcada con el fluoréforo VIC.

Los 20 ul de la reaccion de PCR contenian 10 pl de TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), 1 ul de RNAsaP PDARs y 112 nM de cada
primer de ADNmt, 125 nM de sonda TagMan para el ADNmty de 2 a 10 ng de

ADN gendmico. Las condiciones de PCR fueron:

50°C 2 min
95%C 10 min
a5°C 15 seg
40 ciclos
60°C 1mimn

La curva de calibracién que se utilizé para cuantificar el nUmero de copias de
ADNmt y ADNn, se basaba en la relacion lineal entre los valores de los Ct y el
logaritmo del nimero de copias. Para generar los calibradores de esta curva se
amplificé un fragmento de ADNmt de 122 pares de bases entre la posicion 805
y 927 y un fragmento del ADNn de 87 pares de bases correspondiente al gen
(RNAsaP), a partir de ADN de una muestra sanguinea usando los primers y las
condiciones anteriormente descritas.

Los productos de PCR se clonaron en un vector TOPOR TA cloning reagent set
(Invitrogen), siguiendo las instrucciones del fabricante. La identidad del inserto
clonado se confirmé por secuenciacion. Una vez confirmada, se extrajo el ADN
y se cuantificé por medidas de absorbancia.

El nimero de copias de cada calibrador se calcul6 a partir de la concentracion
de ADN y el peso molecular de cada molécula de plasmido generado. La curva

de calibracion se genero realizando diluciones seriadas de la solucién stock.
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1.2.2 Determinacion del porcentaje de mutacion en los cibridos

transmitocondriales por PCR-RFLP
1.2.2.1 Deteccién de la mutacién m.8993T>G en el gen ATP6

Para la amplificacion del fragmento de ADN se usaron los siguientes

oligonucledtidos:

NOMEBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) m
QsoL SCTATARACCTAGLUCATGGLC-3 985 5E°C
QsSDH S-AGAGGCTTACTAGAAGTGTG-3

Esta mutacidon genera una diana de restriccion para la enzima de restriccion
Hpa Il. El patrén de bandas resultante es el de una banda de 365 pb para el
ADNmMt WT y de 2 bandas de 194 y 171 pb para el ADNmt 100% mutado.

1.2.2.2 Deteccion de la mutacién m.3243A>G en el gen ARNt ~ -e4(UUR)

Para la amplificacion del fragmento de ADN se usaron los siguientes

oligonucledtidos:

NOMBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) Tm
J243F 5-CCTCCCTGTACCAAAGGAC-3 918 5500
32438 5-GCGATTAGAATGGGTACAATG-3'

Esta mutacidon genera una diana de restriccion para la enzima de restriccion
Hae Ill. El patron de bandas resultante es el de tres bandas de 169 pb, 37 pby
32 pb para el ADNmt WT y de 4 bandas de 97 pb, 72 pb, 37 pb y 32 pb para el
ADNmt 100% mutado.
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1.2.2.3 Deteccion de la mutacién m.8344A>G en el gen ARNt ~ %°

Para la amplificacion del fragmento de ADN se usaron los siguientes
oligonucledtidos:

NOMBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) Tm
MriL S aTAGTATTTAGTTGEGGCATTTS

ACTGTAAMGCCGTGTTGG-3 108 55°C
MM 5 CTACCCCOTCTAGAGCCCAC-3

(*) = Qligonucledtdo con MIspainng &n su Secuncia

Esta mutacién genera una diana de restriccién para la enzima de restriccion Bgl
I. El patron de bandas resultante es el de una banda de 108 pb para el ADNmt
WT y de 2 bandas de 73 y 35 pb para el ADNmt 100% mutado.

1.2.2.4 Deteccién de la mutacién m.14487T>C en el gen ND6

Para la amplificacion del fragmento de ADN se usaron los siguientes

oligonucledtidos:

NOMBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) Tm
MDEF S -CAGCTTCCTACACTATTAAATG-Y 285 58°C
NDER S-GTTTTTTTAATTTATTTAGCTGGA-3

Esta mutacidon genera una diana de restriccion para la enzima de restriccion
Hpa Il. El patron de bandas resultante es el de una banda de 365 pb para la
muestra portadora del ADNmt WT y de 2 bandas de 194 y 171 pb para la
muestra portadora del ADNmt 100% mutado.

A continuacion se detallan la mezcla de reaccidon y las condiciones de PCR

utilizados para la amplificacién de cada uno de los fragmentos.
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Volumen
10x Reaction buffer 5ul
ds ADN molde 100 ng/ul 1ul
dNTPs 2,5 mM 5ul
Primer F (2 uM) 10 ul
Primer R (2 uM) 10 ul
Tag ADN polimerasa 5 LiAul 0,5 ul
Agua MiliQ 18.5 ul
94°C 3 min
84°C 1 min
55°C 1 min 30 ciclos
T2°C 45 seq
72°C 2 min

Para el analisis de los fragmentos que se obtuvieron después de la digestion,
se utilizo el LabChip Bioanalyzer DNA 1000 (Agilent) y se procesaron mediante
el Agilent 2100 Bioanalyzer Automated Analysis System. 1 ul de la digestion se
cargé en el chip y mediante electroforesis capilar se distribuyd por peso
molecular, a lo largo de un polimero que contiene un fluoréforo. El programa
genero un informe en el que se pudo ver una representacion grafica del
electroferograma por tamafio molecular de la muestra asi como su

concentracion.

1.2.3 Secuenciacion del ADNmt mediante chips de resecuenciacion
(MitoChip v2.0)

Para confirmar que el ADNmt de los cibridos generados no presentaba otros
cambios en el ADNmt. Se realiz6 la resecuenciacion del ADNmt mediante chips

de resecuenciacion (MitoChip v2.0).
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Para ello se realizaron los siguientes pasos:
1.2.3.1 Amplificacién de ADN por PCR larga

El ADNmt de estudio se amplificé en 3 fragmentos:

POSICION PRIMER FORWARD SECUENCIA

16331-16365 Mito | B ACATAGCACATTACAGTCAAATCCOTTCTCGTOOC-3
3646-3680 Mia I B TACTCAATCCTCTGATCAGGGTGAGCATCAAACTC-3
8753-8787 Mito (1 §-TCATTTTTATTGCCACAAC TAACCTCCTCGGACTC-
POSICION PRIMER REVERSE SECUENCIA

3700-3729 Mito | 5-TGAGATTGTTTGGGCTACTEGCTCGCAGTGE-3
9124-9158 Wity 1 S GCTTGGATTAAGGCGACAGCGATT TCTAGGATAGT-3'
16532-16566 Wit 111 S CGTGATGTCTTAT T TAAGGGGAACGTETGGGOTAT-3

Los tamafios de los fragmentos generados fueron:

FRAGMENTO TAMANO

Mita | 968 pb
Mito 11 5513 pb
Miko 1l T814 pb

Los reactivos para preparar la reaccion de amplificacion por PCR larga fueron

los siguientes; el volumen final de la reaccion fue de 50 pl.

Volumen
Tampan LA-Tag 10x S ul
MgClz 25 mM 5ul
dNTPs 2,5 mM 8 ul
Primer F (2 uM) 5 ul
Primer R (2 uM) Sul
Tag LA 0.5 ul
Agua MiliQ 20.5ul

ADN (100 ng/ul) 1ul
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En cada array se proceso también un fragmento que se utiliza como control de

la hibridacion (1Q); este control IQ se amplificé por PCR larga utilizando:

Volumen
Tampon LA-Tag 10x 20ul
MgClz 25 mM 20 ul
dNTPs 2.5 miM 32 ul
Frimer F 7,5 Kb (20 uM) & ul
Primer R (20 uM) 6 ul
Tag LA 2ul
Agua Milic) 104 ul

1Q Control template (9,2 pgful) 10 ul

Las condiciones en las que se realizaron las reacciones de PCR fueron:

94°C 1 min
a8°c 10 seg
30 ciclos
68°C 11 min
T2°C 10 min

1.2.3.2 Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar el tamafio de los fragmentos amplificados se realizd
electroforesis. Se prepar6é un gel al 0.8% de agarosa con Tris-borato EDTA
(TBE 1x) y 2,5 ul de bromuro de etidio. Se cargd 2 pl de muestra con 1 pl de
tampodn de carga y el marcador lambda Hind Ill. La electroforesis se realizo en
tampon TBE 1x, aplicando un voltaje de 70 V durante tres horas. Pasado el
tiempo se visualizo el gel en una camara de fluorescencia Universal Hood Il
(Bio-Rad).

1.2.3.3 Cuantificacion de los productos de PCR mediante PicoGreen

La cuantificacion del producto de PCR larga se realizé utilizando el kit Quant-
iT™ PicoGreen dsDNA Assay (Invitrogen).
Para preparar la curva estandar se utilizé el ADN lambda del kit. Se prepar6 la

siguiente curva.
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Tabla 1. Curva estandar para la cuantificacion de los productos de PCR larga

VOLUMEN NECESARIO
CONCENTRACION DE LA DILUCION DE ADN

50 ngiul
40 ngiul
30 mgiul
20 ngtul
10 ngl‘ul
5 ngiul
0 ngful

La reaccion se realizdé en una placa de 96 pocillos. En cada pocillo se afadio
190 pl de Pico Green, 5 pl de muestra o ADN estandar y 5 pl de TE 1x. Se
determinaron las muestras por triplicado en un fluorimetro FLx800, las lecturas
se realizaron con una longitud de onda de excitacion de 528 nm y una longitud
de onda de emision de 485 nm.

Los fragmentos de ADNmt amplificados junto con el IQ se llevaron al Servicio

cientifico técnico del Instituto de Recerca Vall d’Hebron, donde se realizaron los

siguientes pasos:

10 ul (ADN 100 nglul)

16 ul (ADN 100 nglul)

6 ul (ADN 100 ngful)

10 ul (ADMN 40 ngilul)

10 ul (ADMN 40 ngilul)

10 ul (ADMN 10 mgiul)
O ul

VOLUMEN NECESARIO
DE TE 1X

10wl
24 ul
14 wl
10 ul
30 ul
10wl
10 wl

- mezcla equimolar de los fragmentos Mito I, Mito I, Mito 111 y 1Q.

- purificacion y cuantificacion.

- fragmentacion enzimatica (con el kit Gene Chip Resequencing Assay Kit,

(Affymetrix).

- marcaje terminal utilizando una transferasa terminal y el fluor6foro Bio-N6-

ddATP.
- hibridacién del MitoChip.
- lectura en ScannerGCS 3000.

1.2.3.4 Andlisis de datos

Los datos obtenidos una vez escaneado el chip se analizaron mediante el

software GSEQ (Affymetrix).
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Los parametros del algoritmo utilizados fueron los siguientes:

Tabla 2. Parametros del algoritmo utilizados

NOMBRE VALOR DESCRIPCION
Abgrrarl SNEZ 108 Max Signal-To-Noise-Ralio
No Signal = No Signal Fold Threshold (meaniprobe ratio)
Modal Type 1 Ganomatodel (I=dipiosd, 1=haplond)
Qually Score 3 Qualty Score Threshald
Sample Raliabiily 05 Bass Rahabity Threshold across Sample
SagProfile Thrashokl 0178 Sequance Profile Threshold
Trace Threzhold 1 Trace Threshold
Wiak Signal 40 Weak Signal Fold Threshold (meanirobe raio)

El software GSEQ proporciond los resultados en archivos en formato FASTA,
con los que se realizd un BLAST frente la secuencia de referencia del ADNmt
(NC_012920).

2. Técnicas generales
2.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN total a partir de células en cultivo se utilizé el
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.2 Extraccion de ARN

La extraccion de ARN se realiz6 mediante el RNeasy Mini kit (Qiagen),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este método se basa en el uso de
columnas de afinidad que evitan la manipulacion de substancias toxicas, como

el fenol y el cloroformo.
2.3 Tratamiento con DNAsa

La digestion del ADN contaminante en las muestras de ARN, se realizd
mediante el RNase-Free DNase Set (Qiagen), durante el proceso de extraccion
del ARN mediante el RNeasy Mini kit (Qiagen), siguiendo las instrucciones del

fabricante.
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2.4 Retrotranscripcion

El paso de ARN a cDNA se realiz6 mediante el High Capacity cDNA Archive kit
(Applied Biosystems).

En cada reaccion se pueden procesar un maximo de 10 ug de ARN en un
volumen final de 25 ul. En nuestro caso se procesaron 2 ug de ARN.

La mezcla de reaccion fue la siguiente:

Volumen
10x RT buffer Sul
dNTFs 100 mM 2 ul
10x random pnmers Sul
MultiScrabe BT 50Ul 2.5ul
Aguia Hasta 25 ul

Cada muestra de ARN se llevé a un volumen de 25 pl y se le afiadié a cada
una 25 pl de la mezcla de reaccion (volumen final de reaccion 50 pl). La
retrotranscripcion se llevé a cabo en 3 pasos: 25°C 10 minutos, 37°C 2 horas y
85°C 5 segundos. Después de estos tres pasos, la muestra se guardo en varias

alicuotas a — 20°C.
2.5 Determinacion espectrofotométrica del ADN

La cuantificacion de la concentracion de ADN se realiz0 mediante NanoDrop-
1000 Spectrophotometer (NanoDrop Technologies), se determiné la
absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. El ADN a una concentracion de
50 ug/ml, presenta una absorbancia de 1 a esta longitud de onda. Las
concentraciones se calculan mediante la siguiente férmula:

ng DNA/ul = Abs 260 nm x 50.

Para determinar la pureza de la muestra, se utilizd el cociente Abs 260/Abs

280. Se aceptaron niveles de pureza entre 1,7 y 2.
2.6 Determinacion del ARN mediante electroforesis capilar en nanochip

En las muestras de ARN para determinar la concentracion y la calidad de la
muestra, se utilizé el ARN 6000 nanochips (Agilent) y se procesaron mediante
el Agilent 2100 Bioanalyzer Automated Analysis System.
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1 ul de la muestra se cargd en el chip y mediante electroforesis capilar se
distribuyé por peso molecular, a lo largo de un polimero que contiene un
fluoréforo. El programa generdé un informe en el que se pudo ver una
representacion grafica del electroferograma por tamafio molecular de la
muestra, la concentracion, el cociente entre los ARN ribosomicos 18s y 28s, y

un indice de la integridad de la muestra.
2.7 Electroforesis en gel de agarosa

Para comprobar la amplificacion del fragmento deseado, los productos de la
PCR se separaron por electroforesis en geles de agarosa horizontales. Los
geles tenian un porcentaje de agarosa de entre un 0,8% y un 1,5% en TBE,
dependiendo del fragmento que se quisiera resolver.

En todos los geles, se afiadié bromuro de etidio a una concentracion final de 5
Mg/ml. La electroforesis se efectué a 100 V durante el tiempo necesario para la

correcta separacion de las bandas.
2.8 Purificacién de fragmentos de PCR

Los fragmentos de PCR se purificaron mediante cromatografia de exclusion
molecular con el OLAquick PCR Purification kit (Qiagen), siguiendo las

especificaciones del fabricante.
2.9 Secuenciacion

La secuenciacion se utlizo para confirmar, que los cibridos creados
presentaban el ADNmt de interés y en la proporcion deseada. Las condiciones
que se especifican a continuacion fueron comunes para todos los fragmentos.

En la reaccién de secuencia se preparé una mezcla que contenia los siguientes

reactivos:
VOLUMEN
Big Dye terrminafor kit v.1.0 2 ul
Cebador 2 uM 2 ul
ADN 100 nglul 1ul

Agua Hasta 10 ul
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Las condiciones de la reaccidon de secuencia fueron:

96°C 10 seg
50°C 5 seq t 25 ciclos
60%C 4 min

Los productos de la reaccion de secuencia se purificaron por centrifugacion con
columnas Autoseq G-50 (Amersham Biosciences), siguiendo las
especificaciones del fabricante.

A continuacion figuran los cebadores que se utilizaron para secuenciar los

diferentes fragmentos.
- mutacion m.8993T>G en el gen ATP6

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen ATP6 fueron:

NOMBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) Tm
13F S-TTTCCCCCTCTATTGATCCC-3 §16 e
138 S-GTGGLCTTGGTATGTGCTTT-3

Leu (UUR)

- mutacion m.3243A>G en el gen ARNt

Los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion del gen ARNt - (VUR)
fueron:
NOMBRE SECUENCIA FRAGMENTO (pb) Tm
J243F S-CCTCCCTGTACCAAAGGAC-3 238 T

32438 S -GLGATTAGAAT GGG TACAATG-3'



- mutacién m.8344A>G en el gen ARNt  °

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen ARNt

NOMBRE

TI61F
84908

SECUENCIA

S-AGAACCCTCCATAAMCCTGE-3
F-ATGGGCTTTGGTGAGGGAGG-I

- mutacion m.14487T>C en el gen ND6.

FRAGMENTO (pb)

1M29
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Lys fueron:

Tm

55°C

Los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del gen ND6 fueron:

NOMBRE

21F
Z1R

SECUENCIA

5-GCATAATTAAACTTTACTTC-3
5-AGAATATTGAGGLGCCATTG-3'

FRAGMENTO (pb)

9B

Tm

oo

A continuacion se detallan la mezcla de reaccién y las condiciones de PCR

utilizados para la amplificacién de cada uno de los fragmentos.

10x Reaction buffer

ds ADN molde 100 ng/ul
dNTPs 2.5 mM
Primer F (2 uM)

Primer R (2 uM)

Tag ADN polimerasa 5 LiAul

Agua MG

94°C 3 min

94°C 1 min
55°C 1 min
72°0

T2°C

45 sag

2 min

Volumen

5 ul

1 ul
Sul
10 ul
10 ul
0.5 ul
18.5 ul

30 ciclos
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3. Seleccion del medio oxidativo

El medio de cultivo que se utiliza en este modelo celular (cibridos de células
143B) es DMEM con una elevada concentracién de glucosa (medio GL) que
permite el crecimiento celular incluso en células carentes de ADNmt (células
p%), en estas condiciones el ATP se obtiene por la via glicolitica [112]. Para
estudiar la posible patogenicidad de una mutaciéon en el ADNmt se utiliza un
medio de cultivo que fuerza la utilizacion del sistema OXPHOS para la
obtencion de ATP: DMEM 1 g galactosa/L suplementado con 5 mM de piruvato,
50 pg/ml uridina, 2 mM glutamina y 10% SFB dializado [112].

Sin embargo, en algunas mutaciones del ADNmt (p.e. mutaciones en ARNY) las
células dejan de ser viables a las pocas horas de estar cultivadas en este
medio, lo que impide estudiar el defecto en el sistema OXPHOS en células
viables.

Por esta razén uno de los objetivos de esta tesis era establecer unas nuevas
condiciones de cultivo que permitieran manifestar el déficit del sistema
OXPHOS pero que a la vez las células fueran viables. Las nuevas condiciones
de cultivo debian contener glucosa a muy baja concentracion para prevenir la
obtencion de grandes cantidades de ATP via glicolitica y de ese modo forzar la
utilizaciéon de la fosforilacidn oxidativa, pero al mismo tiempo el medio
suministrara el ATP necesario para su viabilidad. Por ese motivo se utilizaron 2
combinaciones de glucosa y galactosa:

- DMEM 0,25 g glucosa/L-0,75 g galactosa/L suplementado con 5 mM de
piruvato, 50 pg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado (medio OX).

- DMEM 0,5 g glucosa/L-0,5 g galactosa/L suplementado con 5 mM de piruvato,
50 pg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado (medio OX 0.5).

- Ademas se utiliz6 un medio glucolitico (medio GL) DMEM 4,5 g glucosa
suplementado con 1 mM de piruvato, 50 yg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5%
SFB dializado.

Para obtener el medio oxidativo 6ptimo se cultivaron células p° en estos tres
medios siguiendo el disefio experimental descrito en el apartado 4 de material y
métodos pero en este caso se cultivaron durante cinco dias y en lugar de 2
medios de cultivo se utilizaron 3 (GL, OX y OX 0.5). Se estudid el crecimiento

celular los cinco dias que dur6 el estudio.
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4. Condiciones experimentales del estudio con cibridos

Los estudios con cibridos transmitocondriales se realizaron siguieron el
siguiente disefio experimental.

Inicialmente se sembraron 10 placas de 100 mm con 4x10° células en cada
placa, en 15 ml de medio glicolitico (GL) (DMEM 4,5 g glucosa/L suplementado
con 1 mM de piruvato, 50 pg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado)
para cada linea de cibrido.

Al dia siguiente (dia 0), el medio de cultivo fue remplazado y a 5 de las placas
se les afiadio 15 ml de medio (GL) y a las otras 5 se les afiadié 15 ml de medio
oxidativo (OX) (DMEM 0,25 g glucosa/L-0,75 g galactosa/L suplementado con 5
mM de piruvato, 50ug/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado).

En estas condiciones de cultivo los cibridos se mantuvieron durante 3 dias,
remplazandoles diariamente el medio. En cada estudio se analizaron
simultaneamente 2 clones independientes WT junto con 2 clones
independientes 100% mutados para cada tipo de mutacion estudiada.
Transcurridos los 3 dias (dia 3) se analizaron los siguientes parametros:

- crecimiento celular.

- concentracion de ATP, ADP, AMP y adenosina.

- potencial de membrana mitocondrial.

- concentracion de lactato y succinato.
5. Caracterizacion de las lineas de cibridos, evaluacién del medio OX

5.1 Crecimiento celular

Se determind el crecimiento celular el dia 0 y el dia 3. Al dia siguiente de
sembrar las 4x10° células en cada una de las 10 placas de 100 mm (dia 0) se
procedié a la tripsinizacion de 2 placas de 100 mm. Primero se lavo la
monocapa de células con PBS a 37°C. Se retird el PBS de la placa, se afiadio
2 ml de tripsina a las células y se incubaron 2 minutos a 37°C dentro del
incubador de cultivos. A continuacion se neutralizo la tripsina con 5 ml de
medio de cultivo y se traspasaron las células desenganchadas a un tubo de 15
ml que se centrifugd a 1500 xg durante 5 minutos. Se descarté el sobrenadante

y se resuspendio el pellet en 1 ml de medio.
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Después se cogieron 10 pl de la suspension de células y 10 yl de azul de
tripano (Invitrogen) y se afiadieron en un eppendorf. Finalmente se utilizaron 10
gl de la solucion anterior para determinar el nimero de células mediante
Countess Automated Cell Counter (Invitrogen).

Pero ademas de realizarse la determinacion del numero de células el dia O del
estudio también se realiz6 el Ultimo dia del estudio (dia 3) para poder calcular
el crecimiento celular relativo de cada linea de cibrido en cada condicion de
cultivo (GL o OX).

5.2 Determinacion de ATP, ADP, AMP y adenosina en las diferentes lineas

de cibridos
5.2.1 Preparacién de las muestras

El dia 3 del estudio se determind la concentracion de ATP, ADP AMP vy
adenosina, para ello se utilizaron 10 placas de 100 mm, 5 con medio (GL) y 5
con medio (OX) para cada tipo de linea celular. El dia 3 se llevaron estas
placas a una camara a 4°C donde se eliminé el medio y se realizaron 2 lavados
con PBS frio. Se afnadieron 450 pl de PBS frio a cada placa, se rascaron las
células, y se pasaron a través de una jeringa de 1 ml con una aguja de 21 G
para lisarlas. A continuacion, los lisados celulares se centrifugaron a 13000 xg
durante 1 minuto a 4°C, 50 ul del sobrenadante se utilizaron para determinar la
concentracion proteica y el resto se ultrafiltro utilizando (Amicon ultra -0,5 ml 3K
Ultracel®- 3K membrane) a 12000 xg durante 30 minutos a 4°C. El ultrafiltrado

se almaceno a -80°C hasta el dia de analisis de los metabolitos.
5.2.2 Preparacion de la recta patron

La recta patron para determinar la concentracion ATP, ADP, AMP y adenosina
en los cibridos se muestra en la tabla 3.

Se prepar6 una primera dilucién con una concentracion final de ATP de 50 uM,
20 uM de ADP y 4 uM de AMP y Adenosina. A partir de esta dilucion inicial se

obtuvieron los siguientes puntos de la recta patrén.
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Tabla 3. Recta patron para determinar la concentracion de ATP, ADP, AMP y adenosina

Solucion ATP ADP AMP Adenosina
estandar

A I7T.5uM 15 uM I uM 3 uM

B 25uM 10 uM 2 uM 2 uM

c 125uM  5uM 1 uM 1 uM

D 625uM 2.5 uM 0.5 uMm 0,5 umM

E 3,125uM 1,25uM 0,25 uM 0,25 uM

5.2.3 Separacion cromatogréafica por UPLC

Se utilizé el sistema cromatografico ACQUITY™. El detector utilizado fue un
detector UV (TUV Detector) y la columna que se utilizé fue una ACQUITY
UPLC® BEH Amide, 2.1 x 100 mm, 17 pm (Waters). El andlisis se realizé a un
flujo constante de 0,5 ml/min, usando tampén fosfato 10 mM a un pH de 4,5

(solvente B) y acetonitrilo (solvente A). El gradiente que se utilizo fue:

Tabla 4. Gradiente utilizado para determinar la concentracién de ATP, ADP, AMP y

adenosina
Tiempo

o

i Td 26
3.30 T4 26
4,80 L] 42

5 T4 26

& T4 26

La temperatura de la columna fue de 25°C y la de la muestra de 6°C.

La lectura se realizé a 260 nm. Los cromatogramas que se obtuvieron se
integraron utilizando el software Empower.

Se calculd la carga energética de adenilato con la siguiente férmula: (ATP +1/2
ADP)/ (ATP + ADP + AMP), indicador que coordina muchas reacciones
metabdlicas siendo un factor muy importante en el mantenimiento de la
homeostasis celular [138]. Si el valor de este parametro es inferior a 0.6 hay
degradacion de nucleétidos de adenina, comprometiendo la homeostasis
celular [138].
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5.3 Potencial de membrana mitocondrial

El potencial de membrana mitocondrial se midié con el fluoréforo ioduro de
5,59,6,69-tetrachloro-1,19,3,39-tetraetilbenzimidazolilcarbocianina(JC-1)
(Invitrogen). JC-1 es un colorante cationico que atraviesa la membrana interna
mitocondrial a favor de gradiente electroquimico, acumulandose en la matriz
mitocondrial.

Al aumentar la concentracion, la emision pasa del verde (=525 nm) al rojo
(=590 nm), siendo la relacién fluorescencia roja/fluorescencia verde
proporcional al potencial de membrana mitocondrial [139].

El dia 3 se procedio a la determinacién del potencial de membrana, para ello se
tripsinizaron las células y se contaron siguiendo la metodologia del apartado

5.1. Para cada muestra se necesitaron 1,5 millones de células.
De las cuales:

- 0.5 millones de células no se trataron para determinar la fluorescencia propia

de las células.

- 0.5 millones de células se trataron con CCCP (molécula desacoplante) y con
JC-1. Para verificar que la fluorescencia roja observada era debida al potencial

de membrana mitocondrial.
- 0.5 millones de células que se trataron con JC-1.

Una vez se pusieron 0,5x10° células en cada uno de los eppendorfs se
centrifugaron a 200 xg durante 5 minutos. Se eliminé el sobrenadante y se
afiadié 1 ml del medio en el que se queria medir el potencial, ya fuera medio
(GL) o medio (OX). A continuacion se afadieron 3 pl de CCCP (50 mM) sélo a
las muestras que debian tratarse con CCCP y se incubaron a 37C° durante 5
minutos. Pasados los 5 minutos se afiadieron 20 ul de JC-1 (200 pM) tanto a
los tubos que habian sido tratados previamente con CCCP como a los que

solamente se trataron con JC-1.
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Se incubaron a 37C° durante 30 minutos. Los tubos que no se trataron ni con
CCCP ni con JC-1 también se incubaron y cada 5 minutos se agitaron para
evitar la precipitacion de las células. Pasados los 30 minutos se centrifugaron a
200 xg durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet
con 1 ml de PBS. Se volvio a centrifugar a 200 xg durante 5 minutos y se
elimind el sobrenadante.

Finalmente se resuspendio el pellet con 500 pl de PBS y se transfirié a un tubo
de citometria para determinar el potencial de membrana.

La determinacion de la fluorescencia de las muestras se realizO con una
longitud de onda de excitacion de 527 nm y con una longitud de onda de
emision de 590 nm utilizando el citometro FAC SCalibur. Se utilizo el software
Cell Quest (Becton Dickinson) y se analizaron 10000 células por muestra. El
potencial de membrana mitocondrial se valor6 mediante el porcentaje de la
relacion entre la fluorescencia roja y verde de cada muestra dividido por la
relacion entre la fluorescencia roja y verde obtenida de los cibridos WT

cultivados en medio (GL).
5.4 Determinacion de lactato y succinato
5.4.1 Preparacion de las muestras

Se utilizé el mismo método que en la determinacion de ATP, ADP, AMP y
adenosina. Los lisados celulares se centrifugaron a 13000 g durante 1 minuto a
4°C. 50 ul de sobrenadante fueron utilizados para determinar la concentracion
proteica y el resto se ultrafiltré utilizando (Amicon ultra -0,5 ml 3K Ultracel®- 3K
membrane) centrifugando a 12000 xg durante 30 minutos a 4°C. El ultrafiltrado

se almaceno a -80°C hasta su uso.
5.4.2 Preparacion de la recta patron

La recta patron para determinar la concentracion del lactato y succinato en los
cibridos se muestra en la tabla 5. Todas las alicuotas tanto las de la recta

patrén como las de las muestras se diluyeron al 1/5 con acetonitrilo.
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Se preparé una primera dilucion utilizando 680 ul de medio de cultivo DMEM y
se llevé a un volumen final de 1000 pl con una concentracion de lactato y
succinato de 832 uM y 40 uM respectivamente. A partir de esta dilucién inicial

se obtuvieron los siguientes puntos de la recta patron.

Tabla 5. Recta patron para determinar la concentracion de lactato y succinato

Solucion Lactato Succinato
estandar
A 499.55uM 2540 UM
B 166,51 uM 8,45 uM
c 83,25 uM 4,23 uM
D 16,65 uM 0,84 uM
E 5,55 uM 0,27 uM

5.4.3 Separacién cromatogréafica por UPLC

Se utiliz6 un sistema cromatografico UPLC MS/MS system compuesto por
ACQUITY Ultra Performance LC (Waters) system y MS/MS XEVO TQ (Waters)
Mass. La columna que se utilizé fue una ACQUITY UPLC® BEH Amide, 2.1 x
100 mm, 17um (Waters).

El andlisis se realiz6 a un flujo constante de 0,6 ml/min, usando acetato de
amonio 10 mM a un pH de 4,3 (solvente B) y acetonitrilo (solvente A). El

gradiente que se utilizo fue:

Tabla 6. Gradiente utilizado para determinar la concentracién de lactato y succinato

T A% B%
o 85 15

0.6 BS 15

2 30 TO
210 85 15

4 BS 15

La temperatura de la fuente fue de 150°C, gas de colision 0,15 L/h, temperatura

de solvatacién del gas de 150°C vy un flujo de solvatacién del gas de 800 L/h.
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El voltaje del capilar fue de 1,02 KV con un modo de ionizacion negativo, con
un voltaje de cono de — 33,72 V. Los picos que se obtuvieron se integraron
utilizando el software Masslynx. 4.1. Para el lactato se cogieron las transiciones
MRM 88,60 y 42,40 m/z y para el succinato 116,60y 72,60 m/z.

6. Estudios de expresion

El objetivo principal de los estudios de expresion fue el de determinar genes
diferencialmente expresados como consecuencia de la presencia de diferentes
mutaciones en el ADNmt en diferentes condiciones de cultivo. Para los estudios
de expresion se utilizaron técnicas de PCR a tiempo real y microarrays de
ARN.

6.1 Tarjetas microfluidicas

Las tarjetas microfluidicas son

sistemas que permiten cuantificar

la expresién de varios genes, de " v .' "l v v T *
manera simultanea y a partir de o A A o b
una pequefia cantidad de :.': ﬁ:: ﬁ: F: ::: ﬁ: ::: :",.::
muestra (Figura 3). Los estudios 'F: f': :,1_: :.": f‘: ﬁ‘: ::': f"_;
de expresion en las tarjetas, se » :: :L: ::: f: f: :.": ﬁ:
basan en PCR a tiempo real (RT- :I: ::: f: :: ::.: f: :_': :,':
PCR) utiizando  tecnologia :I: :‘: :r._: : > :' : ::_: f: @

| L1 f ) i 4 e F

TagMan.

Figura 3. Imagen de una tarjeta microfluidica. Se

Para nuestros estudios se eligi0 pueden observar los 8 carriles que configuran
) ) cada tarjeta y en cada carril, se encuentran los 48

el formato de 8 carriles por tarjeta  pocilios en los cuales podemos encontrar la sonda

y 48 pocillos por carril y los primers para el estudio de un gen concreto.

En cada carril de la tarjeta microfluidica se cargd la siguiente mezcla de

reaccion:

Volumen
2x Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 52 5 ul

cDNA (100 ng ARN) 25 ul

Agua Hasta 105 ul
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Una vez cargados todos los pocillos de la tarjeta, se centrifugd en posicion
vertical 1 minuto a 2000 xg en una Microfuge Heraeus (Sorvall), transcurrido
este tiempo se volvié a centrifugar de nuevo, 1 minuto a 2000 xg.

Tras la centrifugacion se utilizé un sellador especial de tarjetas microfluidicas
(Applied Biosystems) y se eliminé el fragmento de la tarjeta que contenia los
pocillos. Se realiz6 la RT-PCR en un 7900HT Sequence Detection System
(Applied Biosystems), con el software SDS 2.3 (Applied Biosystems), utilizando

las siguientes condiciones:

50°C 2 min

94.5°C 10 min

a7°C 30 seg
40 ciclos

59.7°C 1min

Para procesar los datos se utiliz6 el software RQ 1.2 (Applied Biosystems).

Se estudiaron 48 genes implicados en diferentes procesos (Tabla 7):
metabolismo glucolitico, metabolismo lipidico, transportadores mitocondriales,
activadores transcripcionales, replicacion del ADNmt, transcripcion del ADNmt,
subunidades OXPHOS codificadas por el ADNn y ADNmt, factores de
ensamblaje, proteinas desacoplantes, apoptosis, entre otros.

En la tarjeta también se incluyeron 4 genes de expresion constitutiva: que se
utilizaron para normalizar los resultados: ciclofilina A (PPIA), ARNr 18S (18S),
proteina ribosomal larga (RPLPO) y proteina de unién a la caja TATA (TBP)

(Tabla 7). En cada tarjeta se estudiaron 4 muestras por duplicado.



ESTUDIADOS REFEREMNCIA DEL ENSAYD
Aconitasa 2; ACOZ He00426616 m1
ATP sintasa bela subunidad nuclear del complejo V, ATPS8 Hs00266077_m1
Acil-cod deshidrogenasa de acidos grasos de cadena media

ACADM Hs( 163494 m1
BAX Hs00180269_m1
BCLZ Hs00E0B8023 m1
Proteina guinaza IV dependiente de calcinicalmodulina; CAMKNY Hs001T4318_m1
Citocromo oxidasa subunidad 4 codificada ADN nuclear; COX411 Hs02863T1_m1
Camniting Palmitoilransferasa | isoforma muscular subunidad alfa;

CPT1B Hs00189258_m1
ATFasa & codificada por el ADN mitocondrial, MT-ATPS Hs02596862 g1
Citrato Sintasa; C3 Hs00830T26_m1
Citet codificada por el ADM nuclear, CYC1 Hs00357717_m1
Factor respiratorio nuclear 2; NRF2 Hs00T45591_m1
Glutation Peroiidasa 1. GPX1 Hs00828988 _m1
Hexokinasa isoenaima 2, HK2 Hs00E06086_m1
Lactato deshidrogenasa subunidad muscular, LOHA Hs00855332_g1
Mitofusina 2; MFN2 Hs00208382_m1
Citocromo b codificado por el ADN milocondrial, MT-CYB Hs0259686T s1
MNADH deshidmgenasa 6 codificada por el ADN mitocondrial, MT-

NDE Hs01588974 g1
Citecromo oxidasa | codificada por 8l ADN mitocondrial, MT-CO1 Hs02596864 g1
NOUFS52 codificada por el ADN nuclear; NDUFS2 Hs00180020_m1
Nudleotidasa mitocondrial dNT2; NTSM He00220234 m1
Pirwvato dehydrogenase E1 isozima subunidad alfa; PDHAT Hs00284851_m1
Subunidad Catalitica de la Palimerasa gamma; POLG Hs00160298_m1
Ghcogena fosforilasa isoforma muscular, PYGM He00124483_mi1
SCO1 proteina de ensambilaje del complejo IV; SCO1 Hs00180189_m1
SDHC subunidad del compiejo |, SDHC Hs00B18427_m1
Sin3 histona deacetiasa miocondnal; SIRT3 Hs00202030_m1
DMC transporiador mitocondrial; SLC25419 Hs00Z22265 m1i
ANT1; SLC25A4 Hs00154037_m1
ANT2; SLC25AS Hs00B544599 g1
Enti; SLC2941 Hs00191940_m1
Supertuido dismutasa 1; S0D7 HsD0533490 m1
Facior respiratorio nuclear 1; NRF1 Hs00E02161_m1
Superteado demutasa 2,5002 HsD0167309_m1
SURF1 proteina de ensamblaje del complejo IV, SURF1 Hs00 162467 m1
Coactivador 1a del recaptor v activado del proliferador da

pefoxisomas; PPARGCTA Hs00173304_m1
Factor de ranscripcadn A mitocondrial; TFAM Hs00273372 81
Factor de transcrpcsdn B1 mitocondrial, TFE1M Hs00274971_m1
Factor de transcripcadn B2 mitocondrial, TFB2M Ha00Z54651_m1
Proleina desacoplante UCP2; LICP2 Hs00183349 m1
Proteina de unitn al ubiquinal citocromo ¢ reductasa; UWQCRE Hs00553684_m1
Proteina del core de la ubsguinol citocromo ¢ reductasa; UOQCRCT Hs00163415 m1
Controles Enddgenos

183 rRNA eucandtico; 185 H=99999301_s1
Profeina mayor del ribgsoma; RPLPO 43337817
Ciclofilina A; PRIA Hs9¥¥09904 m1
Proteina de unédn a la caja TATA; TBP 4333TTOF
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Tabla 7. Genes seleccionados para su estudio utilizando tarjetas microfluidicas
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6.2 PCR atiempo real (RT- PCR) con sondas TaqMan

Ademas de los estudios de expresion realizados utilizando tarjetas

microfluidicas, también se determind la expresion de cuatro genes con ensayos

individuales disefiados por (Applied Biosystems) y comercialmente disponibles

(referencia* indicada en la tabla), que consisten en una mezcla de cebadores y

sonda para un gen determinado:

Tabla 8. Sondas TagMan utilizadas en RT-PCR

Gen

PGC1A
PGC1B
TFE1M
BCL-2

Referencia®

Hs00173304_m1
Hs00370186_m1
Hs00274971_m1

Hs00608023_m1

Para la realizacion de la RT-PCR se utilizaron placas de 384 pocillos y cada

muestra se determind por triplicado. Los reactivos para la mezcla de reaccion y

las condiciones de RT-PCR fueron:

Volumen

2x Tagman Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) 5 ul

Cebadores v sonda especificos (ver referencia®) 0,5 ul
cDNA (10 ng ARN) 2,5 ul
Agua Hasta 10 ul

50°C 2 mim

a5°%C 10 seg

= 18429 40 ciclos

&0°C

1min
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La RT-PCR se realiz6 en un 7900HT Sequence Detection System (Applied
Biosystems) y los datos se analizaron mediante el programa SDS 2.3 (Applied
Biosystems).

Ademas de realizar estudios de expresion sobre genes concretos mediante
sondas TagMan, también se realiz6 un estudio de expresion global utilizando

microarrays de ARN.
6.3 Microarrays de ARN

Para el estudio con microarrays de ARN se utilizé el array Human Exon 1.0 ST
Array (Affymetrix Gene Chip array). El experimento se realizo en el servicio de
gendmica de la UCTS del IR-HUVH vy el andlisis estadistico en el servicio de
bioinformética de la UCTS del IR-HUVH.

- Procedimiento.

Para la determinacion de la concentracion y la calidad de las muestras de ARN,
se utilizo el ARN 6000 nanochips (Agilent) y se procesaron utilizando el Agilent
2100 Bioanalyzer Automated Analysis System. Soélo se procesaron aquellas
muestras con una elevada calidad (RIN mayores de 8). A continuacion se
sintetiz0 el cDNA de doble cadena a partir de los extractos de ARN total,
utilizando el One Cycle cDNA Synthesis kit (Affymetrix). Después se sintetizé el
ARNCc antisentido marcado con biotina utilizando el mismo kit y partiendo de 5
ng de ARN total y del oligodT primer siguiente: 5’GGCCAGTGAATTGTA
ATACGACTCACTATAGGGAGGCGG-(dT) 24. Se purificaron los ARNcs
utiizando las columnas del kit Gene Chip Sample Clean up Module
(Affymetrix).

Se fragmento 20 pg de ARNc a 94°C durante 30 minutos en 40 pl de Tampon
A (ver anexo) y se afadieron las muestras fragmentadas al coéctel de
hibridacion (ver anexo).Se equilibré el array de sondas a temperatura ambiente
y se prehibridé con tampoén de hibridacion 1x (ver anexo) a 45°C durante 10
minutos con rotacion. Después se hibridd con 200 ul de la mezcla el Human
Exon 1.0 ST Array (Affymetrix Gene Chip array) a 45°C durante 16 horas con

rotacion.
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Se lavaron los Gene Chips y se marcaron con estreptavidina ficoeritrina segun
el protocolo de EukGE-WS2-v5 proporcionado por (Affymetrix). Finalmente se

escanearon los Gene Chip en un Agilent G3000 Gene Array Scanner.
6.3.1 Andlisis estadistico de los microarrays

- Pre-procesamiento.

Los valores de expresion que se obtuvieron de los archivos .CEL fueron
procesados utilizando el método RMA [140] que consta de tres niveles de
procesamiento:

- Fase 1: correccion de fondo.

- Fase 2: normalizacion.

- Fase 3: sumarizacion a nivel de exones.

Los valores de expresion de los exones correspondientes a cada uno de los
genes fueron promediados para conseguir un unico valor para cada gen. Se

utilizaron limites conservadores para reducir posibles falsos negativos.

- Seleccion de los genes diferencialmente expresados.

La seleccion de los genes se basO en un modelo de analisis lineal con
moderacion empirica de Bayes de la variancia estimada. De hecho, este es un
método similar a un “t-test” con una mejor estimacién de la variancia [141].
Aquellos genes con un p-valor inferior a 0.01 se consideraron como
diferencialmente expresados.

La representacion de los perfiles diferenciales se realizO mediante los
diagramas Heatmap, que son diagramas rectangulares donde se representa la
expresion de cada gen seleccionado (filas) a cada muestra (columnas)
utilizando una escala de color que va de valores bajos a valores altos de
expresion.

Los genes que muestran un perfil similar entre condiciones, son agrupados en
un diagrama que proporciona una idea de grupos de genes que pueden ser
simultdneamente sobreexpresados o infraexpresados y pueden potencialmente

estar co-regulados.
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- Analisis de la significancia biolégica.

El andlisis mediante el Gene Ontology (GOA) se basa en un sistema de
sobrerepresentacion [142] que determina si los genes catalogados como
diferencialmente expresados, parecen ser mas o menos frecuentes de lo
normal en algunas de las categorias del GO que podrian estar relacionadas
con los procesos bioldgicos implicados en el andlisis. Se realizé un analisis
similar con el programa IPA (IngenuityPathwayAnalysis), para establecer que
vias moleculares estan afectadas por los genes seleccionados y también para

representar las relaciones que aparecen entre genes.

- Software utilizado.

Todos los analisis estadisticos, excepto el IPA, se realizaron utilizando el
lenguaje estadistico R y las librerias que se desarrollaron para el analisis de
datos del microarray por el Bioconductor Project (http://www.bioconductor .org).
Los principales métodos y herramientas se utilizaron tal y como describen
Gentleman y colaboradores [143]. El analisis del IPA se realizd utilizando la
herramienta Ingenuity Pathways Tool, disponible en (http://www.ingenuity.com).

7. Andlisis estadistico

El andlisis estadistico aplicado en los parametros: crecimiento celular,
concentracion de ATP, ADP, AMP y Adenosina, potencial de membrana
mitocondrial, concentracion de lactico, succinico y estudios de expresion
realizados mediante PCR a tiempo real (RT- PCR) con sondas TagMan fue el
test U de Mann-Whitney.
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Tabla 1 Anexo:

NOMBRE COMPOSICION COMENTARIOS
PES ix MaCl 137 mM
2.5mM

e £ Esfenlizar en el autoclave
MazPOs 10 mM
KH:zPOa 1.4 mM

TBS 1x Tris-HCI pH 8,0 50 mM . |

NaCi 150 mM Sieat o 8 wlocEe
TEE Tris base 88 mM
Acido bdrico 89 mM
EDTA 2 mM

Tabla 2 Anexo:

HOMBRE COMPOSICION
TAMPOMN A Tris-Acetato pH 8,1 40 mM
KOAe 100 mM
Mg(OAc)z 30 mM
COCKTAIL Oligonucledtido control Bz 50 pM
DE HIBRIDACION Control de hibridacién eucarictas BioB 1,5 pM

Control de hibridacién sucariotas BioC 5 pM
Control de hibridacién eucariotas BioD 25 pM

Cre 100 ph

Herring sperm DNA 0,1 mg/mi

BSA acetilado 0,5 mg/ml

TAMPOMN DE HIBRIDACION 1x MES 100 mb
[Ma-] im

EDTA 20 mM

Tween-20 0,01% [wiv)
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1. Validacion de las lineas de cibridos
1.1 Cuantificacion del numero de copias de ADNmt

Una vez obtenidos los diferentes clones de cibridos se realizé la determinacion
del nimero de copias de ADNmt para confirmar que se habia producido
incorporacion de ADNmt y que las diferencias entre los cibridos mutados y
control no se atribuyesen a un diferente nimero de copias de ADNmt. En la
tabla 9 se muestra el niamero de copias de ADNmt (n° copias MT-

RNR1/n°copias RNasaP) de los diferentes clones de cibridos obtenidos.

Tabla 9. Numero de copias de ADNmt de los diferentes clones de cibridos

Ti

t";":x m.14487T>C  m.B993T>G  m.I243A>G  m.BIAMASG

n® copias ADNMLC11 428 545 T25 230

WT n" copias ADMNmt Cl 2 374 T40 215

f” copas ADMNmMLC1 2 363 T3z 2315

n® copias ADMm Cl 4 437 T46 220

fi® copaas ADNML C11 580 500 T32 450

. n® copies ADNmt €1 2 486 T28 155

MUT 1o copias ADNmt C1 3 430 735 460

f° copias ADNmt Cl 4 593 T24 145

1.2 Determinacion del porcentaje de mutacion en los cibridos
transmitocondriales por PCR-RFLP

Una vez cuantificado el nimero de copias de ADNmt, se determiné el % de
mutacion mediante PCR-RFLP. Esto nos permitié seleccionar clones con todas
las moléculas de ADNmt sin la mutacion (cibridos WT), clones con todas las
moléculas de ADNmt mutadas (cibridos MUT) y clones donde coexisten
moléculas de ADNmt sin y con la mutacién (cibridos heteroplasmicos), los
cuales se descartaron para la realizacion de este estudio. A continuacion se
muestra como ejemplo los resultados de PCR-RFLP obtenidos en el caso de la
mutacion m.3243A>G (Figura 4).
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a— 238pb

97 pb
—— 72pb
— s 37pb

5 - 32pb
UNCUT C+ WT HET WT WT MUT  MUT HET HET

Fig.4 Determinacion del % de la mutacion m.3243A>G mediante PCR-RFLP. Esta mutacion
genera una diana de restriccion para la enzima de restriccion Hae lll. El patrén de bandas
resultante es el de tres bandas de 169 pb, 37 pb y 32 pb para el ADNmt WT, de 4 bandas de
97 pb, 72 pb, 37 pb y 32pb para el ADNmt 100% mutado y de 5 bandas de 169 pb, 97 pb, 72
pb, 37 pb y 32 pb para el ADNmt donde coexisten moléculas de ADNmt sin y con la mutacion

(cibridos heteroplasmicos).

1.3 Secuenciacion del ADNmt mediante chips de resecuenciacion

Se realizé la secuenciacion completa del ADNmt de los cibridos generados
para descartar la presencia de mutaciones adicionales. A continuacién se
muestran los cambios nucleotidicos encontrados en los diferentes tipos de
cibridos. En todos los casos los cambios encontrados pertenecen a
polimorfismos descritos (www.mitomap.org) a excepcion de la mutacién de
interés en los cibridos mutados. (Las posiciones nucleotidicas marcadas en
color marrén, son posiciones a tener en cuenta para la asignacion del
haplogrupo mitocondrial).

En los cibridos m.14487T>C y en su control de haplogrupo (WT), con un
porcentaje de asignacion del 99,23% vy 99,16% respectivamente, se
encontraron los siguientes cambios nucleotidicos respecto la secuencia de

referencia (NC_012920) y los marcadores de su haplogrupo H..
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Tabla 10. Cambios nucleotidicos encontrados en los cibridos WT y m.14487T>C

Posicion Loci mitocondriales Sec.ref WT m.14487 T>C

263 D-LOOP A G G noncod
750 MT-RNR1 A G G noncod
MT-RNR1 A G G noncod
MT-RNR2 T C T noncod
MT-RNR2 A G G noncod
3010 MT-RNR2 G G A noncod
3107 MT-RNR2 N - - noncod

G A G A-T

A G G syn

A G A syn

T C T syn

C T T syn

A G G T-A

T C T syn

T T © F-L

14487 MT-ND6G T T c Distonial\l;le\i/gh ataxia

15326 MT-CYB A G G T-A
16192 D-LOOP C T C noncod
16239 D-LOOP C C T noncod
16242 D-LOOP C C T noncod
16519 D-LOOP T C C noncod

En los cibridos m.8993T>G y en su control de haplogrupo (WT), con un

porcentaje de asignacién 99,52% y 99,49% respectivamente, se encontraron

los siguientes cambios nucleotidicos respecto la secuencia de referencia

(NC_012920) y los marcadores de su haplogrupo Hi.

Tabla 11. Cambios nucleotidicos encontrados en los cibridos WT y m.8993T>G

Posicién Loci mitocondriales Sec.ref WT m. 8993 T>G

263 D-LOOP A G G noncod
305 D-LOOP C C G noncod
310 D-LOOP T T C noncod
308 D-LOOP C T C noncod
750 MT-RNR1 A G G noncod
1438 MT-RNR1 A G G noncod
MT-RNR2 A G G noncod
MT-RNR2 G A A noncod

A G G syn

C T T syn

8723 MT-ATP6 G A A R-Q

8860 MT-ATP6 A G G T-A

8993 MT-ATP6 T T G NARP/LeIgh/MILS L-

12771 MT-ND5 G A A syn

15217 MT-CYB G A A syn

15326 MT-CYB A G G T-A

15553 MT-CYB G A A syn
16274 D-LOOP G A A noncod
16519 D-LOOP T © C noncod
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En los cibridos m.3243A>G y en su control isogénico (WT), con un porcentaje
de asignacion 99,36% en ambos casos, se encontraron los siguientes cambios
nucleotidicos respecto la secuencia de referencia (NC _012920) y los

marcadores de su haplogrupo T.

Tabla 12. Cambios nucleotidicos encontrados en los cibridos WT y m.3243A>G

Posicién Loci mitocondriales Sec.ref WT m. 3243 A>G

73 D-LOOP A G G noncod
200 D-LOOP A G G noncod
263 D-LOOP A G G noncod
[ 700 ] MT-RNRL G A A noncod
750 MT-RNR1 A G G noncod
930 MT-RNR1 G A A noncod
1438 MT-RNR1 A G G noncod
[ 1888 | MT-RNR2 G A A noncod
2706 MT-RNR2 A G G noncod
3243 MT-TL1 A A G MELAS
noncod

MT-ND1 T © © Y-H

A G G syn

A G G N-D

G A A syn

C T T syn

MT-ATP6 G A A syn

MT-ATP6 A G G T-A
T © © noncod

A G G syn

A G G syn

G A A syn

A G G syn

G A A syn

A G G syn

C T T T-1

G A A syn

A G G T-A

C A A L-I

A G G syn
G A A noncod
16126 D-LOOP T C C noncod
16294 D-LOOP C T T noncod
16304 D-LOOP T C C noncod
16519 D-LOOP T C C noncod

En los cibridos m.8344A>G y en su control isogénico (WT), con un porcentaje
de asignacion 99,43 y 99.46% respectivamente, se encontraron los siguientes
cambios nucleotidicos respecto la secuencia de referencia (NC_012920) y los

marcadores de su haplogrupo J;.
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Tabla 13. Cambios nucleotidicos encontrados en los cibridos WT y m.8344A>G

Posicién Loci mitocondriales Sec.ref WT m. 8344 A>G

73 D-LOOP A G G noncod
185 D-LOOP G A A noncod
228 D-LOOP G A A noncod
263 D-LOOP A G G noncod
295 D-LOOP C T T noncod
462 D-LOOP C T T noncod
489 D-LOOP T C C noncod
750 MT-RNR1 A G G noncod
1438 MT-RNR1 A G G noncod
MT-RNR2 G A A noncod

MT-ND1 T C C Y-H

A G G syn

C T T syn
MT-TK A A G MERRFE
noncod

MT-ATP6 A G G T-A

MT-ND3 A G G T-A

A G G syn

G A A syn

A G G syn

G A A A-T

13934 MT-ND5 C T T T-M

14766 MT-CYB C T T T-I

14798 MT-CYB T C C F-L

15326 MT-CYB A G G T-A

[ 1sa52 | MT-CYB C A A Ll
16069 D-LOOP C T T noncod
16126 D-LOOP T C C noncod
16222 D-LOOP C T T noncod

2. Establecimiento de las condiciones de cultivo Optimas para manifestar
el defecto en el sistema OXPHOS

De los resultados de crecimiento celular obtenidos con las células p° en los tres
medios de cultivo, se observé que a los cinco dias las células p° eran capaces
de sobrevivir en ambas condiciones (medios OX 0.5 y OX). En el caso de las
células p° en presencia del medio OX presentaban un crecimiento constante,
mientras que en presencia del medio OX 0.5 el crecimiento aumentaba hasta el
quinto dia en el que se producia una disminucién del mismo.

El hecho de que en ambos casos a partir del cuarto dia de estudio las células
presentaban una morfologia andmala junto con el constante y menor
crecimiento en el medio OX a los tres dias, hizo que se estableciera como
medio oxidativo el medio de cultivo OX (DMEM 0,25 g glucosa/L-0,75 g
galactosa/L suplementado con 5 mM de piruvato, 50 pg/ml uridina, 2 mM

glutamina y 5% SFB dializado) y como tiempo de estudio, 3 dias.
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En estas condiciones de cultivo las células p° eran capaces de mantener la

viabilidad celular.

3500 +

3000 1
=
3 2500 4
a
o GL
o 20004
=
.E 1500 4 M 0X05
o
2 1000 4 o OX
g

N L t
o S - : s ; -.,
0 1 - 3 4 5
dias
Fig.5 Establecimiento de las condiciones 6ptimas de cultivo en células p°. El crecimiento

celular se expres6 en n° células dia x/n° células dia 0 X 100. (GL) DMEM 4,5 g glucosallL, (OX
0,5) DMEM 0,5 g glucosa/L-0,5 g galactosa/L y (OX) DMEM 0,25 g glucosa/L-0,75 ¢
galactosal/l.

3. Crecimiento celular de cibridos con mutaciones en ARNt y subunidades
OXPHOS

Todas las lineas de cibridos (tanto las WT como las mutadas) presentaron una
disminucién significativa del crecimiento en condiciones oxidativas respecto al
crecimiento observado en condiciones glicoliticas (Figura 6).

En presencia del medio glicolitico todas las lineas de cibridos (tanto WT como
mutadas) no presentaron diferencias significativas en su crecimiento, mientras
gue en condiciones oxidativas solamente se observaron diferencias
significativas en el caso de los cibridos con la mutacion m.8344A>G, donde el
crecimiento fue significativamente inferior respecto su control WT (Figura 6).
Como en el caso de las células p° todas las lineas de cibridos fueron
perfectamente viables en el medio oxidativo durante tres dias, incluso en
aguellos casos con defectos OXPHOS mas severos como las mutaciones en
ARNL.
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Fig.6 Crecimiento de las diferentes lineas de cibridos en condiciones glicoliticas y
oxidativas durante 3 dias. El crecimiento celular se expresé en n° células el dia 3/n° células el
dia 3 (GL WT) X 100. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados
cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos mutados
cultivados en OX. Media + DE. *p<0.05.

4. Validacion del medio oxidativo

Para comprobar que el cultivo de los cibridos durante 3 dias en medio OX
manifestaba el déficit en el sistema OXPHOS se realizo la determinacion del
contenido de ATP.

En condiciones glicoliticas los cibridos con mutaciones en ARNt (m.3243A>G,
m.8344A>G) presentaron una disminucion en el contenido de ATP respecto a
sus controles WT (25,18% en m.3243A>G vy 49,34% en m.8344A>G) siendo
significativa esta disminucién Gnicamente en el caso de la mutacion
m.8344A>G. Sin embargo en condiciones oxidativas estos cibridos mostraron
una mayor y significativa disminucion en el contenido de ATP (79.98% en
m.3243A>G y 96,77% en m.8344A>G) (Figura 7).

Estos resultados demostraron que el medio oxidativo no permitia la obtencion
de cantidades considerables de ATP via glicolisis (en células p° 0.40 pmol
ATP/g proteina en medio oxidativo) viéndose obligada la célula a utilizar el

sistema OXPHOS para la obtencion de ATP.
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Por esa razén, en los casos donde el sistema OXPHOS estd seriamente
afectado por la mutacion en el ADNmt (mutaciones en ARNt; m.3243A>G y
m.8344A>G) la disminucién del contenido de ATP fue mayor. Este hecho ponia
en evidencia que en las condiciones establecidas el medio OX era capaz de
expresar el defecto en el sistema OXPHOS.

Sin embargo, en condiciones glicoliticas era posible obtener cantidades
considerables de ATP via glicolitica (en células p° 29.61 pmol ATP/g proteina)
debido a la elevada capacidad glicolitica de las células 143B. Por esa razon, la
disminucién del contenido de ATP en condiciones glicoliticas no fue tan

elevada (Figura 7).

40 4 W GLWT
H GL MUT
{ M OXWT

M OX MUT

pmollg prot

*

T

m.14487T>C  m.B&53T=G m.32434>G m.B344 A0 Rho O

Fig.7 Contenido ATP de las diferentes lineas de cibridos y células p’ en condiciones
glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT)
cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX, (OX MUT) cibridos
mutados cultivados en OX, (GL) células p° cultivadas en GL y (OX) células p° cultivadas en OX.
Media + DE. *p<0.05.

En condiciones glicoliticas los cibridos con mutaciones en subunidades
OXPHOS (m.14487T>C y m.8993T>G) mostraron una disminucion en el
contenido de ATP en comparacion con sus respectivos controles WT (28,66%
en m.14487T>C y 16,80% en m.8993T>G) siendo esta disminucién significativa

en el caso de la mutacion m.14487T>C.
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Cabe destacar que en condiciones oxidativas estos cibridos mutados
mostraron contenidos de ATP similares a los observados en sus controles en
condiciones glicoliticas (m.14487T>C 24.34 umol ATP/g proteina y m.8993T>G
24,23 umol ATP/g proteina) (Figura 7).

Estos resultados indican que en presencia de un medio que estimula la
produccion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa, como es el medio
oxidativo, los cibridos con mutaciones homoplasmicas en m.14487T>C vy
m.8993T>G son capaces de tener un contenido de ATP normal.

Paralelamente al contenido de ATP se determinaron los nucleétidos de
adenina (ADP, AMP y Adenosina) para tener una completa informacién del
estado energético celular.

Respecto a los cibridos con mutaciones que afectan a las subunidades
OXPHOS (m.14487T>C y m.8993T>G) no se observaron diferencias
significativas en el contenido de nucledtidos de adenina entre los cibridos
mutados y WT ni en condiciones glicoliticas ni en condiciones oxidativas.
Respecto a las mutaciones que afectan a los ARNt (m.3243A>G vy
m.8344A>G), tampoco se observaron diferencias significativas en el contenido
de nucleétidos de adenina entre los cibridos mutados y WT en condiciones
glicoliticas (Figura 8). En cambio, en condiciones oxidativas se observd una
disminucién significativa en el contenido de nucleotidos de adenina, lo que
indicaria que la degradacion de nucleotidos ocurre como resultado de la gran
deplecién energética que sufren estos cibridos en condiciones oxidativas [138],
(Figura 8).

La carga energética de adenilato presentd un valor inferior a 0.6 en los cibridos
con mutaciones (m.3243A>G, m.8344A>G) y en las células p° en condiciones
oxidativas, indicando degradacién de nucle6tidos de adenina, comprometiendo
la homeostasis celular [138], (Figura 9).



86 | Resultados

70 4 J GLWT

L ] W GL MUT

50 4, T
5 * A OXWT
a 401
= @ OX MUT
E a0 11

¥ |
201 GL
101! o OX
o . —
m. 14487T=C m.B8e8aT=0 m.32438=0G m. 34400 Rha O

Fig.8 Contenido de nucledtidos de adenina (ATP+ADP+AMP+ADENOSINA) en las
diferentes lineas de cibridos y células  p° en condiciones glicoliticas y oxidativas durante

3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados en GL,
(OX WT) cibridos WT cultivados en OX, (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX, (GL)
células p0 cultivadas en GL y (OX) células p0 cultivadas en OX. Media + DE. *p<0.05.
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Fig.9 Carga energética de adenilato en las diferentes lineas de cibridos y células p0 en
condiciones glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. La carga energética de adenilato se

calcul6 mediante la formula (ATP +1/2 ADP)/ (ATP + ADP + AMP). (GL WT) cibridos WT
cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT
cultivados en OX, (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX, (GL) células p0 cultivadas en
GL y (OX) células p° cultivadas en OX. Media + DE. *p<0.05.




Resultados | 87

5. Potencial de membrana mitocondrial

Uno de los parametros que mejor reflejan la funcion mitocondrial es el potencial
de membrana mitocondrial. Se determind el potencial de membrana utilizando
JC-1.

En todas las mutaciones se observdo una disminucién en el potencial de
membrana comparado con sus controles en condiciones glicoliticas, pero esta
disminucién fue solo significativa en el caso de las mutaciones m.3243A>G y
m.14487T>C. En cambio, en condiciones oxidativas se observdé una
disminucion estadisticamente significativa del potencial de membrana en las
cuatro mutaciones estudiadas. Estos resultados sugieren que el medio
oxidativo propuesto fuerza la utilizacion de la fosforilacibn oxidativa
evidenciando los defectos provocados por las mutaciones en el ADNmt (Figura
10). En las células p° sin un sistema OXPHOS funcional es donde se observan

los valores mas bajos de potencial de membrana (Figura 10).
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Fig.10 Potencial de membrana mitocondrial en las diferentes lineas de cibridos y células
p’ en condiciones glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. El potencial de membrana

mitocondrial se expresé en potencial de membrana de cada muestra/potencial de membrana
cibridos (GL WT) X 100. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados
cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX, (OX MUT) cibridos mutados

cultivados en OX, (GL) células p° cultivadas en GL y (OX) células p° cultivadas en OX. Media +
DE. *p<0.05.
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6. Concentracion de lactato y succinato

En condiciones glicoliticas se observé un incremento del lactato intracelular en
todos los cibridos con mutaciones en su ADNmt. El incremento de la
concentracion de lactato para las diferentes mutaciones comparado con sus
respectivos controles fue de 44%, 58%, 137% y 62% para m.14487T>C,
m.8993T>G, m.3243A>G y m.8344A>G respectivamente (Figura 11), siendo
este incremento significativo en el caso de las mutaciones m.8993T>G,
mM.3243A>G y m.8344A>G.

En condiciones oxidativas, también se observaron diferencias en la
concentracion de lactato intracelular. En concreto se observo un incremento del
lactato intracelular en todas las mutaciones como en condiciones glicoliticas,
pero en estas condiciones el incremento fue mayor. El incremento del lactato
para las diferentes mutaciones comparado con sus respectivos controles fue
de 117%, 340%, 370% y 149% para m.14487T7>C, m.8993T>G, m.3243A>G y
m.8344A>G respectivamente (Figura 11). Siendo significativo este incremento
en el caso de las mutaciones m.3243A>G y m.8344A>G.

Estos resultados indican una vez mas, que el medio oxidativo manifiesta de

una manera mas evidente el defecto en el sistema OXPHOS que el medio

glicolitico.
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Fig.11 Concentracion de lactato intracelular en las diferentes lineas de cibridos y células
p’ en condiciones glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados

en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX,
(OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX, (GL) células p° cultivadas en GL y (OX) células
p° cultivadas en OX. Media + DE. *p<0.05.
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Se determind la concentracion de succinato, substrato de la succinato
deshidrogenasa (SDH) enzima que forma parte del complejo Il asi como del
ciclo de Krebs.

No se observaron diferencias en el contenido de succinato entre los cibridos
controles y los mutados a excepcion de los cibridos portadores de la mutacion
m.14487T>C que presentaban una disminucion significativa en el contenido de
succinato del 67% en condiciones glicoliticas y del 86% en condiciones
oxidativas. Esta disminucion en la concentracién de succinato podria atribuirse
a una mayor utilizacion del succinato por la SDH para la obtencion de FADH, y
por tanto compensar el déficit de complejo | potenciando la fosforilacion
oxidativa a través del complejo Il (Figura 12).
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Fig.12 Concentracién de succinato  en las diferentes lineas de cibridos en condiciones
glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT)
cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT)
cibridos mutados cultivados en OX. Media + DE. *p<0.05.

7. Estudios de expresion en cibridos

Con el objetivo de caracterizar la respuesta transcripcional de los cibridos
portadores de mutaciones en el ADNmt en condiciones oxidativas y glicoliticas
se hicieron dos aproximaciones metodolégicas. Se estudié por PCR a tiempo
real la expresion de ciertos genes asi como estudios mas globales con

microarrays de expresion.
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7.1 Determinacion de la expresion de genes implicados en la funcion

mitocondrial por PCR a tiempo real

Se estudidé la expresion de genes implicados en la funcién mitocondrial, por
PCR a tiempo real utilizando sondas TagMan, en cibridos portadores de

mutaciones en ADNmt, en las dos condiciones de cultivo (GL y OX).

7.1.1 Expresion de coactivadores transcripcionales y factores de
trascripcion implicados en la biogénesis mitocondrial

Se determino la expresion de PGC1A y PGC1B coactivadores transcripcionales
implicados en el programa de biogénesis mitocondrial, asi como NRF-1 y NRF-
2, factores de transcripcion de genes que codifican proteinas mitocondriales.
Respecto la expresion de PGC1A se observo una disminucion significativa de
Su expresion tanto en condiciones glicoliticas como oxidativas en cibridos con
mutaciones m.8993T>G y m.3243A>G respecto a sus controles (WT). En
cambio para las otras dos mutaciones de estudio m.14487T7>C y m.8344A>G
no se encontraron diferencias significativas en la expresion de PGCI1A.
Ademas tanto en los cibridos controles como mutados se observo un
incremento significativo de la expresion de PGC1A en el medio oxidativo
respecto al glicolitico.

En el caso de la expresion de PGC1B no se observaron diferencias
significativas de expresion entre los cibridos WT y mutados ni en condiciones
glicoliticas ni oxidativas en las cuatro mutaciones de estudio.

Respecto la expresion de NRF-1 no se observaron diferencias significativas de
expresion ni en condiciones glicoliticas ni oxidativas para las cuatro mutaciones
a excepcion de la mutacion m.3243A>G en condiciones oxidativas donde si se
aprecio una sobreexpresion significativa de NRF-1 respecto a su control.

En el caso de NRF-2 los niveles de ARNm fueron significativamente inferiores
en condiciones glicoliticas en presencia de las mutaciones m.14487T>C y
m.8993T>G. Sin embargo, en presencia de la mutacion m.8344A>G se observo
una sobreexpresion significativa de NRF-2 en condiciones glicoliticas. La
mutacion m.3243A>G fue la Unica donde no existieron diferencias significativas

de expresion de NRF-2 ni en condiciones glicoliticas ni oxidativas.
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Fig.13 Expresion de genes que codifican coactivadores transcripcionales y factores de

trascripcion implicados en la biogénesis mitocondrial en las diferentes lineas de cibridos

en condiciones glicoliticas y oxidativas durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en

GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y
(OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX. Media + DE. *p<0.05.

7.1.2 Expresion de genes implicados en la replicacion, transcripcion y
traduccion del ADNmt

Se estudio la expresion de genes relacionados con la replicacién, transcriccion
y traduccion del ADNmt. Para ello se determind la expresion de TFAM y
TFB2M constituyentes junto con la ARN-Pol de la maquinaria basica
transcripcional. También se determiné la expresion de TFB1M implicado en la
traduccion del ADNmt (metilaciéon de la subunidad 12s, necesario para el
mantenimiento de la subunidad pequefia del ribosoma mitocondrial).
Finalmente se determind la expresion de POLG subunidad catalitica de la

polimerasa gamma implicada en la replicacion del ADNmt.
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Respecto la expresion de TFAM se observé una sobreexpresion significativa en
condiciones glicoliticas en presencia de las mutaciones m.14487T>C vy
m.8344A>G. En cambio en la mutacion m.3243A>G la present6 en condiciones
oxidativas. En el caso de la mutacion m.8993T>G no existieron diferencias
significativas en la expresion de TFAM ni en condiciones glicoliticas ni
oxidativas. En TFB2M no existieron diferencias significativas en su expresion
en los cibridos mutados ni en las diferentes condiciones de cultivo. La
expresion de TFB1M no presentd cambios significativos en las distintas
mutaciones ni en condiciones glicoliticas ni oxidativas a excepcion de la
mutacion m.8993T>G donde se observo una sobreexpresién Unicamente en

condiciones glicoliticas. Respecto a POLG so6lo presentd una expresion

significativamente inferior en el caso de la mutacibn m.3243A>G en
condiciones glicoliticas.
m.14487T>C m,8993T>G

3 3
25

GLWT 2 * GLWT

H GLMUT g H GLMUT

-4
§ oxwr i oXwT
B oxmuT B oxMuT
TFAM  TFBIM  TFEIM  POLG TFAM  TFBIM  TFBIM  POLG
m.243A>G m.334dA>G

3 5y
25 1

L GLWT 4 ] . GLWT

M OGLMUT o, _ § sLmut
AR

Wooxwt N W ooxwr

OX MUT

Hoxmr ) o

|:|.

TFAM TFBAM

TFEZM

POLG

TFAM TFBM

TFEI POLG

Fig.14 Expresién de genes implicados en la replicacion, transcripcion y traduccion del

ADNmt en las diferentes lineas de cibridos

en condiciones glicoliticas y oxidativas

durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados
en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX.
Media = DE. *p<0.05.
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7.1.3 Determinacién de la expresion de las subunidades de la fosforilacion

oxidativa codificadas por el ADN nuclear

Se estudié la expresion de las subunidades de la fosforilacion oxidativa
codificadas por el ADN nuclear, se determiné la expresion de NDUFS2, SDHC,
CYC1, COX4l1 y ATP5B subunidades codificadas por el ADNn que forman
parte de los complejos I, Il, Ill, IV y V respectivamente.

Respecto la expresion de NDUFS2 hay que destacar su sobreexpresion en
presencia de las mutaciones que afectan a ARNt como m.8344A>G vy
m.3243A>G en condiciones glicoliticas. Ademas en el caso de la mutacion
m.3243A>G esta sobreexpresion también se dio en condiciones oxidativas.

En el caso de la mutacion m.14487T>C que afecta al complejo | también existia
sobreexpresion de esta subunidad en condiciones oxidativas.

En el caso de la subunidad SDHC cabe destacar el diferente patron de
expresion en las dos mutaciones que afectan a subunidades. Por un lado en
presencia de la mutacion m.8993T>G existe disminucion significativa de la
expresion de SDHC en las dos condiciones de cultivo mientras que en
presencia de la mutacion m.14487T>C existe un incremento de su expresion
en condiciones oxidativas. En el caso de las mutaciones que afectan a ARNt no
se observaron cambios significativos en la expresion de esta subunidad.

Para la subunidad CYC1 soOlo se observaron cambios significativos en
presencia de la mutacion m.8993T>G, donde existia un incremento significativo
de su expresion tanto en condiciones glicoliticas como oxidativas.

Respecto a la subunidad del complejo IV COX4I1 sélo existian cambios
significativos en el caso de la mutacidon m.14487T>C estando sobreexpresada
COXA4l1 tanto en condiciones glicoliticas como oxidativas.

Finalmente en el caso de la subunidad ATP5B del complejo V sélo se
observaron cambios significativos, en el caso de la mutacion m.14487T>C

estando sobreexpresada en condiciones oxidativas.
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Fig.15 Expresion de subunidades de la fosforilacion oxidativa codificadas por el ADN
nuclear en las diferentes lineas de cibridos en condiciones glicoliticas y oxidativas
durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados
en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX.
Media + DE. *p<0.05.

7.1.4 Determinacion de la expresion de las subunidades de la fosforilacién

oxidativa codificadas por el ADN mitocondrial

Otro aspecto que se abord6 era la expresion de las subunidades de la
fosforilacion oxidativa codificadas por el ADN mitocondrial ante diferentes
mutaciones del ADNmt. Para ello se determiné la expresién de MT-ND6, MT-
CYB, MT-COX | y MT-ATP6 subunidades codificadas por el ADNmt que forman

parte de los complejos I, I, IV y V respectivamente.
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No se observaron diferencias significativas en la expresion de las subunidades
MT-ND6, MT-CYB, MT-CO1 y MT-ATP6 en presencia de las diferentes
mutaciones de estudio ni en las diferentes condiciones de cultivo, con la Unica
excepcion de la subunidad MT-CYB del complejo Il que presentd una
sobreexpresion significativa en condiciones glicoliticas en presencia de la
mutacion m.3243A>G.
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Fig.16 Expresién de subunidades de la fosforilacion oxidativa codificadas por el ADN
mitocondrial en las diferentes lineas de cibridos en condiciones glicoliticas y oxidativas
durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados
en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX.
Media + DE. *p<0.05.
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7.1.5 Expresion de genes implicados en el catabolismo de carbohidratos

También se estudio la expresién de genes implicados en el metabolismo de
carbohidratos. Se determind la expresion de: HK2, enzima que cataliza el
primer paso del metabolismo de la glucosa, la conversion de glucosa a glucosa
- 6 - fosfato; la expresion de LDHA, enzima que cataliza la conversion de
piruvato y NADH a lactato y NAD; la expresion de PDHAL, gen codifica la
subunidad E1 alfa que forma parte del enzima E1 del complejo de la piruvato
deshidrogenasa, complejo multienzimatico encargado de la conversion del
piruvato a acetil-CoA y CO,. También se estudiaron enzimas del ciclo de Kerbs:
CS, enzima que cataliza la sintesis de citrato a partir de oxalacetato y acetil
coenzima A y la expresion de ACO2, que cataliza la conversion de citrato a
isocitrato.

Respecto la expresion de la HK2 solamente se observd un incremento
significativo de su expresion en presencia de la mutacion m.3243A>G en
condiciones glicoliticas. Cabe destacar que HK2 tendia a incrementar su
expresion en condiciones oxidativas tanto en presencia como en ausencia de
mutacion.

En el caso de LDHA solamente se observaron cambios significativos de su
expresion en presencia de la mutacion m.14487T>C, estando incrementada
tanto en condiciones glicoliticas como oxidativas. Tanto en los cibridos WT
como mutados existia una tendencia a disminuir la expresion de LDHA en
condiciones oxidativas respecto a las condiciones glicoliticas.

Finalmente en ACO2 solamente se observd una disminucién significativa de su

expresion en presencia de la mutacion m.8993T>G en condiciones glicoliticas.
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Fig.17 Expresion de genes que codifican enzimas implicados en el catabolismo de
carbohidratos en las diferentes lineas de cibridos en condiciones glicoliticas y
oxidativas durante 3 dias. (GL WT) cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos
mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos
mutados cultivados en OX. Media + DE. *p<0.05.

7.2 Resultados del estudio de expresion utilizando microarray de ARN

Con el objetivo de determinar genes diferencialmente expresados que
permitieran obtener informacién acerca de los mecanismos patoldgicos
implicados en las diferentes mutaciones de estudio, se realiz6 un experimento
de microarray de ARN utilizando las dos condiciones de cultivo (medio GL y
medio OX) y siguiendo el disefio experimental descrito en el apartado 4 de
material y métodos. Los genes diferencialmente expresados se obtienen de
comparar el perfil de expresion del cibrido con la mutacion vs el perfil de
expresion del cibrido control (WT), para unas determinadas condiciones de

cultivo.
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Este tratamiento de los datos proporcion6 una lista de genes diferencialmente
expresados. Se aceptdé como gen diferencialmente expresado, aquel que
presentd un p-valor inferior a 0.01. En total se obtuvieron 8 listas de genes
diferencialmente expresados, teniendo en cuenta que se estudiaron 4
mutaciones distintas, en dos condiciones de cultivo diferentes.

Dada la naturaleza de los procesos bioldgicos, estos genes diferencialmente
expresados no se han estudiado de forma aislada sino que se han tenido en
cuenta las interacciones que se dan en los sistemas biolégicos. El objetivo
principal de la busqueda de la significancia biolégica es ayudar a responder
cuestiones del tipo, si los genes que aparecen en estos listados tienen
funciones similares o estan implicados en procesos parecidos y sobretodo
encontrar cuales son estos procesos y como estan relacionados con el
problema biolégico de interés. En nuestro estudio, para estudiar la significancia
bioldgica, se realizé un analisis de los datos utilizando el software Ingenuity
Pathways (IPA), que permiti6 determinar en qué procesos bioldgicos estaban
implicados los genes diferencialmente expresados.

A continuacién se muestra en la tabla 14 el numero de genes diferencialmente
expresados para cada una de las mutaciones de estudio en las diferentes

condiciones de cultivo.

Tabla 14. Niumero de genes diferencialmente expresados.

Condicicnes m. 14487 T>C m. 8953 T>G m. 3243 A>G m. BI44A> G
de cultiva
6L " genes sobrooxprotidos 213 164 B25 30
n* ganes inlreocprosados 123 161 fi=11] 40
0" gonss sobroosprossdos 168 148 BESG 753
ox

1" Db IITREEpELLIOS 162 Fv 3 1632 BEE
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El nimero de genes diferencialmente expresados en las mutaciones que
afectan a subunidades del sistema OXPHOS era muy similar en ambas
condiciones de cultivo a diferencia de las mutaciones que afectan a ARNt
donde se observd un incremento del nimero de genes diferencialmente
expresados en condiciones oxidativas, siendo el numero en condiciones
oxidativas muy superior al observado en las mutaciones que afectan a
subunidades del sistema OXPHOS.

La figura 18 muestra la representacion de los perfiles diferenciales de
expresion mediante diagramas Heatmap donde se representa la expresion de
cada gen seleccionado (filas) en cada una de las muestras estudiadas
(columnas) utilizando una escala de color que va desde valores bajos de
expresion (verde) hasta valores altos (rojos). Los genes que muestran un perfil
similar entre condiciones, son agrupados en un diagrama que proporciona una
idea de grupos de genes que pueden ser simultaneamente sobre o
infraexpresados y que pueden estar co-regulados.
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Fig.18 Representacion de los perfiles de expresién génica mediante Heatmap. (GL WT)
cibridos WT cultivados en GL, (GL MUT) cibridos mutados cultivados en GL, (OX WT) cibridos
WT cultivados en OX y (OX MUT) cibridos mutados cultivados en OX.

7.2.1 Resultados de expresion en los cibridos MERRF (m.8344A>G)

A continuacion se detallan los genes diferencialmente expresados en cibridos
portadores de la mutacion m.8344A>G en las diferentes condiciones de cultivo

estudiadas.



Resultados | 101

MERRF (m.8344A>G) en condiciones glicoliticas (GL)

En condiciones glicoliticas se obtuvieron 70 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 30 genes estaban sobreexpresados y 40 genes
infraexpresados.

Una vez realizado el andlisis de los datos utilizando el software Ingenuity

Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 15. Principales redes asociadas a la mutacién m. 8344A>G (GL)
Top Networks

ID Associated Network Functions Score
1 Cell Cycle, Hereditary Disorder, Skeletal and Muscular Disorders 24

2 CellTo-Cell Signaling and Interaction, Tissue Development, Cancer 24

3 Cancer, Cellular Development, Cellular Growih and Proliferation 15

4 Neurological Disease, Hereditary Disorder, Nervous System Development and Function

5 Cancer, DNA Replication, Recombination, and Repair, Developmental Disorder

Tabla 16. Funciones bioldgicas alteradas en presencia de la mutacion m.8344A>G (GL)
Top Bio Functions

Molecular and Cellutar Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 299E-04 - 4 61E-02 13

Cell Momphology AATED4-444ED2 9

Cell Cycle 0 27TE04 - 4 BTE-02 5

DNA Replication, Recombination, and Repair §BBED4- 284E02 f

Lipid Metabolism 1,26E-03 - 2 66E-02 g9
Physiological System Development and Function

Name p-value # Molecules
Visual System Development and Funcfion 2,00E-04 - 9.04E-03 3
Embryonic Development 3.63E-04 - 4,00E-02 ]

Organ Development 3636043 70E-02 7
Organismal Development 363E04-4 11ED2 12

Renal and Urological System Development and Function 363604 - 289E-02 4
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Tabla 17. Vias canonicas alteradas en presencia de la mutacion m.8344A>G (GL)

Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
Retinoate Biosynthesis | TETED3 230 (0,067)
HGF Signaling 1,02E02 3102 (0,029)
Hereditary Breast Cancer Signaling 139602 3119(0,025)
Transcriptional Regulatory Network in Embryonic Stem Cells 141E02 240(0,05)
Chondroitin and Dermatan Biosynthesis 1,8E-02 116 (0,167)

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
ANK3 1,166
LAMB3 +1,047
STIGALG +0.870
ANPEP +822
NT5E 40,800
COROZ2B 0,773
TNFRSF19 0,714
EPCAM #0712
ARG2 (includes EG11847) +0,659
EFHC1 0,657
Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
ANO1 +1418
FOXA1 +1,305
RFC1 +1,265
GPAM +1,109
RDH10 0978
FLT1 10,885
AGTR1 0,832
ATP1A3 +0.816
PDETB +0,755
GEMING 0737

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes
con posible implicacion en la fisiopatologia de la mutacion.

Tabla 18. Genes con posible implicacion en la fisiopatologia de la m.8344A>G (GL)

SYMBOL GENE NAME FC P.VALUE
CDOEN1A eyclin-dependent kinase inhibitor 14 (p21, Cip1) 1,52 8 85E-03
ARG2 arginase, type Il 157 2 54E-05

ALDH1A2 aldehyde dehydregenase 1 family, member A3 -1.47 4 96E-04
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MERRF (m.8344A>G) en condiciones oxidativas (OX)

En condiciones oxidativas se obtuvieron 1419 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 753 estaban sobreexpresados y 666
infraexpresados. Una vez realizado el andlisis de los datos utilizando el

software Ingenuity Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 19. Principales redes asociadas a la mutacion m.8344A>G (OX)

Top Networks

ID  Associated Network Functions Score
1 Cancer, Cardiovascular System Development and Function, Organ Morphology 0
2 Cellufar Development, Cancer, Cellular Growth and Proliferation 28
3 Cell Death and Survival, Cell Signaling, Cardiovascular System Development and Function 2
4 Celiular Movement, Cancer, Cell Cycle 26
5 Cellular Movement, Cancer, Cell Momphology pLS

Tabla 20. Funciones biolégicas alteradas en presencia de la mutacién m.8344A>G (OX)
Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name pvalue # Molecules
(Gene Expression 148E06-4 T1ED2 175

Cell Cycle 343606 - 4 88E-02 11

Cellular Movement 343E06-4 B8E-02 10

Cellular Development 21TED4- 4 88E-02 108

Cellular Growth and Proliferation 21TED4- 4 88E-02 9
Physiological System Development and Function

Name prvalue # Molecules
Connective Tissue Development and Function 217E04-488E02 30

Tissue Development 123603 - 4 40E-02 f4
Cardiovascular System Development and Function TAUED3-488E02 47
Organismal Development TAUED3-488E02 o

Embryonic Development

162603 - 423502
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Tabla 21. Vias canonicas alteradas en presencia de la mutacion m.8344A>G (OX)

Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
Cholesterol Biosynthesis | 1,57E05 713 (0,538)
Cholesterol Biosynthesis Il (via 24,25-dihydrolanosterol) 157E05 713 (0,538)
Cholesterol Biosynthesis Il {via Desmosterol) 157E05 713 (0,538)
Axonal Guidance Signaling 113603 46/430(0,107)
Mevalonate Pathway | 123603 512 (0.417)
Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
SMADT +2,106

CDK15 +1.757

PPAPDCIA 1,743

TGFB2 +1,691

KCNH1 1,666

RUNX1TI 41,602

DUSP10 #1565

JHDM1D +1542

ANK3 1498

NEDD9 1472

Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
FOS +-2,667

RFC1 1-2 646

PPPIR10* +2578

APLN +2.238

FABP4 +2133

PLAT 12164

ANO1 +-1,906

LDLR +1875

HSD1782 +1,775

ASF1B +-1,766

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes

con posible implicacion en la fisiopatologia de la mutacion.
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Tabla 22. Genes con posible implicacion en la fisiopatologia de la m.8344A>G (OX)

SYMBOL

ERM1
MAPHE
DMAJB2Z
CASP 4
CCMNE1
CCNE2
CDC25A
GCLGC

GaTM2
CTH
GEPD
GPX3

GPRIT
PRIEAAZ

PREABZ

TsC2
PIK3C3
AKT181
MAPHAP1

PRRSL
HMGCR
FASN
CPT2

NOUFSG

MDUFBE&

HOUFB3

UQCRF31

COXTE

7.2.2 Resultados de expresion en los cibridos MELAS (m.3243A>G)

GENE NAME

endoplasmic reticulum to nucleus signaling 1
mitogan-activated protein kinase &

DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 2
caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase
cyelin E1

cyclin E2

call division cycle 25 homolog A (5. pomba)
glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit
glutathione S-transferase mu 2 (muscle)
cystathionase (cystathionine gamma-lyase)
glucose-G-phosphate dehydrogenase
glutathione peroxidase 3 (plasma)

G protein-coupled receptor 37 (endothelin
receptor type B-like)

protein kinase, AMP-activated, alpha 2 eatalytic
subunit

protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic

subunit

tuberous sclerosis 2
phosphoinositide-3-kinase, class 3
AKT1 substrate 1 (praline-rich)

mitogen-activated protein kinase associated
protein 1

proline rich 5 like
3-hydroxy-J-methylglutaryl-CoA reductase
fatty acid synthase

carnitine palmitoyltransferase 2

NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S
protein 6, 13kDa (MADH-coenzyme Q reductase)
NADH dehydrogenase jubiquinone) 1 beta
subcomplex, 8, 17kDa

NADH dehydrogenase jubiquinone) 1 beta
subcomplex, 3, 1ZkDa
ubiguinol-cytochrome ¢ reductase, Rieske

iron-sulfur polypeptide 1
cytochrome ¢ oxidase subunit Vilb

FC

1.28
1.57
1.55
1.37

-1.93
-3,01
-1.65

1.39
1.64
1,85
1,36
1,30
1,36

1,61

1.83

1.42
1.3

-1.46
-1,58

=148
-2,00
-1.75
-1,82
-1.65

-1.50

-1.60

P. VALUE

4 53E-03
&,85E-05
G 37E-05
4 17E-03
1.65E-05
1,B6E-08
3. T4E-4
5.66E-03
7.2TE-04
2 BBE-03

1.97E-D4
4 ME-03

1.54E-03
1.T7E-D4
4 0SE-O7

1.88E-04
1,60E-03
&, S0E-04
3,58E-05

3.6TE-03
7, 28E-04
1. 70E-04
1,.26E-06

1.92E-04
1.41E-05
5, 19E-04

3 24E-03

1.69E-03

A continuacion se detallan los genes diferencialmente expresados obtenidos en

cibridos portadores de la mutacion m.3243A>G en las diferentes condiciones

de cultivo estudiadas.
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MELAS (m.3243A>G) en condiciones glicoliticas (GL)

En condiciones glicoliticas se obtuvieron 1715 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 825 estaban sobreexpresados y 890
infraexpresados.

Una vez realizado el andlisis de los datos utilizando el software Ingenuity

Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 23. Principales redes asociadas a la mutacion m.3243A>G (GL)

Top Networks

ID Associated Network Functions Score
1 Gene Expression, Cellular Development, Cancer 29
7 Connective Tissue Development and Funcfion, Tissue Development, Cardiovascular System Development and Function il
3 Infectious Disease, Inflammatory Disease, Neurological Disease iy
4 Developmental Disorder, Hereditary Disorder, Neurological Disease i
& Connective TissUe Disorders, Cancer, Reproductive System Disease i

Tabla 24. Funciones biolégicas alteradas en presencia de la mutacion m.3243A>G (GL)

Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 197605 -4 B1E02 170

Cell Morphology 3 14E04 - 4 40E-02 8

(Gene Expression 413604 - 4 40E02 203

Cellular Development 4 51E-04 -4 61ED2 116

Cellular Growth and Proliferation 4 51E04 -4 61E02 47
Physiological System Development and Function

Narne p-value # Molecules
Cardiovascular System Development and Function 156E-04-4 5402 75
Hematopoiesis 3.32E-04 - 2 39602 10

Immune Cell Trafficking 332604 - 4 49E02 3

Skeletal and Muscular System Development and 4 51E-04 -3 16E02 8

Function

Tissue Development B 49E-04 - 4 5RE2 u
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Tabla 25. Vias canonicas alteradas en presencia de la mutacion m.3243A>G (GL)

Top Canonical Pathways

Name p-valug Ratio
Hepatic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 6,8E-04 25/140(0,179)
Epoxysqualene Biosynthesis 8.48E-03 22(1)

Role of Macrophages, Fibroblasts and Endothelial Cells 8.83E-03 39/311(0,125)
in Rheumatoid Arthritis

Glycogen Degradation IIl 14E-02 412(0333)
PTEN Signaling 1,77E02 181131 (0,137)
Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
SRGN 14,934

F2R12 42,580

FST 12,557

LOCT30755 (includes others)* 12416

MME 12397

SEMASA +2.217

FMN2 12,216

EGF1 12,065

HIST1H4A (includes others)* 11,998

NEGR1 41,91

Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
SULF2 44529

CKMT1AICKMT1B" +37123

IL1B -3632

TINAGL! 13581

BCOR +-3 544

IL1A +339

TIMP3* +3230

PDETB 3101

GSTM! +3042

TLR4 2931

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes

con posible implicacién en la fisiopatologia de la mutacién.
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Tabla 26. Genes con posible implicacion en la fisiopatologia de la m.3243A>G (GL)

SYMBOL GEMNE NAME FC P. VALUE
PREAAZ protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic 1.45 2.97E-03
subunit
ACACA acetyl-CoA carboxylase alpha -1.58 3.04E-03
ARGZ arginase, type |l 1.98 6,38E-09
BCL2ZL1 BCL2-like 1 1.47 0 42E-0d
BCL2ZL2 BCLZ-lika 2 1,65 2 45E-04
APAF1 apoptotic peptidase activating factor 1 -1,52 3.32E-04
CASP4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 1,79 1.21E-06

MELAS (m.3243A>G) en condiciones oxidativas (OX)

En condiciones oxidativas se obtuvieron 2518 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 886 estaban sobreexpresados y 1632
infraexpresados.

Una vez realizado el analisis de los datos utilizando el software Ingenuity

Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 27. Principales redes asociadas a la mutacion m.3243A>G (OX)

Top Networks

| Associated Network Functions Score
D

1 Cancer, Neurological Disease, Hematological Disease K]

2 Cellular Assembly and Organization, Developmental Disorder, Hereditary Disorder 26

3 Connective Tissue Disorders, Dematological Diseases and Condiions, Gastrointestinal Disease il

4 Cell Morphology, Endocrine System Development and Function, Lipid Metaholism 4

§ Cell Morphology, Cellular Assembly and Organization, Callular Funcfion and Maintenance 2
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Tabla 28. Funciones biolégicas alteradas en presencia de la mutacion m.3243A>G (OX)

Top Bio Functions

Molecular and Celiular Functions

Name p-value # Molecules
(Gene Expression 1,256-07 - 4 TOE02 32

Cellutar Movement 533807 - 3,86E02 239

Cell Death and Survival 6,96E-06 - 4,TOE-02 384

Cell Morphology 4 06E-05- 4 53E-02 91

Cell Cycle 254E-04 - 4 TOED2 185
Physiclogical System Development and Function

Name p-value # Molecules
Tissue Morphology 2,87E-05-4,53E02 57

Skeletal and Muscular System Development 0.84E-05- 4,53E-02 57

and Function

Cardiovascular System Development and 9.86E-05- 4,70E02 %

Function

Organismal Development 201E-D4 - 4 53E-02 80

Tissue Development B,12E-04 -4 TOED2 133

Tabla 29. Vias canoénicas alteradas en presencia de la mutacion m.3243A>G (OX)

Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
NRF2-mediated Oxidative Stress Respanse 1,62E-04 41187 (0.219)
TNFR1 Signaling 1,93E-04 16/51 (0,314)
PPAR Signaling 4 22804 241100 (0,24)
Estrogen-mediated S-phase Entry 4 96E-04 10127 (0,37)
Antiproliferative Role of TOB in T Cell Signaling 1,05E03 10126 (0,385)

Top Molecules

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
MMP3 14,248
SRGN 43,853
LOCT30755 (includes others)® 43,039
IL13RA2 42,741
PROM1 12,596
MME 42,554
F2RL2 42,531
NOG 42,519
ADAMTS1 42,318
FST 12,070
Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
CKMT1AICKMT1B* +-3,758
TIMP3* 4-3,609
SULF2 4-3,546
GOF15 43394
BCOR 43361
PLTP +3292
TINAGL1 +3214
COHG +-3065
IL1B +3.024
COLGA3 42,997
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A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes

con posible implicacién en la fisiopatologia de la mutacion.

Tabla 30. Genes con posible implicacién en la fisiopatologia de la m.3243A>G (OX)

SYMBOL GEME NAME FC P.VALUE
PREAAZ protein kinase, AMP-activated, alpha 2 catalytic 1.38 8 52E-03
subunit
PIK3IC3 phosphainositide-3-kinase, class 3 1.44 4 22E-05
FASN fatty acid synthase -2.08 2 0ME-06
ACACA acetyl-CoA carboxylase alpha -1.69 8.02E-D4
CPT2 carnitine palmitoyltransferase 2 1,88 3.09E-06
ARG2 arginase, type |l 2.03 2 19E-09
ASS51 argininosuccinate synthase 1 -2,.24 2 75E-D4
GoLS glutamate-cysteine ligase, catalytic subunit 167 3.85E-05
GSTM1 glutathione S-transferase mu 1 -7.76 2.01E-15
GSTM2 glutathione S-transferase mu 2 (muscle) -2 B8 §.07E-08
GSTMI glutathione S-transferase mu 3 (brain) -1.78 3, 08E-05
GSTM4 glutathione S-transferase mu 4 -1.73 1.21E-DB
HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 -1.82 4 39e-03
CCHNE1 cyclin E1 -1.80 141E-03
CCHA cyclin A1 -3,37 1.T1E-09
CDC254 cell division cycle 25 homelog A (5. pombe) -1,55 249E-03
HSPAS heat shock TOkDa protein 5 (glucose-regulated -1,68 B IBE-06
protein, TakDa)
oDIT3 DMA-damage-inducible transcript 3 2,02 1.45E-03
DNAJCI DniaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 3  -3.70 1,13E-10
EIFZAK3 eukaryotic translation initiation factor 2-alpha -1.68 4.18E-08
kinase 3
GADDASA growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 1.54 3, 07E-05
GADD4SE growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 1,55 5.87E-03
MAPKS mitegen-activated protein kinase B 1,82 5.30E-07
MEBEIP MAPIK12 binding inhibitory protein 1 1,78 1,38E-D4
HSPAS heat shock T0kDa protein 5 (glucose-regulated 1,68 6, 36E-06
protein, TBkDa)
JEAMP JNEAMAPKB-aszociated membrane protein 1,47 2.01E-03
MY e v-myc myelocytomatosis viral oncogens 163 2.83E-03
CASP4 caspase 4, apoptosis-related cysteine peptidase 197 4 62E-08
CASPT caspase 7. apoptosis-related cysteine peptidase 1.51 1,26E-03
BCL2LZ BCL2-like 2 1,52 1.60E-03
BCL2A1 BCL2-related protein A1 1.49 8,53E-03
UGCRE ubiguinolcytochrome ¢ reductase binding profein 1,60 B.24E-04
NDUFVI MADH dehydrogenase (ubiquinone) flavoprotein 3 -1,34 5,7HE-03
HDUFBE HADH dehydrogenase (ubiquinona) -1,31 2.B4AE-D3

1 beta subcomplex, & 1TkDa
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7.2.3 Resultados de expresiéon en los cibridos con mutacion en MT-ND6
(m.14487T7>C)

A continuacion se exponen los genes diferencialmente expresados obtenidos
en cibridos portadores de la mutacibn m.14487T>C en las diferentes
condiciones de cultivo estudiadas.

ND6 (m.14487T>C) en condiciones glicoliticas (GL)

En condiciones glicoliticas, se obtuvieron 336 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 213 estaban sobreexpresados y 123
infraexpresados.

Una vez realizado el analisis de los datos utilizando el software Ingenuity
Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 31. Principales redes asociadas a la mutacion m.14487T>C (GL)

Top Networks

ID  Associated Network Funclions Score
1 Cell Death and Sunvival, Tumor Morphology, Cardiovascular System Development and Function u
2 Cancer, Ophthaimic Disease, Embryonic Development U
3 Cellufar Movement, Cardiovascular 3ystem Development and Function, Organismal Development i
4 Cancer, RNA Post-Transcriptional Modification, Reproduciive System Disease 21
f  Cellufar Movement, Cell Cycle, Infectious Disease pil

Tabla 32. Funciones biolégicas alteradas en presencia de la mutacion m.14487T>C (GL)
Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Development 167TE05- 3 T4E-02 51

Cellular Growth and Proliferation 1,67E05- 3 T4E-02 71

Cell Death and Survival 238E05- 3 T4E-02 f8

Cellular Movement 243E05- 3 T4E02 45
Cell-Te-Cell Signaling and Interaction 721E4-3T4E-02 L]
Physiological System Development and Function

Name p-value # Molecules
Cardiovascular System Development and Function 9,10E-06- 3,T4E-02 P
Organismal Development 9 10E-06 - 3 T4E-02 pl

Tissue Development 1 6TED5- 3 T4E-02 %

Connective Tissue Development and Function
Hematological System Development and Function

222E03-3T4E02
229E03-3T4E-02

13
17
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Tabla 33. Vias canonicas alteradas en presencia de la mutacion m.14487T>C (GL)
Top Canonical Pathways

Name pvalue Ratio

Aryl Hydrocarbon Receptor Signaling 37D 8141 (0,087)
Hepafic Fibrosis / Hepatic Stellate Cell Activation 4 43803 8/140 (0,057)
Cardiac f-adrenergic Signaling 047E03 TH37 (0,051)
cAMP-mediated signaling 168E02 97214 (0,042)
{RNA Splicing 169E02 Y34 (0,088)

Top Molecules

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
SPP1 (includes EG:100359743) 12135
COHN +18%
HTRIF +15718
VCAN +1,501
AMPH 1,39
LGRS +1,389
COCP1 +1.293
NCAM1 +1,253
ACTA2 +1.25
PDE10A .21
Log Ratio down-requlated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
DLL4 +1,389
IL& 4-1386
GABBR2 4-1,354
SLCTAN +1272
TBXAS! +1252
JUP +1,198
SATI 1178
GIPC3 +1,172
CLECB 1,134
HIST2H2BE (includes others) 4+-1,089

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes
con posible implicacién en la fisiopatologia de la mutacién.
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Tabla 34. Genes con posible implicacion en la fisiopatologia de la m.14487T>C (GL)

SYMBOL GENE MAME FC P. VALUE
GSTA4 glutathione S-transferase alpha 4 1.97 8,11E-05
GETM1 glutathione S-transferase mu 1 1,88 1.13E-03
GCLM glutamate-cysteine ligase, modifier subunit 1,68 1.80E-03
sLCaA1 solute carrier family 8 (sodiumicalcium 2.2 3.TEE-03

exchanger), member 1

ND6 (m.14487T>C) en condiciones oxidativas (OX)

En condiciones oxidativas, se obtuvieron 330 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 168 estaban sobreexpresados y 162
infraexpresados. Una vez realizado el andlisis de los datos utilizando el

software Ingenuity Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 35. Principales redes asociadas a la mutacion m.14487T>C (OX)

Top Networks

D Associated Nefwork Functions Store
1 CelFmediated Immune Response, Cellular Development, Cellular Funcion and Mainienance 4
2 Cardiovascular Disease, Cell Death and Sunvival, Cellular Assembly and Organizafion B
3 Tissue Morphology, Cellular Movement, Organismal Development i
4 Cancer, Gastrointestinal Disease, Cell-To-Cell Signaling and Interaction 17
b CellCycle, DNA Replication, Recombination, and Repair, Cancer 15

Tabla 36. Funciones bioldgicas alteradas en presencia de la mutacion m.14487T>C (OX)
Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name p-valug # Molecules
Cellular Development QED4-493E2 0B

Cellular Growth and Proliferation 23E04-498E02 3

Cell Morphology IUEM-45ER 2

DNA Replication, Recombination, and Repair 3 24E04-4 53002 8

Energy Production JUEMA-180ER 3
Physiological System Development and Function

Name pvalue # Molecules
Connective Tissue Development and Function 2ED4-350E02 M

Visual System Development and Function IMEMA-3R8E 3
Hematological System Development and Function JWEN4-403E2 1B

Immune Cell Trafficking JMEN4-453E2 15

Tissue Development JIBE4-453EM 7
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Tabla 37. Vias canonicas alteradas en presencia de la mutacion m.14487T>C (OX)
Top Canonical Pathways

Name p-value Ratio
TRRXR Activation 145604 8/89 (0,09)
IGF-1 Signaling 3.38E04 8102 (0,078)
Growth Hormone Signaling 139603 671 (0,085)
PI3K Signaling in B Lymphocytes 156E03 6128 (0,062)
WDR/RXR Activation 282803 679 (0,076)

Top Molecules

Log Ratio up-requlated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
VCAN 42,654
SPP1 (includes EG:100359743) 41,867
HTRIF #1789
CDH11 +1,694
AMPH +1514
CDCP1 +1511
SLCBAT +1502
NCAM1 #1445
PDE10A #1353
RG34 +1,.265
Log Ratio down-regulated

Malecules Exp. Value Exp. Chart
PPARGCI1A +1434
HISTTH4A (includes others)* 41,286
FOSB 1204
TGM2 (includes EG:21817) +1.202
FOS +1.201
EGR1 41,156
ADAMTS2 47
LIPG +1121
TBXAS1 1,105
CD96 1,090

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes
con posible implicacién en la fisiopatologia de la mutacién.
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Tabla 38. Genes con posible implicacién en la fisiopatologia de la m.14487T>C (OX)

SYMBOL GENE NAME FC P.VALUE

GSTA4 glutathione S-transferase alpha 4 1,54 8.49E-03

HMOX1 heme oxygenase 1 1.78 6,23E-03

GPD2 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 1.32 B, 70E-03
{mitochondrial)

SLCBAY solute carrler family & 283 2,18E-04
(sodium/calcium exchanger), member 1

ATPZE4 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 4 1.8 J97E-03

CAMES calcium/calmeodulin-dependent protein kinase IV 1.43 T.68E-03

HOUFEE NADH dehydrogenase (ubiguinone) 1 beta 1,26 §,03E-03

subgomplex, §, 17TkDa

7.2.4 Resultados de expresion en los cibridos con mutacion en ATP6
(m.8993T>G)

A continuacién se exponen los genes diferencialmente expresados obtenidos
en los cibridos portadores de la mutacion m.8993T>G en las diferentes

condiciones de cultivo estudiadas.
ATP6 (m.8993T>G) en condiciones glicoliticas (GL)

En condiciones glicoliticas, se obtuvieron 325 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 164 estaban sobreexpresados y 161
infraexpresados.

Una vez realizado el analisis de los datos utilizando el software Ingenuity

Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.
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Tabla 39. Principales redes asociadas a la mutacion m.8993T>C (GL)

Top Networks

ID Associated Network Funcfions Score
1 Cellular Mavement, Cell Death and Survival, Cell Morphology R

2 Cell Death and Survival, Embryonic Development, Organismal Development Kl

3 Cancer, Connective Tissue Disorders, Dermatological Diseases and Condtions 15

4 Cellular Movement, Cancer, Gastrointestinal Disease 15

5 CelFTo-Cell Signaling and Interaction, Developmental Disorder, Gastrointestinal Disease 15

Tabla 40. Funciones bioldgicas alteradas en presencia de la mutacion m.8993T>G (GL)

Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 362605 - 4 90E-02 45

Cellular Development 30ED4-363E02 80

Cellular Growth and Proliferation 303604 - 363602 46

Cell Death and Survival 112603 - 4 4E-02 ]
Cell-To-Cell Signaling and Inferaction 219E03-355602 19
Physiological System Development and Function

Name pvalue #Molecules
Tissue Development 2I9E03-43E0R2 B
Hematological System Development and Function 30RE03-355E02 5

Cardiovascular System Development and Function
Embryonic Development
Organ Development

J30E03-438E02
6,31E-03- 4 90E-02
6,31E03-4 38E02

18
17
12
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Tabla 41. Vias candnicas alteradas en presencia de la mutacion m.8993T>C (GL)

Top Canonical Pathways

Name pvalue Ratio
Eicosanoid Signaling J45E03 Ri61 (0,082)
Hinolenate Biosynthesis Il (Animals) 378ED3 318 (0,167)
VDR/RXR Activation 120E02 579 (0,063)
Glutamate Removal from Folates 1,79E02 n)
Stearate Biosynthesis | (Animals) 191E02 333 (0,091)
Log Ratio up-requlated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
LAYN #1345

TMASF18 $1.252

GATM 41232

MMP16* #1151

CA12 1992

DOKA +0991

HSD17B12 +0946

AKR1C3 +0,888

PREX2 +0,860

FBXL2 +0.847

Log Ratio down-requlated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
GOF15 +2 560

IGFBPS +2.34

SRGN +1.937

CALB2 1

510042 1623

IL2RB 1296

SPOCK1 1247

EPHBA +1240

SERPIND1 1114

PLEK2 4-1086

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes

con posible implicacién en la fisiopatologia de la mutacion.
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Tabla 42. Genes con posible implicacion en la fisiopatologia de la m.8993T>C (GL)

SYMBOL GEME HMAME FC P.VALUE
ATM ataxia telangiectasia mutated 141 4 Z1E-03
APAF1 apoptotic peptidase activating factor 1 1,35 TATE-03
BCL2ZLY BCLZ-like 4 -1,44 1,57E-03
CA1Z carbonic anhydrase Xil 1.58 2 55E-03
MAPRT1 nicotinate phosphoribosyltransferase domain 1.54 1,37E-04
containing 1
GPXT glutathione peroxidase 7 149 5,53E-03

ATP6 (m.8993T>G) en condiciones oxidativas (OX)

En condiciones oxidativas, se obtuvieron 369 genes diferencialmente
expresados, de los cuales, 148 estaban sobreexpresados y 221
infraexpresados.

Una vez realizado el analisis de los datos utilizando el software Ingenuity
Pathways (IPA), se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 43. Principales redes asociadas a la mutacion m.8993T>C (OX)

Top Networks

ID Associated Network Funciions Score
1 Cancer, Connective Tissue Disorders, Hematological Disease 1

2 Skeletal and Muscular System Development and Function, Tissue Morphology, Organ Morphology 3

3 Cellutar Development, Cellular Growth and Proliferation, Hair and Skin Development and Function H

4 Immunological Disease, Cancer, Hematological Disease bl

5 Cellular Development, Skeletal and Muscular System Development and Function, Cancer 20
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Tabla 44. Funciones biolégicas alteradas en presencia de la mutacion m.8993T>G (OX)

Top Bio Functions

Molecular and Cellular Functions

Name p-value # Molecules
Cellular Movement 124E10-21562 61
Cellular Development 115E08-215E2 ®
Cellular Growth and Proliferation 7 ME7- 215602 &
Cell Death and Survival 34BE05- 215602 T
Cell Cycle 6,89E-05 - 2 15E-02 i}

Physiological System Development and Function

Name p-valug # Molecules
Tissue Morphology 260E06-21582 22
Cardiovascular System Development and Function 2 38E04- 2 15612 %
Hair and Skin Development and Funcfion 460ED4-215E02 16
Connective Tissue Development and Function 106E-03- 2,15E-02 11
Hematological System Development and Function 2M6E03-21802 B

Tabla 45. Vias canénicas alteradas en presencia de la mutacion m.8993T>C (OX)

Top Canonical Pathways

Name pvalue Ratio
VDR/RXR Activation 4 36E05 979 {0114)
Role of BRCAT in DNA Damage Response 1,79E-03 163 (0,095)
GDP-glucose Biosynthesis 443603 26(0333)
Glucose and Glucose-1-phosphate Degradation 6,54E03 27 (0,286)
Pancreatic Adenocarcinoma Signaling 75ED 71115 {0,081)

Log Ratio up-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
RUNXIT1 1,155

LPARI +1,139

PCDH18 H17

TM4SF18 +1,106

CA12 +1,045

COL12A1 +0.978

ADAMTS2 +0,976

LAYN 40919

AR +0,900

ADM 10,894

Log Ratio down-regulated

Molecules Exp. Value Exp. Chart
IGFBP1 +1,865

CALB2 1820

SRGN 1647
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STCT -1617
510042 1,609
GDF15 -1409
TAGLN3 11,360
IGFBF3 -1.321
IGFBPA 1,320
COKN1A -1,315

A partir de las vias canonicas alteradas se han seleccionado aquellos genes

con posible implicacion en la fisiopatologia de la mutacion.

Tabla 46. Genes con posible implicacién en la fisiopatologia de la m.8993T>C (OX)

SYMBOL GEME NAME FC P. VALUE
ATM ataxia telanglectasia mutated 1.41 4 21E-03
MRE11A MRE11 meictic recombination 11 homolog A 1,35 8,03E-03
BCLZL1 BCL2dike 1 =141 2. 94E-03
calz carbonic anhydrase Xl 2,08 1,56E-03
NAPRTY nicotinate phosphoribosyltransferase domain 132 8,07E-03

containing 1
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En los dltimos afios se ha realizado un gran esfuerzo por intentar comprender
las consecuencias y las respuestas adaptativas en los desérdenes del sistema
OXPHOS. Sin embargo a pesar del aumento de los conocimientos acerca de la
fisiopatologia mitocondrial, los mecanismos moleculares que provocan
afectacion celular en los desordenes mitocondriales no son totalmente
conocidos. Una de las limitaciones al tratar de esclarecer la fisiopatologia de
las enfermedades mitocondriales radica en el hecho que existen resultados
dispares de la expresion de los genes implicados en los defectos del sistema
OXPHOS [144]. Entre los factores que explican esta diversidad en los perfiles
de expresiéon destacan los diferentes modelos celulares o muestras de tejidos
utilizados, diferencias en el disefio experimental realizado y diferencias en el
background genético del modelo utilizado [144]. Para obtener un mejor
entendimiento de la fisiopatologia de las enfermedades mitocondriales, la
expresion de los genes tanto nucleares como mitocondriales necesita ser
evaluada de manera holistica, es decir, teniendo en cuenta los procesos de
sefalizacion, los metabolitos involucrados y en modelos de patologia
mitocondrial bien definidos.

En el presente trabajo hemos tenido en cuenta todos estos factores para
intentar esclarecer los mecanismos moleculares que provocan afectacion
celular en los desérdenes mitocondriales provocados por las cuatro mutaciones
en el ADN mitocondrial estudiadas.

Se ha utlizado como modelo de estudio lineas celulares de cibridos
transmitocondriales (con un background genético de célula de osteosarcoma
143B), un modelo bien definido, muy utilizado en el estudio de enfermedades
producidas por mutaciones en el ADNmt, en el que la Unica diferencia entre el
cibrido WT y el mutado es la presencia de mutacion en el ADNmt lo que
permite asociar las diferencias observadas a la presencia de la mutaciéon. En
algunos casos no es posible obtener el control isogénico de la mutacién, en
estos casos se utiliza como control cibridos del mismo haplogrupo mitocondrial.
Los cibridos se han generado a partir de plaquetas de pacientes o bien a partir
de cibridos que tenian un numero elevado de divisiones. Los cibridos como
lineas tumorales que son pueden presentar reorganizaciones cromosomicas
hecho que podia hacer que el background nuclear entre los cibridos WT y

mutados fuera diferente [136].
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Por esta razén se decidio obtener cibridos, a partir de cibridos existentes y asi
obtener cibridos con el mismo background nuclear.

Se han estudiado cibridos con 4 mutaciones distintas del ADNmt, dos que
afectan a ARNt como son: m.8344A>G en MT-TK y m.3243A>G en MT-TL1
que causan dos de los sindromes mitocondriales mas frecuentes como son el
sindrome MERRF (Myoclonus epilepsy and ragged-red fibers) y MELAS
(Mitochondrial encephalomyopathy lactic acidosis and stroke-like episodes)
respectivamente, y dos mutaciones que afectan a subunidades de los
complejos del sistema OXPHOS como son: m.14487T>C en MT-ND6 que
afecta a la subunidad ND6 del complejo | que causa distonia y necrosis
bilateral del estriado y m.8993T>G en MT-ATP6 que afecta a la subunidad
ATP6 del complejo V y produce el sindrome NARP/MILS (neuropathy, ataxia,
retinitis pigmentosa/maternally inherited Leigh's syndrome).

En el caso de las mutaciones m.8344A>G y m.3243A>G se pudo obtener un
control isogénico de la mutacion, cibridos generados por la fusion con
plaguetas del mismo paciente en los que se consiguié obtener cibridos 100%
WT (ninguna molécula de ADNmt era portadora de la mutacion) y cibridos
100% mutados (todas las moléculas de ADNmt tenian la mutacién). En el caso
de las mutaciones m.14487T>C y m.8993T>G no se consiguié obtener cibridos
con 0% de mutacion del mismo paciente por lo que se utilizaron cibridos sin
mutaciones en el ADNmt pero del mismo haplogrupo mitocondrial que el cibrido
mutado para minimizar al maximo las diferencias en las secuencias del ADNmt.
Se secuencié el ADNmt de los cibridos generados; en los cibridos con control
isogénico la unica diferencia entre los cibridos mutados y sus controles
isogénicos era la mutacion de estudio. En el caso de los cibridos que tenian
control de haplogrupo las diferencias que presentaban entre ellos era la
mutacion de estudio y polimorfismos descritos sin efecto patogénico.

Ademas se confirmd el porcentaje de mutacion por RFLP y también se
cuantifico el numero de copias de ADNmt para comprobar que los cibridos
mutados y WT tenian un niumero de copias de ADNmt similar y las diferencias
de los resultados obtenidos se debian a la mutacién y no al diferente numero
de copias de ADNmt.
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Habitualmente estas células se cultivan en un medio con alta concentracion de
glucosa, donde la obtencion de energia es fundamentalmente via glicolitica
[112]. En estas condiciones de cultivo incluso una célula carente de un sistema
OXPHOS funcional, como ocurre en las células p° es perfectamente viable. Sin
embargo, en este medio de cultivo con alta concentracion de glucosa, el
fenotipo de estas mutaciones puede quedar parcialmente enmascarado ya que
la principal fuente de obtencién de energia de estas células en este medio es la
glicolisis. Por este motivo se planted la utilizacion de unas condiciones de
cultivo que manifestasen el defecto en el sistema OXPHOS.

Inicialmente se penso utilizar el medio de cultivo que se usa normalmente para
estudiar la posible patogenicidad de una mutacion en el ADNmt: DMEM 1 g
galactosa/L suplementado con 5 mM de piruvato, 50 pg/ml uridina, 2 mM
glutamina y 10% SFB dializado [112]. Estas condiciones de cultivo son ¢ptimas
para manifestar defectos en el sistema OXPHOS puesto que obligan a la célula
a la utilizacion de la fosforilacion oxidativa para la obtencién de ATP [112], pero
en algunas mutaciones (en ARNt) las células dejan de ser viables a las pocas
horas, lo que impide estudiar el defecto en el sistema OXPHOS en células
viables. Por esta razon se decidi6 establecer unas nuevas condiciones de
cultivo que manifestaran el déficit, por severo que fuera, del sistema OXPHOS
pero que a la vez la célula mantuviera su viabilidad, aportando informacion
relevante sobre los mecanismos patologicos de la mutacion.

Las nuevas condiciones de cultivo debian contener glucosa a muy baja
concentracion para prevenir la obtencién de grandes cantidades de ATP via
glicolitica (como ocurre en el medio GL) y de ese modo forzar la utilizacion de
la fosforilacion oxidativa, pero al mismo tiempo debian aumentar la capacidad
de obtencién de ATP respecto al medio formado por galactosa como principal
substrato energético, ya fuera mediante la glicdlisis o la fosforilaciéon oxidativa.
Por ese motivo se decidio utilizar diferentes combinaciones de galactosa y
glucosa, esta ultima a muy baja concentracion, 0.25 y 0.5 g/L (OX y OX 0.5

respectivamente).
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Los resultados del estudio con células p° evidenciaron que a partir del cuarto
dia las células presentaban una morfologia anémala y a los tres dias un
crecimiento constante y menor en el medio OX, por ello se establecié6 como
modelo experimental el cultivo de la distintas lineas celulares en el medio
oxidativo (OX); DMEM 0,25 g glucosa/L-0,75 g galactosa/L suplementado con 5
mM de piruvato, 50 pyg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado, durante
tres dias, condiciones de cultivo que eran capaces de mantener la viabilidad
celular.

Para comprobar que el cultivo de los cibridos durante 3 dias en medio OX
manifestaba el déficit en el sistema OXPHOS se realizo la determinacion del
contenido de ATP. En condiciones glicoliticas los cibridos con mutaciones en
ARNt (m.3243A>G, m.8344A>G) presentaron una disminucion en el contenido
de ATP siendo significativa esta disminuciéon Gnicamente en el caso de la
mutacion m.8344A>G.

Sin embargo en condiciones oxidativas estos cibridos mostraron una mayor y
significativa disminucién en el contenido de ATP (79.98% en m.3243A>G y
96,77% en m.8344A>G) demostrando que el medio oxidativo no permitia la
obtencion de cantidades considerables de ATP via glicolitica viéndose obligada
la célula a utilizar el sistema OXPHOS para la obtencion de ATP. Este hecho
junto la disminucién significativa del potencial de membrana mitocondrial asi
como un mayor incremento en el lactato intracelular ponia en evidencia que en
las condiciones establecidas, el medio OX era capaz de expresar el defecto en
el sistema OXPHOS.

Una vez establecido el modelo experimental, la aproximacion inicial era realizar
estudios de expresion en los cibridos generados en condiciones glicoliticas y
oxidativas mediante RT-PCR de genes implicados en la funcién mitocondrial.
La realizacion de este experimento tenia como objetivo la caracterizacion
transcripcional de posibles mecanismos compensatorios en presencia de las
diferentes mutaciones del ADNmt. Una vez valorados los resultados obtenidos
no se observd la presencia de mecanismos compensatorios claros que nos
ayudaran a comprender la respuesta tanto mitocondrial como nuclear ante las
diferentes mutaciones. Este hecho nos impidié obtener informaciéon relevante

acerca de la fisiopatologia de los defectos mitocondriales estudiados.
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Uno de los mecanismos compensatorios que queriamos evaluar era la posible
activacion de la expresion de genes implicados en el proceso de biogénesis
mitocondrial, fendmeno que consiste en la activacion de una respuesta
transcripcional que implica la sobrexpresion de coactivadores transcripcionales
como PGC1A,PGC1B necesarios para la expresion de factores de transcripcion
como NRF-1 y NRF-2 encargados de activar la expresion de genes esenciales
para la funcionalidad mitocondrial como subunidades del sistema OXPHOS, asi
como genes esenciales para realizar la replicacion, la transcripcion del ADNmt
y la traduccién mitocondrial. Curiosamente no se observé induccién de
biogénesis mitocondrial en ninguna de las cuatro mutaciones estudiadas, en
particular sorprendi6 no encontrar esta respuesta transcripcional en las
mutaciones que afectan a ARNt con una mayor deplecion en el contenido de
ATP, como mecanismo compensatorio. Si se observd la sobreexpresion
aislada de algunos de los genes implicados en este proceso pero no de una
manera coordinada con otros muchos genes como exige un proceso complejo
como la biogénesis mitocondrial.

Una posible explicacion a este fenomeno podria deberse al hecho de que los
cibridos estudiados presentan la mutacion en todas las copias de las moléculas
de ADNmt y por lo tanto aumentar el nivel de mitocondrias defectuosas a travées
de la induccién de la biogénesis mitocondrial no corregiria el defecto, tal y
como observaron Wenz y colaboradores [145].

En el estudio mediante RT-PCR si que se observaron cambios significativos de
expresion en determinados genes, pero eran cambios aislados de dificil
interpretacion.

Debido a que los resultados obtenidos mediante RT-PCR no aportaron
informacion relevante acerca de la fisiopatologia de los defectos mitocondriales
estudiados se intentd una aproximacion mas global mediante experimentos de
microarray. Posteriormente gracias al software Ingenuity Pathways (IPA), se
situaron los genes diferencialmente expresados en los diferentes procesos

celulares donde intervienen.
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A partir de la informacion obtenida mediante el IPA junto con una intensa
bdsqueda bibliografica se realiz6 una seleccion de genes con una posible
implicacion en la fisiopatologia de la mutacion y que a diferencia del
experimento mediante RT-PCR ha aportado informaciéon acerca de la
fisiopatologia de los defectos mitocondriales estudiados, como se muestra a
continuacion.

En este trabajo se han estudiado las mutaciones en el ADNmt de una manera
global, analizando diferentes parametros que pudieran ser de utilidad a la hora
de intentar determinar sus mecanismos fisiopatoldgicos.

En el caso de la mutacion mas comun del sindrome MERRF m.8344A>G que
afecta al MT-TK se observé como en condiciones glicoliticas estaban alterados
pocos de los parametros estudiados para valorar la funcion mitocondrial. Entre
ellos destacaba, la disminucidon significativa del contenido de ATP de un
49,34% asi como un incremento significativo del 62% en la concentracion de
lactato intracelular respecto su cibrido control. Estos resultados indicaban que
existia un defecto en el funcionamiento de la fosforilacion oxidativa, pero en
estas condiciones de cultivo donde hay un exceso de glucosa en el medio y se
puede obtener ATP via glicolitica el cibrido no presentaba alteraciones
respecto a parametros como el crecimiento celular, el contenido de nucleétidos
de adenina o el potencial de membrana mitocondrial, lo que sugeria que la
homeostasis celular en estas condiciones esta preservada, como lo
demostraba el hecho que los cibridos MERRF en condiciones glicoliticas eran
perfectamente viables durante todo el tiempo que se mantenian en cultivo.

En condiciones glicoliticas se encontraron 70 genes diferencialmente
expresados. Entre ellos destacaba la sobreexpresion del gen CDKN1A cuya
proteina p21 esta altamente controlada por p53, interviniendo en la parada en
la fase G1 del ciclo celular en respuesta a una variedad de estimulos
estresantes. La proteina p21, se une e inhibe la actividad de los complejos
ciclina-CDK2 o CDK4 realizando una esencial regulacion del crecimiento,
supervivencia y papel antiapoptotico en muchos tipos de células humanas.
CDKNZ1A también presenta un papel regulatorio en la reparacion de dafos en
el ADN nuclear y mitocondrial [113].
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Otro gen sobreexpresado fue el ARG2, que codifica la enzima arginasa-2
mitocondrial. Su principal funcién es la de producir ornitina a partir de arginina.
La arginina juega un importante papel fisiologico en la sintesis de otras
poliaminas como el 6xido nitrico y la creatina [124].

Finalmente observamos la infraexpresion del gen ALDH1A3, que codifica la
aldehido dehidrogenasa 6, enzima implicado en la detoxificacion de aldehidos
generados por peroxidacion lipidica.

En cambio en condiciones oxidativas en presencia de la mutacion m.8344A>G,
observamos la alteracion de muchos de los parametros estudiados. Entre ellos
destacaba, una disminucion significativa del crecimiento celular, una deplecién
drastica del contenido de ATP celular de un 96,77% (muy similar a la
observada en p° asi como un incremento significativo del 149% en la
concentracion de lactato intracelular respecto su cibrido control. También
observamos una disminucién significativa del contenido de nucleétidos de
adenina asi como del potencial de membrana mitocondrial. Un parametro que
deriva de la determinacion del contenido de nucleétidos de adenina es la carga
energética de adenilato; cuando su valor es inferior a 0,6 indica que se esta
produciendo una degradaciéon de nucleétidos de adenina, viéndose seriamente
afectada la viabilidad celular [138]. En el caso de los cibridos con la mutacién
m.8344A>G en condiciones oxidativas ese valor fue de 0,41.

En condiciones oxidativas se encontraron 1419 genes diferencialmente
expresados. Entre los genes sobreexpresados en estas condiciones destacaba
el gen ERN1 (IRE1). La proteina codificada por este gen es la endoplasmatic
reticulum to nucleus signaling 1. Esta proteina tiene actividad kinasa y
endoribonucleasa y es uno de los tres sensores localizados en la membrana
del RE (reticulo endoplamatico), junto con EIF2AK3/PERK y ATF6 implicados
en la sefalizacion de UPR (unfolded protein response) como consecuencia al
estrés del RE.

La UPR es una respuesta molecular que intenta restablecer la capacidad de
plegamiento de las proteinas del RE. Sin embargo, un severo o prolongado
estrés del RE, puede promover la activacién de la via pro-apoptotica ERN1-
TRAF2-JNK [146] (Figura 19).
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ERN1 activo puede formar un complejo con la proteina adaptadora TRAF2,
facilitando la activacion de la apoptosis signaling kinase 1 (ASK1) lo que
provoca la activacion de JNK, por lo tanto acoplando el estrés del RE con la
sefalizacion MAPK. Ademas de la sobreexpresion de ERN1 también se
observd sobrexpresion de JNK1 (MAPKS8) lo que sugiere la posible activacion
de la via pro-apoptotica ERN1-TRAF2-JNK.

La activacion prolongada de ERN1 también provoca degradacion selectiva de
ARNmM asociados a RE, a través de un proceso denominado regulated Irela-
dependent decay; RIDD (Figura 19). El cual promueve la apoptosis por
degradacion de ARNms que codifican proteinas esenciales para la
supervivencia celular [146]. Otro indicio del posible estrés que sufre el RE es la
sobrexpresién del gen GPR37 (PAELR). Se ha descrito que cuando este
receptor huérfano es sobreexpresado experimentalmente, las moléculas de
GPR37 tienden a no plegarse y a formarse complejos insolubles, los cuales se
acumulan en el RE, provocando estrés en el RE pudiendo inducir muerte
celular [147]. También se encontr6 como marcador de estrés del RE la
sobreexpresion del gen DNAJB2, que codifica la chaperona HSP 40. Ademas
también se observd sobreexpresion de la caspasa iniciadora CASP 4 la cual
puede ser activada por la via estrés del RE-ERN1-TRAF2 [148].
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Fig.19 Representacion de la activacion de la via pro-apoptotica ERN1-TRAF2-IJNK y
ERN1-RIDD.
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Respecto a la expresion de genes implicados en el ciclo celular se observo la
infraexpresion de genes esenciales para la transicion G1/S como CCNE1l
CCNE2 y CDC25A lo cual sugiere una posible disminucion de la proliferacion
celular, hecho que esta en concordancia con la disminucion significativa del
crecimiento celular.

También se encontrd la sobreexpresion de genes implicados en la proteccion
celular frente a las especies reactivas de oxigeno, como GCLC, el primer
enzima limitante en la sintesis de glutation, GSTM2 enzima implicado en la
detoxificacion de compuestos electrofilicos, productos del estrés oxidativo por
conjugacion con glutation, CTH codifica para un enzima citoplasmatico
encargado de la sintesis de glutation y G6PD uno de los principales enzimas
capaces de sintetizar NADPH, el cual es necesario para un correcto
funcionamiento del sistema antioxidante.

Ademas también se observd disminucion de la expresion de GPX3 enzima
encargado de la reduccidon mediante glutation de los lipidos que sufren
peroxidacion.

Cabe destacar la sobreexpresion de genes que codifican proteinas que
participan en la via de sefalizacion AMPK, como PRKAA2, subunidad
catalitica de la proteina kinasa activada por AMP, PRKAB2, subunidad
reguladora de la proteina kinasa activada por AMP. AMPK es una proteina
kinasa que actia como sensor energético jugando un papel clave en la
regulacion del metabolismo energético celular. Una de las dianas de AMPK es
el gen TSC2, que también se encontré sobreexpresado, que codifica la
proteina tuberous sclerosis 2. TSC2 forma complejo con TSC1 vy cuando es
fosforilado por AMPK induce una rapida supresion de la actividad de mTORCL.
Estos resultados indicarian que posiblemente AMPK est4 inhibiendo a
MTORC1 a través de la via de sefalizacion TSC1/2- Rheb [149], lo que
provocaria la induccion de la autofagia celular [150]. Ademas se ha encontrado
la sobreexpresion del gen PIK3C3, subunidad catalitica de la PI3K tipo 3, que
ejerce un papel esencial en el proceso de autofagia, al ser necesaria para la
correcta formacién de autofagosomas funcionales [151]. En relacidon a la posible
disminucion de la via de sefializacion mTOR, se encontré disminucion de la
expresion de la subunidad de mTORC1, AKT1S1 asi como de las subunidades
de mTORC2 como MAPKAP1 y PRR5L.
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La posible activacion de AMPK, que se deduce de los resultados de expresion,
es muy probable en una situacion como esta, donde existe una gran deplecion
del contenido de ATP, uno de los principales estimulos que provoca su
activacion. Ademas estudios realizados por Cheny colaboradores en 2011 [152]
han observado en cibridos MERRF con la mutacion m.8344A>G la formacion
de autofagosomas sugiriendo la activacion constitutiva de autofagia.

Dada la gran deplecién de ATP que presentan estos cibridos no sorprende que
se active un proceso como la autofagia donde los productos de degradacion
obtenidos, proporcionan sustratos para la generacion de energia.

En respuesta a la reduccion de los niveles intracelulares de ATP, AMPK inhibe
los procesos que consumen energia: inhibiendo la biosintesis de proteinas,
lipidos y carbohidratos.

Nuestros resultados muestran indicios de inhibicion de la biosintesis de lipidos,
como la disminucion de la expresion de HMGCR, enzima clave en la regulacién
de la sintesis del colesterol, enzima cuya fosforilacion por AMPK provoca la
disminucién de su actividad enzimatica o la infraexpresion de FASN, enzima
implicado en la sintesis de acidos grasos saturados de cadena larga, cuya
actividad y expresién se ve disminuida por la actividad de AMPK [153].

Respecto al metabolismo de lipidos también cabe destacar la disminucién de
expresion del gen CPT2, que codifica la enzima carnitina palmitoyltransferasa
II, que cataliza la transesterificacion de la acil-carnitina en la matriz mitocondrial
originando acil-CoA, (el cual es el substrato activado para la f—oxidacion en la
matriz) y carnitina. Este resultado va en consonancia con el hecho de que
trastornos de la cadena respiratoria pueden causar una alteracion secundaria
de la p—oxidacion, con el consiguiente acumulo de acilcarnitinas (substancia
toxica para la célula), produciendo una deficiencia secundaria de carnitina.
Finalmente la presencia de la mutacién m.8344A>G en medio (OX), también
afecta a la expresion de genes implicados en la fosforilacion oxidativa. En
concreto se observé disminucidn de la expresion de genes que codifican
subunidades nucleares del sistema OXPHOS como NDUFS6, NDUFB6 y
NDUFB3 del Complejo I, la subunidad UQCRFS1 del Complejo Il y la
subunidad COX7B del Complejo IV.
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Los resultados obtenidos sugieren que esta mutacion en condiciones oxidativas
produce una gran deplecion del contenido de ATP lo que provocaria la
activacion de la via AMPK activando autofagia, mediante la inhibicion de
MTORCL1 a través de la via de sefializacion TSC1/2- Rheb. La activacion de la
autofagia tendria un doble objetivo, por una parte proporcionar sustratos para la
generacion de energia y por otra actuar como mecanismo protector para la
eliminacién del exceso de proteinas mal plegadas en el RE que es posible que
se produzca dada la sobreexpresion de genes implicados en estrés del RE
como ERN1, GPR37 y HSP 40. Posiblemente la autofagia no es capaz de
compensar el gran déficit energético ni el estrés producido en el RE,
originAndose una situacion prolongada de estrés en el RE que provocaria la
induccion a la apoptosis principalmente via ERN1-TRAF2-JNK [146]. Aunque
no hay que descartar la influencia de procesos pro-apoptéticos como regulated
Irela-dependent decay (RIDD) realizado también por ERN1 o la
sobreexpresion de GPR37.

En el caso de la mutacion mas comun del sindrome MELAS m.3243A>G que
afecta al ARNt “* (UUR) (MT-TL1) en condiciones glicoliticas, se alteraron
pocos de los parametros estudiados para valorar la funcion mitocondrial. Entre
ellos se observé un incremento significativo del 370% en la concentracion de
lactato intracelular ademas de una disminucion significativa del potencial de
membrana mitocondrial, no presentandose alteracion en parametros como el
contenido de ATP, el crecimiento celular o el contenido de nucleétidos de
adenina. Estos resultados sugieren al igual que ocurria en el caso de la
mutacion m.8344A>G en condiciones glicoliticas, que la homeostasis celular en
estas condiciones esta bastante preservada.

En condiciones glicoliticas se encontraron 1715 genes diferencialmente
expresados. Entre los genes diferencialmente expresados se observd
sobrexpresion del gen PRKAA2, subunidad catalitica de la proteina kinasa
activada por AMP (AMPK). En respuesta a la reduccion de los niveles
intracelulares de ATP, AMPK inhibe los procesos que consumen energia:

inhibiendo la biosintesis de proteinas, lipidos y carbohidratos.
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Nuestros resultados mostraron indicios de inhibicion de la biosintesis de lipidos,
como la infraexpresion de ACACA, gen que codifica la Acetil-CoA carboxilasa,
enzima limitante en la sintesis de acidos grasos, cuya actividad se ve
disminuida por la fosforilacion de AMPK [154]. También se observd la
sobreexpresion de ARG2, que codifica la enzima arginasa-2 mitocondrial,
enzima que forma parte del ciclo de la urea, cuya principal funcién es la de
producir ornitina a partir de arginina.

Ademas también estaban sobreexpresados genes que codifican proteinas cuya
funcién es la de inhibir la muerte celular programada como BCL2L1, cuya
proteina Bcl-2-like protein 1, es un potente inhibidor de la muerte celular, ya
que se une y bloquea el canal anionico voltaje dependiente (VDAC) impidiendo
la liberacién del citocromo C y BCL2L2, cuya proteina Bcl-2-like protein 2,
contribuye a la reduccion de la apoptosis celular bajo condiciones citotéxicas.
También se observé la disminucion de la expresion del gen pro-apoptético
APAF1, cuya proteina apoptotic peptidase activating factor 1 tras la unién del
citocromo C, forma el apoptosoma capaz de activar la caspasa 9 iniciando la
cascada de caspasas que comprometen a la célula a la apoptosis. Pero si bien
todos estos cambios de expresion apuntaban hacia la no activacion de la
muerte celular programada, también se observé sobreexpresion del gen pro-
apoptoético CASP4, que codifica la caspasa 4. Del balance entre las sefales pro
y anti apoptoticas dependera de si se da 0 no apoptosis.

En condiciones oxidativas en presencia de la mutacion m.3243A>G, se observo
una disminucion significativa del contenido de ATP celular de un 79,98% asi
como un incremento del 370% en la concentracion de lactato intracelular
respecto su cibrido control. También se aprecié una disminucion significativa
del contenido de nucleétidos de adenina asi como del potencial de membrana
mitocondrial. Un pardmetro que deriva de la determinacion del contenido de
nucleotidos de adenina es la carga energética de adenilato; en este caso el
valor fue de 0,51 inferior a 0,6 lo que indicaba que se estaba produciendo una
degradacion de nucleétidos de adenina, al igual que se observé en el caso de
la mutacién m.8344A>G [138].

En los estudios de expresion génica en cibridos portadores de la mutacion
m.3243A>G, en condiciones oxidativas, se observdo un numero elevado de

genes (2518 genes) diferencialmente expresados.
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De entre los genes diferencialmente expresados en estas condiciones, tal y
como sucedié con la mutacion m.8344A>G en condiciones OX, encontramos la
sobreexpresion del gen PRKAA2, subunidad catalitica de la proteina kinasa
activada por AMP (AMPK). El hecho de que la AMPK regule positivamente la
induccion de la autofagia a través de la inhibicion de mMTORC1 en condiciones
de déficit energético junto con la sobreexpresion del gen PIK3C3, subunidad
catalitica de la PI3K tipo 3, que ejerce un papel esencial en el proceso de
autofagia, indicaba una posible induccién de la autofagia celular en estas
condiciones. Estos resultados estaban en consonancia con estudios realizados
por Cotan y colaboradores en 2011[155] en los que observaron un aumento en
la actividad autofagica en cibridos con la mutacion m.3243A>G.

Dada la deplecion de ATP que presentaban estos cibridos es posible que se
active un proceso como la autofagia donde los productos de degradacion
obtenidos proporcionan sustratos para la generacién de energia.

En respuesta a la reduccion de los niveles intracelulares de ATP, AMPK inhibe
los procesos que consumen energia: inhibiendo la biosintesis de proteinas,
lipidos y carbohidratos. Estos resultados mostraban indicios de inhibicion de la
biosintesis de lipidos, como la disminucién de la expresion de FASN, enzima
implicado en la sintesis de acidos grasos saturados de cadena larga, cuya
actividad y expresion se ve disminuida por la actividad de AMPK [153]. Asi como
disminucién de la expresion de ACACA, gen que codifica la Acetil-CoA
carboxilasa, enzima limitante en la sintesis de acidos grasos, cuya actividad se
ve disminuida por la fosforilacién de AMPK [154].

Respecto al metabolismo de lipidos también cabe destacar la disminucion de la
expresion del gen CPT2, que codifica la enzima carnitina palmitoyltransferasa
Il, que cataliza la transesterificacion de la acil-carnitina en la matriz mitocondrial
originando acil-CoA, (el cual es el substrato activado para la B— oxidacién en la
matriz) y carnitina.

Este resultado va en consonancia con el hecho de que transtornos de la
cadena respiratoria pueden causar una alteracibn secundaria de la B-
oxidacion, con el consiguiente acumulo de acilcarnitinas (substancia toxica para

la célula), produciendo una deficiencia secundaria de carnitina.
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Entre los genes diferencialmente expresados encontramos genes implicados
en el metabolismo de la arginina como, la sobreexpresion de ARG2, que
codifica la enzima arginasa-2 mitocondrial, enzima que forma parte del ciclo de
la urea, cuya principal funcion es la de producir ornitina a partir de arginina.
Otro gen implicado en el metabolismo de la arginina es el gen ASS1 cuya
expresion estaba disminuida, que codifica la enzima argininosuccinato
sintetasa que cataliza la reaccion limitante en la biosintesis de arginina [156].
Estos cambios de expresion indicaban un posible aumento del catabolismo de
la arginina junto con una posible disminucion de su sintesis, lo que implicaria
en caso de confirmarse estos cambios de expresion una disminucion de la
concentracion de arginina celular, hecho observado en pacientes con el
sindrome de MELAS [126].

Una concentracion de arginina por debajo de los niveles normales causada por
la sobrexpresion de ARG2 podria reconducir el 6xido nitrico hacia la formacion
de peroxinitrito, el cual, actuaria como segundo mensajero pudiendo provocar
apoptosis por induccion de la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
[113]. De hecho, se ha visto que el 6xido nitrico y su metabolito téxico el
peroxinitrito puede inhibir la cadena respiratoria mitocondrial, provocando una
insuficiencia energética [125]. La disminucion de arginina puede producir que no
haya suficiente 0xido nitrico circulante a la hora de inducir vasodilatacion, lo
que provoca que los pacientes con el sindrome MELAS presenten una
inhibicién o retraso en la vasodilatacion. Este defecto en la realizacion de la
vasodilatacién en un apropiado tiempo y espacio puede precipitar los episodios
de accidente cerebro-vascular, uno de los aspectos caracteristicos del
sindrome MELAS. Los resultados que obtuvieron Koga y colaboradores apoyan
esta hipotesis, encontraron disminucién de la concentracién de arginina en
plasma en pacientes MELAS durante y entre episodios de accidente cerebro-
vascular y observaron que la administracion intravenosa de L-arginina (0.5g/kg)
en la fase aguda mejoraba todos los sintomas del accidente cerebro-vascular
asi como la administracion oral (0.15-0.30g/kg/dia) disminuia tanto la

frecuencia como la severidad de los accidentes cerebro-vasculares [157].
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También se observo sobreexpresion de genes implicados en la proteccion de
las células frente a las especies reactivas de oxigeno, como GCLC, el primer
enzima limitante en la sintesis de glutation. Sin embargo muchos genes que
codifican enzimas que utilizan el glutation para detoxificar productos del estrés
oxidativo como, GSTM1, GSTM2, GSTM3 y GSTM4 estaban infraexpresados.
Cabe destacar que se encontrd sobreexpresado el gen AOX1, que codifica una
aldehido oxidasa cuya actividad produce H,O, pudiendo originar un potencial
dafo oxidativo y la disminucion de la expresion de HMOX1, gen que codifica la
enzima homoxigenasa 1, cuyo producto de su actividad catalitica genera
bilirrubina, substancia antioxidante, que protege frente al estrés oxidativo
mitocondrial [158].

Respecto a la expresion de genes implicados en el ciclo celular se observé la
disminucién de la expresion de genes esenciales para la transicion G1/S como
CCNE1 CCNALl y CDC25A lo cual sugiere una posible disminucién de la
proliferacion celular, si bien en este caso a diferencia de la mutacion
m.8344A>G no se observé una disminucion significativa de la proliferacion
celular.

Cabe destacar la diminucién de la expresion de genes implicados en el proceso
de UPR (unfolded protein response) como: HSPA5, gen que codifica la
chaperona HSP70, implicada en el plegamiento y ensamblaje de proteinas en
el RE. DDIT3, gen que codifica el factor de transcripcion CHOP, el cual es
activado por estrés en el RE. DNAJC3, gen que codifica la chaperona HSP40
implicada en el UPR y EIF2AK3, gen que codifica la proteina PERK, efector
critico de la UPR.

También se observo la sobreexpresion de los genes GADD45A y GADD45B,
genes cuya expresion es inducida en condiciones de estrés celular (como la
produccion de H,0,). Las proteinas codificadas por estos genes, responden al
estrés, mediante la activacion via INK/SAPK a través de MTK1/MEKK4 kinasa
[159], provocando apoptosis [160]. Ademas, los genes JNK1 (MAPKS8), MBIP y
JKAMP estaban sobreexpresados. MBIP codifica una proteina que inhibe la
actividad de MAP3K12 induciendo la activacion de la via JNK/SAPK. JKAMP
regula la duracion de la actividad JNK1 en respuesta a diversos estimulos de
estrés. Ademas HSPA5 que codifica HSP70 que es capaz de inhibir INK/SAPK

[161] estaba infraexpresado.
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Todos estos cambios podrian indicar que esta favorecida la apoptosis via
JNK/SAPK. Ademas se observd la sobreexpresion de MYC, que codifica el
factor de transcripcion c-Myc, el cual puede ser fosforilado por JINK1 (Ser-62 y
Ser-71) ante sefales estresantes, estimulando la actividad pro-apoptética de c-
Myc [162]. Finalmente como cambios de expresion que favorecerian un posible
proceso apoptético se encontrd la sobreexpresion de genes, como CASP4 y
CASP7. Pero si bien todos estos cambios de expresion apuntarian hacia la
activacion de la muerte celular programada, también se observd la
sobreexpresion de genes implicados en impedir la apoptosis como BCL2L2 y
BCL2AL. Del balance entre las sefiales pro y anti apoptéticas dependera de si
se da o no apoptosis.

Respecto a los genes que codifican subunidades del sistema OXPHOS, estaba
sobreexpresado el gen UQCRB subunidad del complejo Il y infraexpresados
los genes NDUFV3 y NDUFB6 subunidades ambas del complejo I.

Una vez valorados todos los resultados la mutacion m.3243A>G, en
condiciones oxidativas, produciria una significativa deplecién del contenido de
ATP lo que podria provocar la activacion de la via AMPK, activando autofagia.
La activaciéon de la autofagia tendria como objetivo proporcionar sustratos para
la generacion de energia. Pero la afectacion que provoca la mutacion
m.3243A>G en el sistema OXPHOS es tan grande que la autofagia no seria
capaz de compensar el gran déficit energético que presentan estos cibridos.
Pero esta mutacion, ademas de producir disminucién de la sintesis de ATP,
provoca la formacion de ROS como H,0;[163]. El estrés oxidativo observado en
cibridos con esta mutacién podria producir la sobreexpresion de genes como
GADD45A y GADDA45B, cuya expresion es inducida en condiciones de estrés
celular, provocando la activacion de la via pro-apoptética GADDA45-
MTK1/MEKK4-JNK/SAPK [159], [160]. Ademas estudios realizados por Zhang y
colaboradores indican que el H,O, induce apoptosis en cibridos con la
mutacion m.3243A>G [54]. Si a estos datos le afladimos la posible activacion de
c-Myc por JNK1 estimulando su actividad pro-apoptética, asi como la posible
formacion de peroxinitrito por disminucién de la concentracion de arginina
celular, la disminucién del potencial de membrana y la degradacién de
nucleodtidos de adenina, son datos todos ellos que indicarian una grave

afectacion celular que podrian inducir un proceso apoptético.
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En el caso de la mutacion m.14487T>C se observo que tanto en condiciones
glicoliticas como oxidativas pocos de los parametros estudiados de la funcién
mitocondrial estaban alterados. Unicamente la disminucion significativa del
potencial de membrana mitocondrial en ambas condiciones de cultivo asi como
la disminucion del contenido de ATP de un 28,66% observado en condiciones
glicoliticas, indicarian una posible afectacién del sistema OXPHOS.

Cabe destacar que en condiciones oxidativas no se observd disminucion del
contenido de ATP, una posible explicacion es que existan cambios adaptativos
gue provoquen que se favorezca la fosforilacion oxidativa a través del complejo
II del sistema OXPHOS. Una posible evidencia de este hecho es la
sobreexpresion de la succinato deshidrogenasa (componente del complejo II
del sistema OXPHOS) que junto con la disminucion significativa de la
concentracion de succinico (sustrato de la SDHC), indicaria que se esta
favoreciendo la utilizacion de equivalentes de reduccién a partir del complejo 1.
Ademas el gen GPD2 que codifica la enzima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
2 mitocondrial esta sobreexpresado, favoreciendo que los electrones
provenientes del NADH citosolico puedan incorporarse a la cadena de
transporte de electrones mitocondrial en forma de FADH,, favoreciendo la
fosforilacion oxidativa a través del complejo Il. Este hecho junto con la
sobreexpresion observada de la lactato deshidrogenasa indicarian que se esta
intentando eliminar el exceso de NADH dada la imposibilidad que tiene el
complejo | del sistema OXPHOS de oxidar el NADH, para evitar de esa manera
posibles alteraciones del balance re-dox. Estos cambios podrian explicar la
ausencia de déficit energético en condiciones oxidativas.

La similitud de comportamientos en ambas condiciones de cultivo queda
reflejada en la similitud de los perfiles de expresion obtenidos mediante el
estudio de microarray, aunque con alguna pequeiia diferencia. En condiciones
glicoliticas se encontraron 336 genes diferencialmente expresados y en
condiciones oxidativas 330 genes diferencialmente expresados. Entre los
genes gque se encontraron sobreexpresados esta GSTA4, gen que codifica la
enzima glutation S-transferasa 4 de clase alfa. Esta enzima esta localizada en
citoplasma asi como en el interior de la mitocondria [164], esta altamente
especializada en la detoxificacion del 4-Hydroxynonenal (4-HNE), producto de

la peroxidacion lipidica, mediante su conjugacién con glutation.
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La induccion de la expresion de las glutation S-transferasas parece ser una
respuesta adaptativa de las células para la proteccidén contra el estrés oxidativo
y contra la toxicidad de metabolitos enddégenos y exdgenos [165].

Experimentos que afiaden el 4-HNE al medio de cultivo, han evidenciado que a
altas concentraciones, el 4-HNE es capaz de inducir apoptosis via JNK.
Ademas estudios realizados transfectando GSTA4 a células en cultivo,
mostraron una disminucién significativa de los niveles de (4-HNE), sugiriendo
que GSTA4 era capaz de regular los niveles celulares de (4-HNE) y de
bloquear la activacion de JNK [166]. La sobreexpresion de GSTA4 que se
observé en presencia de la mutacion m.14487T>C, tanto en condiciones GL
como OX, podria proteger a la célula de posibles procesos apoptoticos.
Estudios previos realizados por nuestro grupo, con cibridos que presentaban
esta mutacion, mostraron un incremento en la produccion de H,O, asi como un
aumento de la peroxidacion lipidica y de la oxidacién del ADNmt. Estos datos
indicarian que la sobrexpresién de este gen podria ser clave para impedir
posibles procesos apoptoticos inducidos por 4-HNE, como consecuencia de la
peroxidacion lipidica que se ha observado en esta mutacion.

En condiciones glicoliticas también se observo la sobreexpresiéon de genes
implicados en la defensa antioxidante como GSTM1 implicado en la
detoxificacion de productos del estrés oxidativo mediante su conjugacion con
glutation asi como la sobreexpresion de GCLM, enzima clave en la sintesis de
glutation. Mientras que en condiciones oxidativas se evidencio la
sobreexpresion HMOX1 implicado también en la defensa contra el estrés
oxidativo. Estos resultados estan en concordancia con el aumento de la
produccion de ROS asi como del dafio oxidativo en lipidos y ADNmt observado
por Gonzalo y colaboradores en cibridos con esta mutacion [70].

Otro aspecto a tener en cuenta, es la posible alteracién en los niveles de calcio
intracelulares. El gen SLC8A1, considerado uno de los mas importantes
mecanismos celulares de eliminacion de calcio citoplasmatico, estaba
sobreexpresado en ambas condiciones de cultivo. Ademas en condiciones
oxidativas se observd la sobrexpresion ATP2B4 capaz de transportar iones
calcio contra grandes gradientes de concentracion jugando un papel critico en

la homeostasis del calcio intracelular.
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Por ello se podria suponer que esta mutacion podria producir un aumento en la
concentracion de calcio citoplasmatico, que provocaria la activacion de
CAMK4, gen gque esta sobreexpresado y que codifica la protein kinasa tipo 4
dependiente de calcio/calmodulina que se activa con la presencia de calcio
citoplasmatico regulando la actividad transcripcional celular. CAMK4 es uno de
los principales inductores de la expresidon génica en respuesta al calcio
citoplasmatico fosforilando y activando varios factores de transcripcién, entre
ellos CREB. En presencia de disfuncién mitocondrial se ha descrito que CREB
puede ser fosforilado por CAMK4 [167]. Ademas CREB, parece ser un factor de
transcripcion clave contra el estrés oxidativo ya que es un directo regulador de
la expresidon de genes antioxidantes [168], [169].

Una vez visto el papel clave del estrés oxidativo en la fisiopatologia de esta
mutacion, no es de extrafiar que se activen vias como la de CAMK4-CREB que
activa la expresion de genes antioxidantes como HMOX1 el cual se encontré
sobreexpresado.

Finalmente, en condiciones oxidativas, se observd la sobrexpresion de los
genes NDUFB6 y NUDFS2, que codifican subunidades del complejo | del
sistema OXPHOS, asi como los genes COX4l1 y ATP5B que codifican
subunidades de los complejos IV y V del sistema OXPHOS todas ellas
codificadas por el ADN nuclear.

Una vez valorados todos los resultados obtenidos en presencia de la mutacion
m.14487T>C, la produccion de ROS asi como el posible incremento de la
concentracion de calcio citoplasmatico, podrian constituir uno de los elementos
mas importantes a tener en cuenta en la fisiopatologia de esta mutacion. El
posible aumento del calcio citoplasmatico podria tener graves consecuencias
sobre la viabilidad celular, pero en estos resultados no se evidencid, solo se
observo la posible activacion de la via de sefializacion de CREB, lo que podria
producir la sobrexpresion de genes implicados en la defensa antioxidante.

En el caso de la mutacién m.8993T>G se observo que pocos de los parametros
estudiados de la funcion mitocondrial estaban alterados. Unicamente la
disminucién significativa del potencial de membrana mitocondrial en
condiciones oxidativas asi como el incremento de la concentracion de lactato
intracelular en condiciones glicoliticas, indicaban una posible afectacion del
sistema OXPHOS.
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Cabe destacar como los cibridos con la mutacion m.8993T>G no presentaban
una disminucién significativa del contenido de ATP ni en condiciones GL ni OX,
circunstancia también observada por D'Aurelio y colaboradores [170] indicando
que la afectacion celular provocada por esta mutacion no se debia a un defecto
energeético.

La similitud de comportamientos en ambas condiciones de cultivo también se
manifestaba en los perfiles de expresion, aunque con alguna pequefa
diferencia. En condiciones (glicoliticas se encontraron 325 genes
diferencialmente expresados y en condiciones oxidativas 369 genes
diferencialmente expresados.

Entre los genes que estaban diferencialmente expresados en ambas
condiciones de cultivo, se observo la sobreexpresion del gen CAl2, que
codifica una anhidrasa carbdénica encargada de catalizar la hidratacion
reversible del diéxido de carbono a bicarbonato, este ultimo se ha descrito que
estimula la actividad catalitica de la ATPasa [171].

Relacionado aunque indirectamente con el estrés oxidativo, en ambas
condiciones de cultivo se observd la sobreexpresion del gen NAPRT1, que
codifica la enzima nicotinato fosforibosiltransferasa, ATPasa que utiliza la
hidrolisis del ATP para catalizar la conversiéon de &cido nicotinico a &cido
nicotinico mononucleétido, esencial para que el acido nicotinico incremente los
niveles celulares de NAD vy prevenir el estrés oxidativo de las células. En
ambas condiciones de cultivo, se encontré sobreexpresado el gen ATM, que
codifica la kinasa ataxia-telangiectasa mutada, una serina/treonina proteina
kinasa que actia como sensor ante dafio en el ADN iniciando una respuesta
que da lugar a la parada del ciclo celular, reparacion del ADN o apoptosis.
Relacionado con este proceso también se observd sobreexpresion de
MRE11A, cuya proteina Mrell junto con Rad50 y NBS1 forman el complejo
(MRN) encargado de reconocer las roturas de doble cadena de ADN
provocando la activacion de ATM, aunque en este caso s6lo en condiciones
oxidativas.

Ademas en el gen BCL2L1 (BCL-XL), cuya proteina es un potente inhibidor de
la apoptosis mediante su unién al canal VDAC, previniendo la liberacion del
activador de caspasas y citocromo C, estaba disminuida su expresion en

ambas condiciones de cultivo.
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En condiciones glicoliticas, el gen APAF1 cuya proteina Apaf-1, media la
activacion autocatalitica de la pro-caspasa 9 dependiente de citocromo C,
permitiendo la activacion de la caspasa 3 originando apoptosis, estaba
sobreexpresado. En estas mismas condiciones, el gen GPX7 cuya proteina
tiene una fuerte capacidad de neutralizar el H,O, previniendo el dafio oxidativo
en ADN, asi como las roturas de doble cadena en ADN y apoptosis [172]
también se encontré sobreexpresado. Todos estos resultados indicarian que el
mecanismo fisiopatologico de esta mutacion podria estar relacionado con el
posible dafio oxidativo que se produce sobre el ADN. En estudios realizados en
fibroblastos con la mutacién m.8993T>G, se observd que esta mutacion causa
produccion de ROS [44].

Si se analizan de forma conjunta los resultados obtenidos para las cuatro
mutaciones del ADNmt estudiadas, el medio oxidativo evidencio el
comportamiento diferencial entre las mutaciones que afectan ARNt y las
mutaciones en subunidades del sistema OXPHOS. Este comportamiento
diferencial viene marcado por la gran disminucion del contenido de ATP asi
como el aumento de la concentracion del lactato intracelular que provocan las
mutaciones en ARNt y que muestran el gran defecto en el sistema OXPHOS
gue provocan estas mutaciones. Este hecho indica que las mutaciones
estudiadas que afectan a subunidades pueden provocar afectacion celular no
debiéndose a la disminucion del contenido de ATP, en estos casos la
produccion de radicales libres asi como el aumento del calcio citoplasmético
podrian ser algunos de los posibles responsables de la afectacion celular.

Este comportamiento diferencial entre mutaciones que afectan ARNt y las que
afectan a subunidades del sistema OXPHOS, pone de manifiesto la ausencia
de una respuesta transcripcional comun para las diferentes mutaciones del
ADNmt estudiadas. Autores como Cortopassi y colaboradores [114] sostienen
que las mutaciones en el ADNmt presentan una respuesta transcripcional
comun caracterizada por la sobreexpresion de genes implicados en la unfolded
protein response (UPR).
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Segun nuestros resultados solamente se observd sobreexpresion de genes
implicados en la (UPR) en el caso de la mutacion m.8344A>G. Curiosamente
en el caso de la otra mutacion que afecta a ARNt m.3243A>G, no s6lo no se
observd sobreexpresion de genes implicados (UPR), sino que ademas existia
disminucién de la expresion de muchos genes implicados en esta respuesta
celular. Otra respuesta transcripcional que segun autores como Crimi y
colaboradores [113] seria comuUn en las alteraciones del ADNmt seria la
sobreexpresion de genes implicados en el metabolismo de la arginina.
Nuestros resultados muestran sobreexpresion de genes implicados en el
metabolismo de la arginina sélo en el caso de la mutacibn m.3243A>G en
ambas condiciones de cultivo y en m.8344A>G en condiciones oxidativas.
Todos los resultados obtenidos en este estudio, no solo muestran una
respuesta transcripcional diferencial entre mutaciones que afectan a ARNt y
subunidades sino que ademas se observa una respuesta nuclear especifica
para cada una de las mutaciones del ADNmt estudiadas, poniendo de
manifiesto la complejidad de la fisiopatologia de las enfermedades
mitocondriales.

El objetivo de esta tesis era intentar esclarecer los mecanismos fisiopatolégicos
implicados en las mutaciones estudiadas, en algunos casos, como en las
mutaciones en ARNt se han propuesto posibles mecanismos que podrian
explicar la afectacion celular causada por estas mutaciones y en otros, como
en las mutaciones que afectan a subunidades se han identificado aspectos a
tener en cuenta en la fisiopatologia de estas mutaciones. La posible implicacion

de los mecanismos propuestos debe ser ratificada en estudios posteriores.
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1. El medio oxidativo (DMEM 0,259 glucosa/L-0,75 g galactosa/L suplementado
con 5 mM de piruvato, 50 pg/ml uridina, 2 mM glutamina y 5% SFB dializado)
ha permitido mantener la viabilidad de cibridos con mutaciones en el ADNmt
durante tres dias, incluso con mutaciones que afectan a ARNt, permitiendo

manifestar el defecto en el sistema OXPHOS causado por estas mutaciones.

2. La utilizacion del medio glicolitico no permite manifestar el defecto en el
sistema OXPHOS causado por mutaciones en el ADNmt, por lo que estas
condiciones de cultivo no son las condiciones idoneas para el estudio de
modelos celulares con mutaciones en el ADNmt en los que se quiera evidenciar

el defecto energético que producen estas mutaciones.

3. Los cibridos con mutaciones en ARNt (m.8344A>G y m.3243A>G)
presentan en condiciones oxidativas una disminucion significativa del contenido
de ATP, de nucledtidos de adenina y del potencial de membrana mitocondrial

asi como un incremento significativo en la concentracion de lactato intracelular.

4. Los cibridos con mutaciones que afectan a subunidades del sistema
OXPHOS (m.14487T>C y m.8993T>G) presentan en condiciones oxidativas
disminucién del potencial de membrana. Sin embargo, no presentan diferencias
respecto a sus controles en el contenido de ATP, en el contenido de

nucleétidos de adenina ni de lactato intracelular.

5. En ninguna de las lineas de cibridos estudiadas se observdé un aumento
coordinado de la expresibn de genes involucrados en la biogénesis
mitocondrial como mecanismo compensatorio, en ninguna de las condiciones

de cultivo utilizadas.

6. El incremento en los niveles de expresion de SDHC y GPD2 en condiciones
oxidativas, asociado a la disminucion intracelular de succinato, sugiere la
priorizacion de la fosforilacién oxidativa a partir del complejo Il en los cibridos
con la mutacion m.14487T>C en MTNDG.
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7. La disminucion significativa del contenido de ATP que presentan los cibridos
con mutaciones m.8344A>G y m.3243A>G en condiciones oxidativas, podria
promover la activacion de procesos autofagicos a través de la activacion de
AMPK.

8. Los resultados de expresion en condiciones oxidativas de los cibridos con
mutacion m.8344A>G sugieren que se produce un estrés en el RE provocando
la induccién de la apoptosis via ERN1-TRAF2-JNK.

9. Los resultados de expresion en condiciones oxidativas de los cibridos con
mutacion m.3243A>G apuntan a una induccidon de la apoptosis via GADD45-
MTK1/MEKK4- JNK/SAPK.

10. En los cibridos con mutacién m.14487T>C, la produccién de ROS asi como
el posible incremento de la concentracion de calcio citoplasmatico podrian

constituir elementos claves en la fisiopatologia de esta mutacion.

11. Los resultados de expresion en los cibridos con la mutacién m.8993T>G
sugieren un posible dafio en el ADN ya que se ha observado un incremento en
la expresion de genes relacionados con la via de reparacion de roturas de
doble cadena de ADN.

12. Los cibridos con mutaciones en tRNAs presentan perfiles de expresion
dependiendo de las condiciones de cultivo, mientras que los cibridos con
mutaciones en subunidades el efecto del medio de cultivo sobre la expresion es
mucho menor. Este hecho puede atribuirse que en las mutaciones en tRNAs
existe una disminucion significativa de la concentracion intracelular de ATP en
condiciones oxidativas hecho que no se observa en las mutaciones en

subunidades.

13. Las cuatro mutaciones estudiadas muestran una respuesta nuclear
especifica poniendo de manifiesto la complejidad de la fisiopatologia de las

enfermedades mitocondriales.
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