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RESUMEN

Las mitocondrias son organulos dindmicos que albergan rutas metabdlicas esenciales para la
vida. Entre ellas, la fosforilacion oxidativa (OXPHOS) que proporciona la mayor parte de la energia
uatil a las células del cuerpo. Los defectos en su funcionamiento generan las enfermedades de la
cadena respiratoria, dificiles de diagnosticar debido a la gran heterogeneidad clinica que presentan
los pacientes. La utilizacion de las técnicas modernas de secuenciacion masiva ha permitido
identificar variaciones genéticas en el genoma de muchos pacientes. Esto no siempre lleva a un
diagndstico molecular porque la interpretacion de las variaciones en el DNA puede resultar muy

compleja. En algunos casos afectan a proteinas cuya funcidén no se conoce o no se relaciona con la

ruta bioldgica afectada.

En este trabajo se han estudiado los defectos moleculares causados por mutaciones
encontradas en genes nucleares de pacientes diagnosticados con enfermedad mitocondrial, siendo
el objetivo principal la obtencién de un diagndstico genético-molecular de estos pacientes. Se han
analizado fibroblastos derivados de tres pacientes con mutaciones en los genes POLG, NDUFAF6 'y

ATAD3C respectivamente.

Se describe el caso de una paciente, diagnosticada con enfermedad mitocondrial, con dos
mutaciones en heterocigosis compuesta en POLG. El estudio clinico, junto con las diferencias in vitro
en la cinética de recuperacion del mtDNA de las células de control y de paciente, sugieren que los
sintomas de enfermedad mitocondrial fueron precipitados por una infeccién por Borrelia v,
posiblemente, empeoraron por el tratamiento farmacoldgico. Este estudio demuestra laimportancia
de diagndsticos genéticos tempranos de los pacientes y la necesidad de considerar los riesgos y
beneficios en la seleccién de tratamientos farmacoldgicos para pacientes con sospecha de

desordenes mitocondriales.

A continuacion, se describen tres hermanos diagnosticados con el Sindrome de Leigh con dos
mutaciones en heterocigosis compuesta en NDUFAF6, factor esencial para la maduracion y actividad
del complejo | de la cadena de transporte de electrones. Los ensayos funcionales de
complementacidn genética permitieron obtener la evidencia conclusiva de la patogenicidad en esta

familia.

Por ultimo, se describe el estudio del primer caso de mutaciones en el gen ATAD3C en un
paciente diagnosticado con enfermedad mitocondrial. La asociacién de su fenotipo con las
mutaciones es un reto, debido a que existe muy poca informacion sobre ATAD3C en la literatura,

podria ser un pseudogén y no hay casos previos descritos. En este trabajo, se ha confirmado que



ATAD3C genera una proteina mitocondrial que se localiza en la membrana mitocondrial interna, que
es capaz de oligomerizar de la misma manera que ATAD3A, y que puede interaccionar con el
complejo que forma ATAD3A regulando su funcién. Estos hallazgos proporcionan un posible

mecanismo por el que mutaciones en ATAD3C puedan llevar a patologia en humanos.
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Introduccion

1 INTRODUCCION

1.1 Las mitocondrias y su funcidn

Las mitocondrias, también conocidas como “las centrales energéticas de la célula”, son
organulos intracelulares cuya principal funcién es la produccion de la mayor parte del adenosin
trifosfato (ATP) que necesita la célula y que se utiliza como fuente de energia quimica (Montoya,
2010). Las mitocondrias se encuentran en practicamente todas las células eucariotas, siendo mas
abundantes en aquellas con mayor requerimiento energético (Cavalier-Smith, 1987). Tienen un
origen endosimbidtico y conservan muchos vestigios de sus antepasados bacterianos (Nunnari &

Suomalainen, 2012).

Mediante microscopia electronica se determind que la mitocondria presenta dos
membranas (Palade, 1953): la membrana mitocondrial externa (OMM), que la separa del citoplasma
y que es permeable a todas aquellas moléculas inferiores a 10 kDa; y la membrana mitocondrial
interna (IMM), que tiene un alto contenido en proteinas y constituye una barrera muy selectiva para
el paso de moléculas (Figura 1.1). Esto permite el mantenimiento del gradiente electroquimico de

protones, originado por la cadena de transporte de electrones, necesario para la sintesis de ATP.

Figura 1.1 Imagen de una mitocondria de fibroblastos humanos de un individuo control (3 afios) cultivado en el
laboratorio, obtenida mediante microscopia electrénica de transmisién.

La membrana mitocondrial externa puede asociarse fisicamente al reticulo endoplasmatico
(ER) a través de estrechos contactos llamados MAM (Membrana de ER Asociada a Mitocondria). La
distancia minima descrita entre ambos es de 10-25 nm, y se estima que sélo un 12 % de la superficie
de la membrana externa mitocondrial participa en estas asociaciones, que regulan los niveles de

calcio en la mitocondria y el transporte lipidico (Giorgi et al., 2009).
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La membrana mitocondrial interna posee numerosos pliegues o crestas donde se sitla el
sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS) (Apartado 1.4). Asimismo, la membrana interna define
dos espacios, el espacio intermembrana y la matriz mitocondrial (interior de la IMM). En la matriz
mitocondrial se localizan las moléculas de DNA mitocondrial (mtDNA), las proteinas necesarias para
su replicacién y transcripcion, los ribosomas necesarios en la traduccién de las proteinas codificadas
en el mtDNA, asi como enzimas implicados en otros procesos metabdlicos como el ciclo de Krebs o

la B-oxidacion de los dcidos grasos.

Las mitocondrias poseen un sistema genético propio (DNA mitocondrial, mtDNA),
descubierto en los afios 60 (Nass & Nass, 1963, Schatz et al., 1964, Sagan, 1967, Schwartz & Dayhoff,
1978), con toda la maquinaria necesaria para su expresion, es decir, para replicar, transcribir y
traducir la informaciéon genética que contiene en proteinas funcionales. Sin embargo, éstas no son
del todo autonomas, ya que dependen en gran medida del sistema genético nuclear (DNA nuclear,
nDNA), tanto para la formacién del orgdnulo como para su expresion. La mayoria de las proteinas
gue componen la mitocondria estdn codificadas en el ndcleo, se sintetizan en el citoplasma,
generalmente en forma de precursores, y finalmente se importan y procesan en el interior de la
mitocondria. Por el contrario, el genoma mitocondrial codifica solamente un pequefio nimero de
polipéptidos componentes del sistema OXPHOS y los RNA necesarios para la sintesis de éstos. Asi, la
biogénesis de las mitocondrias, y en concreto del sistema OXPHOS, representa un caso muy
particular en la célula, ya que su formacion depende de la contribucién de los sistemas genéticos,

nuclear y mitocondrial (Montoya, 2010).

Ademas, la mitocondria interviene en la biosintesis de otros componentes celulares como
pirimidinas, fosfolipidos, nucledtidos, acido félico, grupo hemo y urea (Attardi & Schatz, 1988).
También desempefia un papel central en varios procesos celulares, como la diferenciacién celular,
crecimiento celular (Saxton & Hollenbeck, 2012), la muerte celular programada (apoptosis), la
sefializacion intracelular mediada por calcio (Bianchi et al., 2005) y por especies reactivas de oxigeno

(ROS) (Turrens, 2003).

El sistema OXPHOS es el encargado de la produccion del ATP dentro de la mitocondria. Este
sistema estd localizado en la membrana mitocondrial interna y formado por los complejos
multiproteicos (complejo I, II, Il y IV), la ATP sintasa y los transportadores maéviles de electrones
(coenzima Qy citocromo c). En el metabolismo catabdlico de la célula se producen NADH y FADH,
gue son oxidados por la cadena de transporte de electrones mitocondrial. El NADH cede electrones
al complejo | mediante la reduccién de la ubiguinona (CoQ) a ubiquinol, mientras que el complejo Il

usa FAD como cofactor liberando electrones directamente a la CoQ para formar ubiquinol. El
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ubiquinol es reoxidado por el complejo Ill, el cual manda electrones al citocromo ¢, que los cede al

complejo IV que reduce el oxigeno molecular para obtener H,O como producto final.

Los complejos |, Il y IV usan la energia liberada por el flujo de electrones para translocar
protones (H*) desde la matriz mitocondrial al espacio intermembrana (IMS). De este modo, se genera
un gradiente electroquimico, el cual también se conoce como fuerza protén motriz, que se utiliza
para importar proteinas y Ca?* a la mitocondria, para generar calor y para sintetizar ATP dentro de |a
matriz mitocondrial, partiendo de ADP + Pi mediante la ATP sintetasa (complejo V) (D. C. Wallace et

al., 2010).

Las mitocondrias son altamente dindmicas. En la célula, forman una red tubular que varia
bastante en los diferentes organismos vy tejidos. A diferencia de otros organulos de la célula, las
mitocondrias no pueden ser generadas de novo, sino que proliferan por el crecimiento y la divisién
de los organulos preexistentes. En las mitocondrias son habituales las dindmicas de fusién vy fision,
mecanismos estrechamente controlados para procurar un equilibrio correcto y mantener la
morfologia mitocondrial o para adaptar estos organulos a las condiciones fisiolégicas cambiantes.

Estos procesos son dirigidos por GTPasas (H. Lee & Yoon, 2016; Sugiura et al., 2014).

1.2 El DNA mitocondrial

Las mitocondrias, aparte del nucleo, son los Unicos organulos en la célula animal que poseen
su propio material genético, el DNA mitocondrial. El mtDNA humano es una molécula circular de
doble cadena, cerrada y superenrollada de 16569 pares de bases (pb) (Anderson et al., 1981), que
se localiza en la matriz mitocondrial. Las moléculas de DNA mitocondrial estdn asociadas a proteinas
con las que forman unos complejos denominados nucleoides (Garrido et al., 2002; Legros et al.,
2004). Ademas, el mtDNA es un genoma multicopia, con un rango de 100 copias en el esperma a
mas de 100000 copias en los ovocitos maduros (Craven et al.,, 2017). Sin embargo, el mtDNA

constituye solamente entre un 0,3 y un 0,5 % del DNA celular total.

El DNA mitocondrial en humanos contiene informacién para solamente 37 genes: 2 de RNA
ribosdmico (rRNA 12S y 16S), 22 de RNA de transferencia (tRNA), y 13 genes que codifican para
proteinas del sistema OXPHOS (siete polipéptidos del Cl, uno del CllI, tres del CIV y dos del CV). Estos
genes se distribuyen heterogéneamente entre las dos cadenas del mtDNA, que por su diferente
contenido en bases guanina y timina pueden separarse utilizando gradientes alcalinos de CsCl
(cloruro de cesio) (Kasamatsu & Vinograd, 1974), dando lugar a la cadena pesada (heavy, H) y ligera
(light, L). La cadena pesada contiene informacion para los dos rRNAs, 14 tRNAs y 12 polipéptidos,

mientras que la cadena ligera sélo contiene 9 genes: 8 tRNAs y la subunidad ND6 del complejo |
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(Figura 1.2). El resto de proteinas requeridas para mantener y expresar el mtDNA son codificadas
por el genoma nuclear, son traducidas por ribosomas citoplasmaticos y transportadas a la
mitocondria a través de diversos sistemas de importe de proteinas (D. Wallace, 2005). EI DNA
mitocondrial contiene una region no codificante (non-coding region, NCR), pequefia zona de unas
1100 pb en la que se localiza el origen de replicacion de la hebra pesada (On), e incluye secuencias
importantes para la regulacién de su replicacién y transcripcion (Craven et al., 2017; Nicholls &

Minczuk, 2014).

Una de las caracteristicas mads llamativas del mtDNA es la organizacion extremadamente
compacta de los genes que codifica, en la cadena pesada los genes se disponen uno a continuacion

del otro sin, o con solo de 1 a 3, nucledtidos intermediarios.

@ Non-coding
- Complex |

@ complex
- Complex IV

( 7:1 Complex V

() RNas

(] wrNas

16,569 bp

Figura 1.2 Organizacién del genoma mitocondrial humano, figura modificada de (Nicholls & Minczuk, 2014). Los origenes
de replicacién de la cadena pesada y ligera, OH y OL, respectivamente, dividen el genoma en regiones designadas como
el “arco principal” (“major arc”) y el “arco menor” (“minor arc”). Muchas moléculas de mtDNA incorporan una tercera
hebra linear que cubre una gran porcién de la regién no codificante (NCR, en verde), formando una estructura de triple
cadena, conocido como bucle de desplazamiento (D-loop). En rojo, morado, azul y amarillo se observan los genes que
codifican para las 13 proteinas del sistema OXPHOS. En naranja, los genes de los dos rRNAs (12S y 16S). En azul celeste, se
pueden observar los genes de los 22 tRNAs mitocondriales.

El mtDNA presenta una tasa de mutacion espontdnea que es entre 10y 20 veces superior a
la del DNA nuclear. Este hecho se podria explicar por la elevada produccién de radicales de oxigeno
gue se originan constantemente en la mitocondria y que dafian a un DNA con informacién genética
muy compacta, que no estd protegido por histonas, y en el que los mecanismos de reparacién
parecen ser insuficientes (Montoya et al., 2009). La carga acumulativa de multiples mutaciones raras
adquiridas que afectan la mayoria del mtDNA podrian perjudicar la funcién mitocondrial (Smigrodzki

et al., 2004).

Ademas, se han descrito numerosos genes nucleares implicados en el mantenimiento del
mtDNA. Como el gen que codifica para la subunidad catalitica de la DNA polimerasay (POLG), enzima

encargada de replicar el DNA mitocondrial (Montoya et al., 2012).
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1.3 Los complejos de la cadena de transporte de electrones y su organizacion

El sistema de fosforilacion oxidativa esta situado en la membrana interna de la mitocondria
y consta de dos procesos. Uno de ellos es el transporte de electrones que llevan a cabo los complejos
multiproteicos que forman la cadena respiratoria. El otro proceso es la sintesis de ATP por

guimiésmosis, que estd acoplada al primero, y es realizado por la ATP sintasa.

1.3.1 Complejol

La NADH-ubiquinona oxidorreductasa o complejo | (Cl) es el primer complejo enzimatico y
el mayor punto de entrada de electrones a la cadena de transporte de electrones, que se encarga
de catalizar la oxidacién de NADH para reducir ubiquinona a ubiquinol. Por cada dos electrones
transferidos de NADH a ubiquinona, cuatro protones son expulsados de la matriz mitocondrial, de
este modo contribuyen a la generacidn de la fuerza protdon motriz a través de la membrana interna
necesaria para sintetizar ATP en la fosforilacion oxidativa (OXPHQOS) (Perales-Clemente et al., 2010,

Baradaran et al., 2013).

En mitocondrias de mamiferos, el complejo | mitocondrial tiene 44 subunidades (Rodenburg,
2016) y nueve grupos prostéticos, un flavin mononucledtido (FMN) y ocho grupos de hierro-azufre.
Siete subunidades integrales de membrana estan codificadas por el DNA mitocondrial y son
sintetizadas en los ribosomas mitocondriales (Christian & Spremulli, 2012). Las 37 subunidades
restantes estdn codificadas por el DNA nuclear, y son sintetizadas en ribosomas citoplasmaticos e

importadas al organulo (Wiedemann et al., 2004).

La masa molecular del complejo | es de 1 MDa. La NADH ubiquinona oxidorreductasa tiene
una estructura en forma de L con un brazo hidrofébico embebido en la membrana interna vy el otro
orientado hacia la matriz (Hofhaus et al., 1991; Vinothkumar et al., 2014). El ensamblaje del complejo
| ocurre de manera modular con la participacién de numerosos factores de ensamblaje. Brevemente
y siguiendo la Figura 1.3, el médulo Q se integra con el médulo ND1y ambos se asocian con el médulo
ND2. Los mddulos ND4 y ND5 se asocian e integran a continuacién con los médulos Q/ND1/ND2 para
formar el estado intermediario tardio. Después, el médulo N y NDUFAF2 se asocian con el estado
intermediario tardio para formar el complejo | totalmente ensamblado. El factor de ensamblaje
NDUFAF6 participa en las primeras etapas del ensamblaje del complejo |, regulando la biogénesis de
la subunidad mitocondrial ND1 (Andrews et al., 2013; Formosa et al., 2018; Guerrero-Castillo et al.,

2017; Signes & Fernandez-Vizarra, 2018).
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Figura 1.3 El ensamblaje del complejo | mitocondrial, figura de (Formosa et al., 2018). Las subunidades del complejo | se
ensamblan en mddulos antes de unirse para formar el complejo funcional en asociacién con los complejos Il y IV.

1.3.2 Complejo

El complejo Il, o succinato deshidrogenasa, es un enzima del ciclo de Krebs que cataliza la
oxidacién del succinato a fumarato. Este transfiere electrones desde FADH, a la ubiquinona. La
succinato deshidrogenasa se localiza en la membrana interna mitocondrial hacia el espacio
intermembrana y estd compuesta por cuatro subunidades: SDHA, SDHB (ambas forman el sitio
catalitico), SDHC y SDHD (permiten que se localice en la IMM) (Hagerhall, 1997). Este complejo no
bombea protones vy, es el Unico que no contiene ninguna subunidad codificada por el mtDNA (Signes

& Fernandez-Vizarra, 2018) (Figura 1.4).

IMS

IMM

Matriz

Figura 1.4 Estructura del complejo Il de la cadena de transporte de electrones, modificada de (Signes & Fernandez-Vizarra,
2018). El complejo Il estd formado por las subunidades SDHA, SDHB, SDHC y SDHD. IMS: espacio Intermembrana. IMM:
membrana mitocondrial interna.
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1.3.3 Complejollii

El complejo Ill, citocromo ¢ reductasa o ubiquinol-citocromo-c oxidorreductasa, transfiere
electrones desde la ubiquinona al citocromo c. Este proceso se lleva a cabo con el bombeo de cuatro
protones al espacio intermembrana. Estructuralmente el complejo lll es un dimero simétrico (Clll,),
cada mondmero estd compuesto por tres subunidades cataliticas MT-CYB (citocromo b), CYC1 y
UQCRFS1 (proteina Fe-S Rieske) y siete subunidades adicionales. Solamente la subunidad MT-CYB
esta codificada por el DNA mitocondrial (Iwata et al., 1998) (Figura 1.5).

Intermembrane space
Subunit 8

Cytochrome ¢,
°

ISP
e FeS

Transmembrane region
Subunit 10

Cytochrome b
@ Heme b,
ol

Matrix

Subunit 9

Figura 1.5 Estructura dimérica del complejo respiratorio mitocondrial 11l de corazén bovino de (Iwata, 1998). En la columna
de la izquierda se enumeran las subunidades que forman parte del Cll;.

1.3.4 Complejo IV

El complejo IV, o citocromo c oxidasa, es el Ultimo complejo de la cadena de transporte de
electrones mitocondrial y cataliza la oxidacién del citocromo c vy la reduccién de oxigeno a agua,
acoplado con la translocacién de cuatro protones. Este complejo esta formado por 14 subunidades,
tres de ellas forman el centro catalitico y estan codificadas por el mtDNA, MT-CO1, MT-CO2, MT-CO3
(Signes & Fernandez-Vizarra, 2018) (Figura 1.6).
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Figura 1.6 Estructura del citocromo ¢ oxidasa mitocondrial, modificada de (Timdn-Gémez et al., 2017). El CIV se encuentra
anclado a la membrana mitocondrial interna. Se indican las subunidades que lo componen.
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1.3.5 ComplejoV

El complejo V, o ATP sintasa, es un complejo enzimatico multimero, que utiliza el gradiente
electroquimico de protones generado por la cadena de transporte de electrones entre el espacio

intermembrana y la matriz, para la sintesis de ATP a partir de ADP y fosfato inorganico (Pi).

El complejo consiste en dos dominios funcionales (F1y Fo) que estdn conectados por un tallo.
El dominio Fo de la ATP sintasa, embebido en la membrana, actla como un poro de protones que los
transporta desde el espacio intermembrana a la matriz y dirige la energia liberada en la disipacion
del gradiente electroquimico al dominio F1 que es donde se forma el ATP. La energia se transfiere de

una parte a otra mediante un mecanismo de motor rotatorio (Stock et al., 1999).

Como se representa en la Figura 1.7, para formar este complejo se necesita el ensamblaje
de tres moddulos preformados: el dominio F; (formado por varias subunidades, entre ellas 3
subunidades a), el anillo cg (anillo compuesto por ocho copias de la subunidad ¢, y que forma parte
del dominio Fo) y el tallo periférico (formado por las subunidades OSCP, Fs, b, y d). Dos de las
subunidades que forman el dominio Fo estan codificadas por el mtDNA, MT-ATP6 y MIT-ATPS. El resto

de los componentes del complejo V estan codificados en el nDNA (Jonckheere et al., 2012).

F1 < B

Matrix
—— —
FO £ o
— -—
IMS

Jiuya He et al. PNAS 2018;115:12:2988-2993

Figura 1.7 Organizacién de las subunidades en la ATP sintasa monomérica en la mitocondria de mamiferos, modificada de
(He et al., 2018). IMS: espacio intermembrana.

1.4 Ensamblaje de los supercomplejos respiratorios

Los complejos de la cadena respiratoria se asocian entre ellos formando estructuras
superiores ordenadas, las cuales se han denominado supercomplejos. El respirasoma se define como
la asociacion de los complejos |, lll,y 1V, vy es la unidad funcional capaz de transferir electrones del

NADH al O,. Aparte del respirasoma, otros supercomplejos que se encuentran en células y tejidos
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humanos, cuando se solubilizan las membranas mitocondriales con detergentes suaves, son el | + 111,
y lll; + 1V. La asociacién de los complejos en supercomplejos hace que sea mas eficiente el transporte
de electrones. Originalmente esto se explicaba a través de la canalizacién de sustrato y mediante la
segregacion de la cadena respiratoria mitocondrial en dos grupos distintos de CoQ. Sin embargo,
estas hipdtesis se han cuestionado repetidamente. Otra ventaja funcional propuesta incluye la
reduccion de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), vy el uso de los supercomplejos
como plataformas para el ensamblaje y estabilizacion de los complejos de la cadena respiratoria |,
lll; y IV (Acin-Pérez et al., 2008; Fernandez-Vizarra et al., 2021; Fernandez-Vizarra & Zeviani, 2020;

Lapuente-Brun et al., 2013).

Como se ha mencionado previamente, los complejos de la cadena respiratoria, incluyendo
la ATP sintasa, se localizan alo largo de los pliegues o crestas presentes en la membrana mitocondrial
interna con un perfil de distribucion solapada. La morfologia de las crestas mitocondriales es
importante desde un punto de vista bioenergético, debido a que las crestas incrementan la superficie
de la IMM vy la cantidad de cadena de transporte de electrones mitocondrial, aumentando la
capacidad de produccién de ATP por la fosforilacién oxidativa (Enriquez, 2016), ademas se cree que
este aumento se da por la disminucidn de la distancia entre la translocacién de ADP/ATP y el sitio de
sintesis de ATP (Cogliati et al., 2016). La disposicién de la ATP sintasa en la zona en la que se curva la
cresta dentro de la matriz con los otros complejos localizados a lo largo de ambos lados de las crestas
parece fundamental para la creacién del gradiente de protones, el cual acumula protones en el lado

concavo de la cresta (Cogliati et al., 2016) (Figura 1.8).
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Figura 1.8 Representacion esquemadtica del sistema de fosforilacién oxidativa (OXPHOS) organizada en una cresta,
adaptada de (Cogliati et al., 2016). Los diferentes complejos estan ensamblados en diferentes supercomplejos con
posiciones muy dindmicas a lo largo de la membrana de la cresta. Los dimeros de la ATP sintasa estan organizados en la
zona en que se curva la cresta a continuacion del resto de complejos de la cadena y el citocromo ¢ que se mantienen
dentro de la cresta. En esta situacion, la cadena de transporte de electrones trabaja eficientemente y el gradiente de
protones se acumula en la curvatura de la cresta, donde la ATP sintasa lo puede usar.

1.5 Las enfermedades mitocondriales

El término enfermedad mitocondrial se refiere a un grupo clinicamente heterogéneo de
desérdenes mitocondriales. Debido a que las mitocondrias estan presentes en todas las células del
organismo a excepcion de los glébulos rojos, los sintomas clinicos resultantes pueden presentarse
en organos aislados o en multiples érganos (enfermedad multisistémica); muy a menudo ocurre en
organos con una gran demanda de energia, como son el cerebro, los musculos esqueléticos y el
corazon. Los sintomas clinicos pueden aparecer en la fase neonatal, en la infancia o en la edad adulta
(Craven et al., 2017). El diagndstico es complicado debido a que numerosos desdrdenes
mitocondriales carecen de correlacion entre genotipo-fenotipo (Alston et al.,, 2017). Ademas,
muchos fenotipos pueden ser causados por defectos que involucran numerosos genes, como ocurre
con el Sindrome de Leigh, que es un desorden neurodegenerativo progresivo que aparece en la
infanciay es el fenotipo clinico mas comun visto en enfermedades mitocondriales pediatricas, el cual

puede ser causado por mutaciones en al menos 80 genes diferentes (Craven et al., 2017).
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Los dos genomas (nDNA y mtDNA) pueden contribuir a la aparicién de la patologia de las
enfermedades mitocondriales. Se estima que aproximadamente 1136 proteinas son requeridas para
la funcién mitocondrial (Rath et al., 2021), la mayor parte de ellas estan codificadas por el DNA
nuclear (son traducidas en ribosomas citosodlicos y posteriormente importadas a la mitocondria), y
solamente 13 estan codificadas por el DNA mitocondrial. Aproximadamente 150 proteinas
mitocondriales estan directamente involucradas en la fosforilacién oxidativa y en la produccién de
ATP; otros componentes del mitoproteoma que afectan al sistema OXPHOS, incluyen proteinas
involucradas en el ensamblaje de complejos, el mantenimiento y la expresion del mtDNA, la sintesis

de proteinas en el organelo, y la dindmica mitocondrial (Craven et al., 2017) (Figura 1.9).

Las mutaciones en genes codificados en el DNA mitocondrial siguen una herencia
estrictamente materna, debido a que el mtDNA paterno se elimina activamente después de la
fertilizacion del ovocito mediante una endonucleasa mitocondrial (Sutovsky et al., 2002).
Frecuentemente, las mutaciones patogénicas en el DNA mitocondrial afectan a una porcion de
moléculas de mtDNA, una condicién llamada heteroplasmia (Alston et al., 2017). El nivel de
heteroplasmia puede variar en los tejidos afectados, e incluso, entre las células de un mismo tejido
(Naviaux, 2000) vy, en algunos casos, puede cambiar con el tiempo (Larsson & Clayton, 1995). Las
mutaciones mas severas, en general, se encuentran en estado heteropldsmico, ya que un estado
homoplasmico mutante podria ser letal (cuando todas las moléculas del mtDNA tienen el mismo
genotipo) (Leonard & Schapira, 2000). Igualmente, pueden aparecer patologias por una disminucion

considerable de los niveles del mtDNA (deplecién de mtDNA) (Morten et al., 2007).

Por otra parte, se ha descrito que mutaciones en genes nucleares pueden causar
enfermedad mitocondrial con patrones de herencia autosémicos dominantes, autosomicos
recesivos o ligados al cromosoma X. Las consecuencias patoldgicas de las mutaciones en el nDNA
que afectan la mitocondria son variadas e incluyen defectos en el mantenimiento del mtDNA, la
traduccion del mtDNA y en la homeostasis mitocondrial. Los defectos en el mantenimiento del
mtDNA pueden deberse a mutaciones en genes nucleares que codifican proteinas involucradas en
la replicacién del mtDNA o en genes que codifican proteinas que controlan la replicacién o la sintesis
de los dNTP. Como consecuencia, pueden desarrollarse anomalias del mtDNA, como una
disminucion en el nimero de copias del mtDNA (deplecién mitocondrial) o multiples deleciones del
mtDNA. Las mutaciones en genes nucleares que codifican para proteinas con un papel esencial en
procesos mitocondriales manifiestan una gran variedad de sindromes clinicos similares a los

desdérdenes mitocondriales relacionados con el mtDNA (Gorman et al., 2016).
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Figura 1.9 Rutas biolégicas de enfermedades de la cadena respiratoria, de (Calvo & Mootha, 2010). En la tabla se recoge
una lista de genes que codifican para 92 proteinas que se ha demostrado que son causa de alguna enfermedad en la
cadena respiratoria, se incluyen 79 genes codificados por el nicleo (entre ellos POLG y C8orf38 (NDUFAF6)) vy 13
codificados por el mtDNA. Son genes asociados con los complejos especificos (I-V) o la biogénesis de Fe/S. No se han
afiadido a la lista los 2 genes rRNA y los 22 tRNA que también estdn relacionados con enfermedades relacionadas con la
cadena respiratoria.

1.5.1 Diagndstico genético de enfermedad mitocondrial y pruebas de patogenicidad

Los trastornos de la fosforilacién oxidativa actualmente carecen de terapias curativas que
modifiquen la enfermedad. La falta de opciones terapéuticas para los pacientes se debe, en parte, a
la complejidad de estas enfermedades. No hay un gran entendimiento de los mecanismos
patogénicos de las enfermedades y, tampoco existen modelos de enfermedad adecuados. Por lo
tanto, una comprensiéon mucho mas profunda de los mecanismos fisiopatoldgicos es absolutamente

necesaria para desarrollar enfoques terapéuticos racionales (Pitceathly et al., 2021).

Diversas mutaciones en diferentes genes relacionados con el sistema de fosforilacion
oxidativa pueden causar el mismo fenotipo, sin embargo, la misma mutacién puede causar un rango
de fenotipos diferentes. A pesar de que mutaciones en genes relacionados con el sistema OXPHOS
basicamente comprometen su funcién, los mecanismos de enfermedad son mucho mas complejos,

haciendo confusa la relacion entre el genotipo y el fenotipo (Schon et al., 2020).
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Una biopsia de musculo esquelético puede ser extremadamente Util para realizar analisis
histoquimicos y bioquimicos. A partir de una biopsia de la piel, se pueden aislar los fibroblastos, que
en cultivo pueden recapitular la deficiencia identificada en la fosforilacién oxidativa en el musculo
esquelético, y pueden ser una fuente vital para asignar patogenicidad a nuevas mutaciones. En el
caso del diagndstico de enfermedad mitocondrial de aparicién en etapa adulta, el estudio mediante
la histoquimica de musculo esquelético y la valoracién de las actividades del complejo IV y la
succinato deshidrogenasa (complejo Il) son de gran utilidad. Dependiendo de los resultados de los
andlisis, se pueden realizar investigaciones genéticas mas profundas que involucren la secuenciacion
de genes especificos (Gorman et al., 2016). Una vez que se ha estudiado al paciente, se deberia testar

a los familiares de una manera menos invasiva, usando muestras de DNA bucales, de orina o sangre.

Por otro lado, los biomarcadores convencionales usados para apoyar el diagndstico de
enfermedad mitocondrial en la clinica son mayormente intermediarios metabdlicos, enzimas
especificos o productos del final del metabolismo anaerdbico de la glucosa, resultado de la
deficiencia de la fosforilacién oxidativa. Entre esos marcadores se encuentran, el lactato, piruvato,
la creatina quinasa, alanina, timidina y desoxiuridina, acilcarnitinas y acidos organicos (Gorman et al.,
2016). También se incluyen en la lista de marcadores, el factor de crecimiento de fibroblastos 21

(FGF-21) y el factor de diferenciacion de crecimiento 15 (GDF-15) (Montero et al., 2016).

Actualmente, el diagndstico genético de los desérdenes OXPHOS se realiza aplicando las
técnicas de secuenciacion de Ultima generacion (Next Generation Sequencing, NGS), que son
particularmente efectivas para condiciones heterogéneas porque permiten examinar
simultdneamente un gran nimero de genes. Debido al pequefio tamafio del genoma mitocondrial,
normalmente se secuencia en pacientes con un diagndstico clinico de enfermedad mitocondrial y asi
se excluyen defectos en el mtDNA antes de analizar los genes nucleares. Estas técnicas no sélo
identifican defectos en el mtDNA sino que también dan una medida aproximada de la heteroplasmia
(Craven et al., 2017). Sin embargo, a pesar de las ventajas de utilizar NGS, mediante analisis masivo
de exomas se ha visto que algunas variantes genéticas detectadas mediante NGS, que
supuestamente causan enfermedad, son demasiado comunes en la poblacidn para ser la causa de la

patologia (Lek et al., 2016).

Numerosas variantes causantes de enfermedad son muy raras o solamente estdn presentes
en un paciente o en una familia, por tanto, un analisis estadistico de frecuencia relativa carece de
suficiente poder para probar definitivamente una relacién causal. En estos casos, la interpretacién
depende de la evidencia de multiples fuentes como son el tipo de variante, la localizacion de la

variante en el gen, el estudio de la familia, el estudio funcional, y la prediccion informatica. Si a una
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variante que no causa enfermedad se le asigna como causante en un paciente, se impedira la
oportunidad futura de identificar la causa real de la enfermedad, y como resultado, el paciente
podria no recibir nunca un diagndstico correcto. Los diagndsticos falsos tienen un gran impacto en
los pacientes, en otros miembros de la familia, y en la planificacion familiar (Jian Wang & Shen, 2014).
Se han desarrollado diversas herramientas de prediccién de variantes funcionales para distinguir
variantes patogénicas de las variantes benignas, pero todavia estan lejos de ser perfectas (Jun Wang

et al., 2021).

Por lo tanto, ademas de la secuenciacion de Ultima generacidn, se requiere de una validacion
funcional significativa para confirmar la patogenicidad. La conexién entre el diagndstico y la
investigacion es fundamental para continuar expandiendo la lista de variantes patogénicas conocidas
y, simultdneamente, mejorar el conocimiento de la biologia mitocondrial (Thompson et al., 2020).
Por ejemplo, las pruebas funcionales que resultan concluyentes son las obtenidas de modelos
celulares que comparten el mismo ambiente y fondo genético que el modelo con la mutacién
patoldgica (Bayona-Bafaluy et al., 2020). Otras formas de evaluar una mutacion concreta en el DNA
nuclear en un fondo genético controlado son la sobrexpresiéon de un gen mutante en células
controles para generar el fenotipo patoldgico, o la sobreexpresion de un gen silvestre en células
mutantes para corregir el fenotipo patoldgico (complementacion genética). Estos experimentos son

las pruebas de referencia para confirmar patogenicidad (Thompson et al., 2020).

A pesar de esto, todavia existen pacientes, como los que tienen un inicio tardio de la
enfermedad, o condiciones autosdomicas dominantes, cuyo diagndstico es un reto. Y la variacion
clinica de las enfermedades mitocondriales, todavia lo hace mas dificil. Por tanto, un entendimiento
mas profundo de los mecanismos fisiopatoldgicos es absolutamente necesario con el fin de
desarrollar alcances terapéuticos racionales y, ademas, ser capaces de luchar contra este grupo de
desérdenes que, a pesar de ser individualmente raros, colectivamente afectan a uno de cada 5000
individuos de la poblaciéon (Schon et al.,, 2020). También, el intercambio de competencias y
conocimientos entre médicos, genetistas y bioquimicos es un prerrequisito para obtener un

diagndstico valido (Sperl et al., 2020).

1.6 Estudio de genes nucleares asociados a enfermedad mitocondrial

En esta tesis se han estudiado los defectos moleculares causados por mutaciones
encontradas en genes nucleares en pacientes diagnosticados con enfermedad mitocondrial, siendo
el objetivo principal la obtencion de un diagndstico genético-molecular para estos pacientes. Se han
estudiado fibroblastos derivados de tres pacientes con mutaciones en los genes POLG, NDUFAF6'y
ATAD3C respectivamente.
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1.6.1 Elgen POLGy su asociacion con enfermedad mitocondrial

Numerosas mutaciones en el gen POLG, que codifica para la subunidad catalitica de la DNA

polimerasa gamma mitocondrial, se han asociado con enfermedad mitocondrial.
1.6.1.1 Estructura y funcion de la DNA polimerasa y

La DNA polimerasa gamma (pol y) es la responsable de replicar el DNA mitocondrial en la
mitocondria, por tanto, es importante en el mantenimiento del mtDNA y para el suministro de
energia a la célula. La reduccion de sus actividades conduce a la deplecién del mtDNA y a la

deficiencia del metabolismo celular.

La pol y de mamiferos es un complejo heterotrimérico compuesto por una subunidad
catalitica de 140 kDa (codificada por POLG en el locus cromosomal 15g25), que posee actividad
polimerasa y actividad correctora de errores, y dos subunidades accesorias de 55 kDa que forman
un dimero (codificadas por POLG2 en el locus cromosomal 17g24.1), el cual incrementa la
procesividad de la enzima y la union al DNA (Y. S. Lee et al., 2009). La subunidad catalitica contiene
un dominio exonucleasa en el extremo N-terminal, con motivos esenciales para su actividad,
conectado por una region de enlace con un dominio polimerasa en el extremo C-terminal, que se
compone de tres subdominios, el pulgar, la palma vy los dedos (Kasiviswanathan et al., 2009) (Figura

1.10).

El gen POLG se transcribe en el nlcleo celular, se traduce en el citosol, y la enzima resultante
se transporta a través de las membranas mitocondriales externa e interna hasta la matriz donde,
junto con otras proteinas, forma parte de la maquinaria de replicacion del DNA mitocondrial (Saneto

& Naviaux, 2010).

@,
"y
B
Polymerase
domain
£
Exonuclease
domain
MLS o0 Space Pol

Figura 1.10 Estructura de la DNA polimerasa gamma (POLG), imagen de (Y. S. Lee et al., 2009). El dominio polimerasa muestra
una configuracion de “mano derecha” con los dominios del dedo pulgar (verde), la palma (rojo) y los dedos (azul) y el dominio
exonucleasa (gris). El dominio espaciador (naranja) presenta una Unica estructura que esta dividida en dos subdominios.
Ademas, los dominios se muestran en una forma lineal donde el dominio N-terminal contiene los residuos 1-170; el dominio
exonucleasa (exo), 171-440; el dominio espaciador (spacer), 476-785; y el dominio polimerasa (pol), 441-475y 786-123.
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1.6.1.2 Enfermedad causada por mutaciones en POLG

Las primeras mutaciones en POLG causantes de enfermedad se identificaron en 2001. El
primer caso fue una oftalmoplejia externa progresiva (PEO, OMIM 258450, 157640) (Van Goethem
et al., 2001). Desde entonces, se han identificado mas de 200 mutaciones en el gen POLG asociadas

a enfermedad mitocondrial (http://tools.niehs.nih.gov/polg/) (Figura 1.11). Entre estas

enfermedades mitocondriales se encuentran el espectro de miocerebrohepatopatia infantil (MCHS),
el sindrome de Alpers-Huttenlocher (OMIM 203700), la ataxia sensorial con miopatia epiléptica
mioclénica (MEMSA) y el espectro de neuropatia ataxica (ANS, OMIM 607459) (Cohen & Naviaux,
2010; Saneto & Naviaux, 2010; Stumpf et al., 2013).

Las mutaciones patogénicas pueden afectar la actividad de la polimerasa, la fidelidad de la
replicacién y la formacion del holoenzima (Y. S. Lee et al., 2009). Entre estas se incluyen mutaciones
gue causan enfermedad con una herencia autosémica dominante o recesiva que siguen la genética

Mendeliana clasica (Saneto & Naviaux, 2010).

Un ejemplo de mutacion autosémica dominante en POLG es la sustitucion Y955C en POLG,
que afecta al dominio polimerasa, es responsable del desarrollo de la oftalmoplejia externa
progresiva (PEQ). A pesar de darse en heterocigosis, esta sustitucién causa una presentacion clinica
severa. La enzima defectuosa que porta esta mutacion conserva menos del 1 % de la actividad de la

polimerasa, mostrando una disminucion severa en la procesividad (Stumpf et al., 2013).
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Figura 1.11 Mutaciones patogénicas en POLG (de http.//tools.niehs.nih.gov/polg/).

1.6.1.3 Diagnéstico y ecogenética de la enfermedad de POLG

La identificacién de las mutaciones en POLG que causan enfermedad es compleja porque el

locus del gen POLG es altamente polimdrfico. Los pacientes presentan un rango de solapamiento de

sintomas con multiples drganos involucrados, el fenotipo clinico habitualmente se expresa en los
sistemas nerviosos central y periférico, musculoesquelético y gastrointestinal (Saneto & Naviaux,
2010; Stumpf et al., 2013; Tang et al., 2011). Los sintomas tienen diferentes grados de severidad y
momento de aparicién, siendo la etapa mas frecuente la infancia o adolescencia. También, pueden
ser dependientes de la epigenética o de factores ambientales (Stumpf et al., 2013). Bajo ciertas
condiciones, un genotipo particular de POLG puede permanecer silenciado por largos periodos o

hasta de por vida. Sin embargo, si cambian las condiciones, el genotipo puede llevar a enfermedad

(Saneto & Naviaux, 2010; Stewart et al., 2011).

Por tanto, los factores ambientales, como infecciones o tratamientos farmacoldgicos,

pueden precipitar la aparicién de la enfermedad relacionada con mutaciones en POLG, situacion
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conocida con el término “ecogenética”. La enfermedad puede verse desencadenada por una
infeccion, como ejemplo, se ha descrito que la infecciéon por el Herpesvirus 6 desenmascaro el
fenotipo de una mutacién en POLG en dos nifios, contribuyendo potencialmente a un deterioro
clinico mas rapido (Al-Zubeidi et al., 2014). O también puede verse desencadenada por el uso de
farmacos, como las terapias antivirales basadas en los andlogos de los deoxinucleétidos que se
administran para inhibir la sintesis del DNA viral por su transcriptasa reversa (NRTIs), pero que, como
efecto secundario, inhiben a la pol y mitocondrial. Un tipo de NRTIs es la azidotimidina (AZT) que
induce la deplecién del mtDNA (Arnaudo et al., 1991; Lewis & Dalakas, 1995; Lim & Copeland, 2001).
La polimerasa y humana es mas susceptible que las DNA polimerasas nucleares por la inhibicion de

ciertos nucledsidos inhibidores de la transcriptasa reversa (NRTIs) (Y. S. Lee et al., 2009).

Por lo tanto, se necesita un diagndstico adecuado para identificar enfermedades
relacionadas con POLG, que evalle la edad de presentacién, la asociacién bioquimica, los analisis de
neuroimagen y se confirme su patogenicidad con estudios de complementacién genética (Stumpf et

al., 2013).

1.6.2 El gen NDUFAF6 y su asociacion con enfermedad mitocondrial
1.6.2.1 Funcion y localizacion de NDUFAF6

La proteina NDUFAF6 (codificada por NDUFAF6 o C8orf38) es un factor de ensamblaje
esencial para la maduracion y la actividad del complejo |. Participa en las primeras etapas del
ensamblaje, cuando se ensamblan el mddulo Q con el ND1 vy, se ha asociado con la biogénesis de la
subunidad codificada por el mtDNA, p.MT-ND1. La disminucién de su expresién mediante RNAI lleva
a reducir hasta un 80 % los niveles de actividad del complejo | (Pagliarini et al., 2008). La proteina
NDUFAF6 humana estd asociada a la membrana mitocondrial interna localizdndose en la cara de la

matriz de la mitocondria (McKenzie et al., 2011).
1.6.2.2 Mutaciones en NDUFAF6 y sindrome de Leigh

El complejo | tiene un papel importante en las reacciones redox. También es la mayor fuente
de especies reactivas de oxigeno en la célula (Brand et al., 2004). La deficiencia del complejo | es el
desorden mas frecuente en el sistema OXPHOS, causado por mutaciones en subunidades codificadas
por el DNA nuclear o mitocondrial (Nouws et al., 2011). Las patologias mas comunes asociadas a
mutaciones en genes del complejo | son la neuropatia dptica hereditaria Leber (OMIM 535000),
miopatia mitocondrial, encefalopatia, acidosis lactica y episodios como derrame cerebral (OMIM

540000) y el sindrome de Leigh (OMIM 256000; Loeffen et al., 2000) (Mitchell et al., 2006).
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Hasta la fecha se han descrito 25 pacientes (18 no relacionados) con mutaciones en el gen
NDUFAF6 (Johnstone et al., 2020). 14 pacientes (10 no relacionados) de ellos fueron diagnosticados
con el Sindrome de Leigh (Tabla 1.1). Por consiguiente, el gen NDUFAF6 se ha establecido como un

gen asociado al Sindrome de Leigh.

La primera mutacion encontrada en NDUFAF6 se detectd en dos hermanos (un nifio y una
nifia) nacidos de padres consanguineos y diagnosticados con el Sindrome de Leigh (McKenzie et al.,
2011; Pagliarini et al., 2008). Ambos pacientes portaban la mutacion c.296A>G (p. GIn99Arg) en
homocigosis. Con 7 y 10 meses de edad respectivamente, comenzaron a mostrar crisis localizadas
en la mano derecha, disminucion en los movimientos y fuerza, ataxia y un incremento de la rigidez.
La nifia fallecié con tres afios por un paro cardiorrespiratorio, mientras que el nifio cumplié los 22
meses de edad (Pagliarini et al., 2008). En mitocondrias aisladas de fibroblastos de la nifia, los niveles
de complejo | fueron practicamente indetectables y se mostrd una biogénesis defectuosa de la
subunidad p.MT-ND1 codificada por el mtDNA. La complementacién con la versidon silvestre de
NDUFAF6 recuperé los niveles del complejo |y los niveles de la subunidad p.MT-ND1, confirmando
que la mutacion en NDUFAF6 era la causa del defecto en el complejo | en la paciente (McKenzie et

al., 2011).

El sindrome de Leigh es una enfermedad neurodegenerativa devastadora. En muchos de los
casos, en los primeros dos afios de vida se presenta retardo psicomotor en combinacidn con signos
de disfuncién del bulbo raquideo o extrapiramidal y acidemia lactica, usualmente en un periodo de
aumento de estrés, como una infeccién. Otras manifestaciones incluyen sintomas neuroldgicos
(atrofia Optica, ataxia, disfagia, distonia, deficiencia respiratoria, apatia y polineuropatia) en
combinacién o no con caracteristicas dismarficas, anomalias endocrinas, hipertricosis, poca estatura,
anomalias cardiacas o problemas gastrointestinales, diabetes, vomitos, anemia o problemas renales.
Los pacientes fallecen normalmente en los primeros afios de vida, como consecuencia de un fallo
respiratorio causado por una disfuncién en el bulbo raquideo, que puede ir acompafiada de un
aumento de la debilidad muscular (Josef Finsterer, 2008). Hasta la actualidad, el sindrome de Leigh
se ha asociado con mutaciones en al menos 80 genes, tanto mitocondriales como nucleares,
demostrando su heterogeneidad genética (Craven et al., 2017). De momento, no se ha encontrado
ningln tratamiento disponible para este desorden devastador, aunque varios estudios han descrito
posibles tratamientos para algunos pacientes (Pfeffer et al.,, 2013). El diagndstico genético es
esencial para este desorden genéticamente heterogéneo, para conseguir un futuro tratamiento

personalizado basado en el gen afectado (Bianciardi et al., 2016).
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Tabla 1.1 Agrupamiento de los pacientes publicados hasta la fecha en funcién del tipo de mutacién que presentan en
NDUFAF6. AD: herencia autosémica dominante, AR: herencia autosémica recesiva; +/+: bialélico (homocigoto o
heterocigoto compuesto). SL: Sindrome de Leigh. MC: citopatologia mitocondrial. SF: Sindrome de Fanconi. Fb:

fibroblastos.

Pacientes no

Edad en la

. Mutaciones Herencia Deficiencia CI o Cita
relacionados publicacién/Diagndstico
P1: reduccion del 36 % P1 t 34 meses (McKenzie et al.,
1 €.296A>G (p.GIn99Arg) en musculo, 14 % en Fby 2011; Pagliarini
AR . P2 1,8 afios
. 20 % en higado , et al., 2008
(consanguinidad) | ¢ 596A5G (p.GIn99Arg) penhie )
P2: reduccion 14 % en Fb st
€.226T>C (p.Ser76Pro)
1 AR Reduccidn, < 30% en Fb Dias; SL
¢.805C>G (p.His269Asp)
¢.371T>C (p.lle124Thr)
1 AR Reduccidn, < 30% en Fb 2 meses; SL
c.206A>T (p.Asp69Val)
(Kohda et al.,
¢.805C>GC 2016)
1 (p-His269Asp) AR Reduccién, < 40% en Fb 6 afios; SL
¢.371T>C (p.lle124Thr)
¢.820A>G (p.Arg274Gly)
1 AR Reduccion, < 30% en Fb 17 meses; MC
¢.820A>G (p.Arg274Gly)
Al: reduccion, 42 % en
¢.532G>C (p.Alal78Pro) musculoy 38 % en Fb.
Entre 3 — 11 afios: (Bianciardi et al.,
3 C.420+784C>T (p.?; AR A2: niveles normales 2016; Catania et
retencién de intron 124 SL
. B: reduccidn, 25 % en Fb. al,, 2018)
nucledtidos)
C: niveles normales
c.337CT ) ) (F.Fangetal.,
1 AR No disponible 48 meses; SL
€.265G>A 2017)
P1y P2: Reduccién en
€.371T>C (p.lle124Thr) ] =
. ar musculo, no cuantificada e 6 11206 5L (Baide-Mairena
¢.554_558delTTCTT ntre 6—11anos;
- P3: reduccién en Fb, no etal, 2019)
(p.Tyr187AsnfsTer65) "
cuantificada
€.3717>C (p.lle124Thr) No hay reduccién: 126 % (Johnstone et
1 AR o Adulto; SL
c.420+2dup de actividad Cl en Fb al., 2020)
Reduccién de Cl en
€.298-768T>C ) 22-56 afios (t 5/10 (Hartmannova
7 AR pulmony Fb en dos .
€.298-768T>C pacientes); SF etal, 2016)

22

pacientes analizados
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1.6.3 Ellocus génico ATAD3 y la enfermedad mitocondrial

El gen ATAD3 (ATPase family AAA domain containing 3) estd altamente conservado en eucariotas
superiores. En la mayoria de los organismos se encuentra una Unica copia de este gen. Sin embargo,
en primates, la familia del gen ATAD3 incluye tres pardlogos: ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C, que han
evolucionado recientemente por duplicacion de un ancestro comun. En el genoma humano, los tres

genes estan situados en tdndem en el cromosoma 1p36.33 (Figura 1.12) (Harel et al., 2016).

1p36.33 —
), mm— ) [
ATAD3C ATAD3B ATAD3A

Figura 1.12 ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C estan codificados por diferentes genes localizados en regiones que no se solapan
en el cromosoma 1 (1p36.33). Figura modificada de (Harel et al., 2016).

Tanto ATAD3A como ATAD3B contienen 16 exones, mientras que, ATAD3C presenta 12 exones.
La falta de los primeros cuatro exones hace que ATAD3C carezca de los primeros 70 aminoacidos de
la forma ancestral ATAD3A, sin embargo, el resto de la secuencia tiene una homologia del 87 % con
la de ATAD3A. ATAD3B es un paralogo muy cercano de ATAD3A, la mayor diferencia con la secuencia
de ATAD3A es una extension en el extremo carboxilo de 62 aminodcidos, enriquecido en
aminoacidos hidrofébicos y residuos de cisteina; el resto de la secuencia de ATAD3B tiene una

homologia con ATAD3A del 93 % (H. Y. Fang et al., 2010; Li & Rousseau, 2012; Merle et al., 2012).

La ausencia de 4 exones en ATAD3C respecto a ATAD3A, y la baja expresion detectada del gen,
ha llevado a considerarlo un pseudogén (Harel et al., 2016, Yap et al., 2021). Sin embargo, la proteina
ATAD3C se ha detectado mediante protedmica dirigida en la linea celular HEK293T (Garin-Muga et
al., 2016), y mediante protedmica cuantitativa en tejido pulmonar y amigdala dentro de un estudio

masivo incluyendo 29 tejidos humanos (D. Wang et al., 2019).

Mediante técnicas de inmunofluorescencia y sub-fraccionamiento celular, en diferentes
tipos celulares, se ha descrito la localizacion de las proteinas ATAD3A y ATAD3B en la membrana
mitocondrial interna. En el caso de ATAD3A, la regidon amino terminal esta localizada en el espacio
intermembrana, mientras que la regién carboxilo terminal estd en la matriz. La gran homologia de
las secuencias primarias de ATAD3A y ATAD3B (93 %) sugiere que tengan la misma localizacién en la
membrana. Sin embargo, ATAD3B contiene una secuencia rica en cisteinas en el extremo carboxilo
terminal que podria conferirle diferentes propiedades bioquimicas (Merle et al., 2012). La
localizacion subcelular de la proteina ATAD3C no se ha estudiado hasta la fecha. A pesar de que se

caracteriza por carecer de los primeros aminodcidos del dominio amino terminal que contienen sus
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pardlogos, si que comparte con ellos un dominio transmembrana ademas del dominio AAA* ATPasa

(H.Y. Fang et al.,, 2010).

En cuanto a la funcion de ATAD3, se ha comprobado que es esencial para el desarrollo
embrionario en C. elegans, Drosophila y ratén, indicando que esta asociado a la proliferacion y
diferenciacién (Hoffmann et al., 2009). También se ha visto que ATAD3 estd implicado en muchas
funciones celulares, incluyendo la actividad mitocondrial (Gilquin, Taillebourg, et al., 2010), la
biosintesis lipidica, el crecimiento celular y, también se ha relacionado con céncer (Peralta et al.,
2018). Ademas, la sobreexpresién del ortdlogo en Drosophila de Atad3 (bor) resulta en un
incremento del nimero de mitocondrias elongadas, sugiriendo un papel en la fusidén y fision
mitocondrial (Harel et al.,, 2016). ATAD3 se acumula en los contactos reticulo endoplasmatico-
mitocondria de células esteroidogénicas, donde parece que ATAD3 regula el suministro y transporte

del colesterol a la mitocondria (Baudier, 2018; Issop et al., 2015).

En humanos, la funcion de ATAD3A se ha estudiado mas que en el resto de sus paralogos.
Hay evidencias de que ATAD3A juega un papel en el mantenimiento de las crestas mitocondriales y
en la replicacién y segregacién del mtDNA. Estudios in vitro relacionan ATAD3A con el
mantenimiento del DNA mitocondrial (Gerhold et al., 2015; Holt et al., 2007), la biosintesis y el
mantenimiento de los lipidos, la dindmica mitocondrial y la preservacién de los contactos reticulo
endoplasmatico con la mitocondria (Peralta et al., 2019). Distintas estrategias de purificaciéon de
nucleoides han encontrado ATAD3A, e incluso ATAD3B, entre las proteinas asociadas (Bogenhagen

et al., 2008; He et al., 2007).
1.6.3.1 Estructura de los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C

ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C se caracterizan por presentar un dominio AAA* ATPasa en su
extremo carboxilo (Gilquin, Taillebourg, et al., 2010) formado por varios motivos conservados que

se explicaran, en términos generales, a continuacién.
- El dominio AAA* ATPasa

En la célula se encuentran numerosas proteinas pertenecientes a la familia de las AAA*
ATPasas (ATPasas asociadas con diversas actividades celulares), que son proteinas capaces de unir e
hidrolizar nucledsidos trifosfato y, transformar la energfa obtenida en actividades bioldgicas. Estas
forman parte las ATPasas tipo Walker, definidas por sus motivos conservados Walker A (o bucle P) y

Walker B, los cuales median la unién de ATP y su hidrdlisis.
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Figura 1.13 Dominio AAA+ caracterizado por una topologia de a-B-a con un dominio carboxilo formado por una cubierta
de hélices a. Las hélices y las Idminas del dominio se muestran en cilindros azules y en flechas amarillas, respectivamente,
y el dominio de hélices de la cubierta se representa en cilindros verdes. Figura de (Miller & Enemark, 2016).

Los dominios AAA* ATPasa abarcan de 200 a 250 aminoacidos con una estructura secundaria
formada por hélices a y ldminas B. Su estructura central estd constituida por ldminas B en el orden
de B5-B1-B4-B3-PB2, rodeadas de hélices a a ambos lados. Muchas proteinas AAA* ATPasas tienen
varias hélices a en el extremo carboxilo del dominio, que forman una tapa o cubierta sobre el sitio
de unién de nucledtidos e intervienen en la mediacidon de interacciones de subunidades en
complejos de proteinas oligoméricas (Figura 1.13). La posicion y el plegamiento de esta cubierta de

hélices a es, a menudo, dependiente de nucledtido (Miller & Enemark, 2016).

El dominio AAA* contiene elementos clave en la secuencia primaria que establecen la familia

AAA* ATPasa (Figura 1.14).

- Motivos Walker A y Walker B: Se trata de dos secuencias (Walker et al., 1982), cuyos residuos son
fundamentales para la unién e hidrélisis del ATP. El motivo Walker A interacciona directamente con
el fosfato y de una molécula de ATP y, estd compuesto por los residuos GXXXXGK[T/S], donde X es
cualquier aminoacido y el residuo localizado en el extremo carboxilo del motivo es una treonina (T)
0 una serina (S). Ademas, la lisina (K) es un residuo esencial de la secuencia del Walker A; se ha
comprobado que mutaciones en esta posicidn eliminan la unién al nucleétido e inactivan la proteina
AAA+. Por su parte, el motivo Walker B forma contactos con nucledétidos, esta involucrado en la unién
de metales y en la catdlisis de ATP. Estd caracterizado por la secuencia hhhhD[D/E], donde h
representa cualquier residuo hidrofébico y los dos aminodcidos del extremo carboxilo son un
aspartato (D), que coordina al magnesio requerido para la hidrdlisis del ATP y, un glutamato (E), que
es la base catalitica que activa la molécula de agua para el ataque nucleofilico del fosfato y del ATP

durante su hidrdlisis (Hanson & Whiteheart, 2005).

- Segunda regién de homologia (SRH). Las proteinas AAA ATPasas son una subfamilia de la familia

AAA* ATPasas, caracterizadas por la presencia de un motivo muy conservado en el dominio ATPasa
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denominado como la segunda region de homologia (SRH). La SRH esta formada por el elemento
estructural sensor 1, que incluye una posicion conservada de un residuo polar, predominantemente
de asparagina o treonina. Debido a la conformacién del dominio, esta fisicamente localizado entre
los motivos Walker Ay Walker By, se ha descrito que trabaja junto con el Walker B para promover
el ataque nucleofilico en el fosfato y del ATP mediante una molécula de agua; también podria
coordinar los cambios conformacionales entre subunidades. La mayoria de las proteinas AAA*
conservan un residuo de arginina, denominado dedo de arginina, que se localiza orientado hacia el
bolsillo de unién a ATP del mondmero adyacente en un anillo hexamérico, ayudando a estabilizar el
ATP durante la hidrélisis. Se ha demostrado que las mutaciones en el residuo de arginina afectan la
hidrolisis de nucledtidos y/o la propagacidon de los cambios conformacionales dependientes de la
hidrdlisis en hexameros. Ademas, las proteinas de la subfamilia AAA también tienen conservados dos
residuos mas de arginina, una justo después del Walker B y otra en la SHR. En el extremo carboxilo
terminal, la mayor parte de las proteinas AAA* tienen un subdominio formado por hélices a
adicionales que funciona como una cubierta en el bolsillo de unién a ATP y que media la interaccion
entre los mondmeros de la proteina. En este subdominio, se localiza el sensor 2, normalmente se
trata de un residuo de arginina que interacciona directamente con el y-fosfato de ATP (Erzberger &
Berger, 2006; Hanson & Whiteheart, 2005; Miller & Enemark, 2016; Neuwald et al., 1999).

Curiosamente este aminoacido no se conserva en las subfamilia AAA (Teru Ogura et al., 2004).

- N-linker: En el extremo amino terminal del dominio AAA* se localiza la hélice a0, que presenta una
secuencia conservada llamada N-linker. Esta regién forma parte del bolsillo de unién de nucledétidos
y conecta el dominio AAA* ATPasa a otros dominios de una proteina. Se trata de un dominio flexible
y podria, por tanto, originar los cambios dependientes de nucleétido a otras partes de la proteina

AAA* (Hanson & Whiteheart, 2005; Miller & Enemark, 2016).
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Figura 1.14 Representacion de la estructura de cristal del dominio AAA* de NSF103 (Cddigo de acceso de Protein Data Bank
1D2N) (Figura de (Hanson & Whiteheart, 2005)). A. Las posiciones de los elementos estructurales se muestran utilizando
el sistema de (Erzberger & Berger, 2006), y se indica la posicion del bucle P. B. Se representan las posiciones aproximadas
de los elementos clave en la misma estructura que se muestra en el apartado A. Se sitla un andlogo de nucledtido (AMP-
PNP) coordinado por el Mg?*.

El dominio Walker A se localiza entre la [amina B1 vy la hélice a1, el dominio Walker B desde la B3 hasta el comienzo de la
hélice al. El dedo de arginina se puede encontrar desde el principio de la hélice a4 a la lamina 5. El sensor 1 se sitla en
el giro conectando la ldamina B4 y la hélice a4, y el sensor 2 en el dominio de hélices a, cerca del comienzo de la hélice a7.
Por ultimo, el N-linker se ubica en la hélice a0.

1.6.3.2 Oligomerizacién de proteinas con dominios AAA* ATPasa

Una caracteristica comun de todas las proteinas AAA* ATPasas descritas es que se ensamblan
en oligdmeros, generalmente en hexameros, descritos como su forma biolégicamente activa. Las
moléculas de ATP interaccionan con interdominios formados por dos mondmeros adyacentes
(Erzberger & Berger, 2006; T Ogura & Wilkinson, 2001). La unién de ATP es necesaria para que pueda
unirse la molécula sustrato de la AAA* ATPasa (Hanson & Whiteheart, 2005).

La configuracion hexamérica proporciona caracteristicas Unicas a las proteinas AAA*. Por
tanto, el posicionamiento de los sitios de unién a ATP en la interrelacion entre subunidades del
holoenzima permite uniones directas (por la segunda region de homologia) o indirectas (por el
sensor 2) entre los sitios de unién de nucledtidos de subunidades adyacentes. Ademads, todas las
proteinas AAA* hexaméricas tienen una cavidad central o poro que estd formado por residuos de
cada subunidad; siendo de gran interés porque los sustratos se translocan a través de él. El giro entre
laldmina B2y la hélice a2 proporciona la mayor parte de la superficie del poroy, los tres aminodcidos
conservados en este giro (aromatico-hidrofébico-glicina) tienen un papel en la funcién de numerosas
proteinas de esta familia. Especificamente, mutaciones en estos residuos afectan la unién de los
sustratos y el proceso, sin perturbar la oligomerizacién o, en muchos casos, la actividad ATPasa

(Hanson & Whiteheart, 2005) (Figura 1.15).
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La oligomerizacion de las ATPasas se ha estudiado mediante diferentes técnicas bioquimicas.
La proteasa Lon, la metaloproteasa Fts, la chaperona ClpA vy la activasa Rubisco se detectaron en
forma de dimero, tetramero y hexdmero (Lee et al., 2004; Bieniossek et al., 2006; Kress et al., 2007;
Serban et al.,, 2018). En el estudio de la chaperona ClpA observaron un equilibrio entre monémeros
y dimeros, sin embargo, en presencia de un nucledsido trifosfato, los dimeros formaron tetrdmeros
y éstos se asociaron con otros dimeros para formar un hexamero, se considerd por tanto que el
estado tetramérico era un intermediario transitorio en el camino a formar hexameros (Kress et al.,
2007). Para la activasa Rubisco se observé un equilibrio similar, propuesto como el ciclo de la ATPasa,
donde la asociacion de dimeros con tetrameros genera un hexamero que forma un anillo cerrado a
elevados niveles de ATP y magnesio. Tras la hidrdlisis y la liberacién del producto, el anillo se rompe

y se disocia en un dimero y un tetrdmero (Serban et al., 2018).

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figura 1.15 Estructura de un oligdmero de AAA* ATPasa, figura de (Hanson and Whiteheart, 2005). La figura muestra la
disposicion de las subunidades en hexameros que se forma por el dominio AAA* de NSF103 (cddigo de acceso de Protein
Data Bank 1D2N). Las posiciones de los mondmeros se resaltan alternativamente por gris claro y gris oscuro. Se representa
un analogo de nucledtido (AMP-PNP, en color rojo) que ocupa el sitio de unién en el punto de contacto entre las
subunidades vecinas. La segunda region de homologia se muestra en morado, el sensor 2 en verde y el poro en amarillo.

Algunos estudios indican que ATAD3A se asocia en oligdmeros (Gilquin, Taillebourg, et al.,
2010). Mediante experimentos de entrecruzamiento con DTSSP (3,3’-ditiobis(sulfosuccinimidilo
propionado) seguido de Western Blot se confirmé que ATAD3A se asocia en un hexamero (Baudier,
2018). Mediante co-inmunoprecipitacién en extractos celulares de células H1299 se estudié la
interaccién entre ATAD3A y ATAD3B vy, se propuso que ATAD3A también forma hetero oligdmeros
con ATAD3B. Los dominios de hélice superenrollada (CC) parecen ser claves en la oligomerizacion de

ATAD3A (Merle et al., 2012).
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1.6.3.3 Enfermedad causada por mutaciones en el locus que incluye los genes ATAD3A,
ATAD3B y ATAD3C

Hasta la fecha, se han descrito 59 pacientes (46 no relacionados) con mutaciones en el locus
ATAD3 asociadas a patologia mitocondrial (al Madhoun et al., 2019; Azova et al., 2021; Cooper et al.,
2017; Desai et al., 2017; Frazier et al., 2021; Gunning et al., 2020; Harel et al., 2016; Peeters-Scholte
et al., 2017; Peralta et al., 2019; Yap et al., 2021). El locus ATAD3 se ha considerado una de las cinco
causas mas comunes de enfermedad mitocondrial pediatrica relacionada con el DNA nuclear (Frazier

et al., 2021).

Al igual que el resto de las enfermedades mitocondriales, sus sintomas, la heterogeneidad y la
variabilidad de la edad de comienzo de la enfermedad hacen que sea dificil el diagndstico y desarrollo
de la terapia. Los fenotipos mas comunes en enfermedad causada por mutaciones en el locus ATAD3
incluyen hipoplasia cerebelar leve, retraso del desarrollo global, hipotonia, paraplegia espastica
hereditaria, neuropatia axonal, atrofia dptica o cardiomiopatia hipertrofica (Cooper et al., 2017;

Harel et al., 2016; Peralta et al., 2019).

Se han descrito mutaciones en ATAD3A en numerosos pacientes (al Madhoun et al., 2019;
Cooper et al., 2017; Harel et al., 2016; Peeters-Scholte et al., 2017; Peralta et al., 2019; Yap et al.,
2021). Ademas de casos de deleciones o duplicaciones en el locus ATAD3 (Azova et al., 2021; Desai
et al., 2017; Frazier et al., 2021; Gunning et al., 2020; Peeters-Scholte et al., 2017; Yap et al., 2021),
provocadas por la alta homologia existente entre los tres genes del locus ATAD3, que confiere
inestabilidad a la zona y facilita el fenémeno de recombinacién homodloga no alélica (NAHR),
desencadenando fenotipos muy graves en los pacientes. En todos los casos se ve afectado el gen
ATAD3A, aunque en algunos casos en combinacién con el gen ATAD3B o los genes ATAD3Cy ATAD3B.
Las duplicaciones que se han descrito dan lugar a un gen recombinante ATAD3A/ATAD3C, que genera

una proteina que altera la oligomerizacién de ATAD3A (Frazier et al., 2021; Gunning et al., 2020).

En la Tabla 1.2 se recogen los pacientes con mutaciones en el locus ATAD3 publicados hasta

la fecha, indicando el tipo de mutacidn que presentan.
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Tabla 1.2 Agrupamiento de los pacientes de cada estudio publicado hasta la fecha en funcién del tipo de mutacién que
presentan en el locus ATAD3. D: mutacion dominante; R: mutacion recesiva. +/-: heterocigoto.

Pacientes no
relacionados

21

1

(consanguineos)

30

Reagrupamientos/Mutaciones

Grandes
reagrupamientos
(delecidn)

Grandes
reagrupamientos

(duplicacidén)

Mutaciones
puntuales en
ATAD3A

Del (ATAD3B-ATAD3A); Del
(ATAD3B-ATAD3A) (~38 kb)

Del (ATAD3B-ATAD3A) (38 kb);
Del (ATAD3C-ATAD3A) (67 kb)

Del (ATAD3B-ATAD3A) / Del
(ATAD3C-ATAD3B-ATAD3A?)

L77V; Del (ATAD3B-ATAD3A)

Dup (ATAD3C/ATAD3A) (+/-)

Dup (ATAD3C/ATAD3A) (+/-)
(~47 kDa)

R528W (+/-)

G355D (+/-)

T5311; T5311

GIn212%; L77R

L406R; L406R

R327P; R327P

F50L; Del (Ex3-4 c.(282+1_283-
1)_(444+1_445-1))

R170W; Dup (Val381Glyfs*17)

G236V; Del (his472fs)

F50L; K568del

T84M; (c.206-12C>T)

D/R

Edadenla
publicacién

T (entreldia—7

meses)

1 (13 dias)

30 afios

T (2 afios)

T (entre muerte

fetal =2 meses)

5 afios

Entre 23 meses —9
afios

Entre 3,5 —35 afilos

Entre 24 — 26 afios

T (entre 3 - 6 dias)

T (entre 3 - 30 dias)

T (entre 6 - 7 meses)

T horas

Entre 17-19 afios
3 meses

15 afios

4.5 afios

Cita

(Desai et al., 2017)

(Peeters-Scholte et al.,
2017)

(Yap et al., 2021)

(Harel et al., 2016; Yap et
al., 2021)

(Desai et al., 2017)

(Yap et al., 2021)

(Gunning et al., 2020)

(Frazier et al., 2021)

(Azova et al., 2021)

(Harel et al., 2016)

(Cooper et al., 2017)

(Harel et al., 2016)

(Peeters-Scholte et al.,
2017)

(Peralta et al., 2018)

(Yap et al., 2021)

(al Madhoun et al., 2019)
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1.6.4 Terapia para enfermedades mitocondriales
Por el momento, no existen muchas opciones para tratar las enfermedades mitocondriales.

Se estan investigando agentes que incrementen la biogénesis mitocondrial, como una
estrategia terapéutica potencial en las enfermedades mitocondriales primarias, con la cual se podria
recuperar potencialmente la funcion mitocondrial en pacientes (Pitceathly et al., 2021). El contenido
mitocondrial de la célula corresponde con los requerimientos energéticos del tejido donde se
encuentra. La biogénesis mitocondrial se refiere al incremento de la masa mitocondrial, que es
activada por un gran nimero de estimulos fisioldgicos que incluyen el ayuno, la exposicién al frio y
el ejercicio, con el Ultimo objetivo de combinar el suministro y la demanda de energia (Filograna et

al., 2020).

Hasta ahora, los suplementos en la dieta les han proporcionado pequefios beneficios a los
pacientes a pesar de que son soélo terapias paliativas. Esto se debe a que incrementan el flujo de la
cadena respiratoria (CoQ10, riboflavina), son antioxidantes (CoQ10, acido alfa lipoico, vitamina Cy
E), actian como cofactores (riboflavina, tiamina), o funcionan como sustratos mitocondriales (L-
carnitina) (Hirano et al., 2018). La dieta cetogénica, caracterizada por un consumo de comida rica en
grasas y baja en carbohidratos, podria beneficiar a pacientes de enfermedades mitocondriales que
presentan desdérdenes neuroldgicos mejorando la funcion mitocondrial y estimulando la biogénesis
mitocondrial. Ademas, se ha visto que reduce la produccidon de especies reactivas de oxigeno y

aumenta la producciéon de ATP (al Madhoun et al., 2019; Emperador et al., 2019; Martin et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

El principal objetivo de esta tesis es la obtenciéon de un diagndstico genético-molecular de

pacientes con mutaciones en genes nucleares diagnosticados con enfermedad mitocondrial.

Los objetivos especificos (divididos en capitulos) son:
1. CAPITULO I: Estudio de fibroblastos de una paciente con mutaciones en el gen POLG.
1.1. Estudio del efecto de las mutaciones p.Asn864Sery p.Alal217Pro en el gen POLG en la funcion
mitocondrial.
1.2. Confirmacion de la patogenicidad de las mutaciones mediante complementacion funcional.
1.3.Estudio del efecto de farmacos (Ceftriaxona/Lidocaina y Azidotimidina) sobre la viabilidad y

proliferacién celular.

2. CAPITULO Il: Estudio de fibroblastos de un paciente con mutaciones en el gen NDUFAF6.
2.1.Estudio del efecto de las mutaciones p.lle124Thry p.Tyr187AsnfsTer65 en el gen NDUFAF6 en
la funcién mitocondrial.

2.2.Confirmacién de la patogenicidad de las mutaciones mediante complementaciéon funcional.

3. CAPITULO Ill: Estudio del gen ATAD3CYy su posible implicacién en la patologia de un paciente con
mutaciones en heterocigosis compuesta en ATAD3C.

3.1.Medida de la expresion de los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en lineas celulares y
comparacién con bases de datos que recogen la expresion génica medida mediante RNA-Seq
en lineas celulares y tejidos.

3.2.Estudio de la localizacion subcelular de la proteina ATAD3C.

3.3.Estudio de las interacciones entre las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C mediante
inmunoprecipitacién y espectrometria de masas.

3.4.Estudio de la formacion de oligémeros de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C mediante
SDS-PAGE y Blue Native-PAGE.

3.5.Estudio del efecto de las mutaciones p.Leu231Pro y c.152+1G>A en ATAD3C en la funcién

mitocondrial de fibroblastos derivados del paciente.
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3 CAPITULO | — Estudio de mutaciones
en el gen POLG

3.1 Caso clinico

La paciente es una nifia de 4 afios de padres rusos sanos no consanguineos que a los 19 meses
de edad presentd su primer evento de epilepsia. A pesar de que no fue tratada, se mostro
asintomdtica durante aflo y medio. Tras este tiempo, cuando tenia 3 afios, presentd episodios de
epilepsia (mas de 10 por dia) y comenzd con el tratamiento de valproato. Seguidamente, se identifico
una serologia positiva para Borrelia acompafada de fiebres altas y, en la examinacion fisica, se
encontré una picadura de insecto. La paciente se tratd con una inyeccion intramuscular de
ceftriaxona/lidocaina. Tras el tratamiento, sufrid episodios de crisis convulsivas, hipertonia y
mioclonias en las cuatro extremidades. Cuatro dias después, fue dada de alta manteniendo un
adecuado nivel de consciencia y motricidad normal. Después de la segunda inyeccion de
ceftriaxona/lidocaina, la paciente volvid a presentar una crisis generalizada que fue refractaria al
tratamiento asocidndose con deterioro del nivel de consciencia y deterioro a nivel motor. También
se detectd un valor alto de lactato (4,9 nmol/I: valores de referencia (RV), < 2,0 mmol/l). Los estudios
de neuroimagen revelaron un incremento del espacio subaracnoideo a nivel frontoparietal y una
atrofia en el hemisferio izquierdo, ademas, se observd un fondo de ojo palido. A continuacion, las
convulsiones que padecia se controlaron mediante el tratamiento con fenobarbital, carbamazepina
y leviracetam. Ocasionalmente, la paciente presentaba convulsiones focales motoras y clonia de
extremidad superior. Con 4 afios presentd encefalopatia y alteracién de la funcién motora,
incluyendo facies inexpresivas, hipomimia facial, hipotonia axial, hiporreflexia, incremento del tono
de las extremidades distales y tetraparesia derecha, como también pérdidas de deambulacién y
dificultades para coger objetos. Los biomarcadores mitocondriales como FGF21 en suero/plasma,
aminoacidos y lactato tuvieron valores normales. En el fluido cerebroespinal, el lactato fue normal,
pero los valores de proteina total fueron altos (190 mg/dL: RV, 15-50), y se observé una deficiencia
en el folato cerebral de 3 nmol/L (R.V, 35-124), apoyando el diagndstico de desorden mitocondrial

(Batllori et al., 2018).

3.2 Analisis genético

En primer lugar, se estudié el DNA mitocondrial en nuestro laboratorio, y no se encontraron

ni mutaciones puntuales patoldgicas ni deleciones en una biopsia de musculo de la paciente.
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Posteriormente, mediante analisis de secuenciacidon de nueva generacién en el Instituto de
Investigacion Sant Joan de Déu (Barcelona), se identificaron en el gen POLG (NM_002693.2) dos

cambios sin sentido involucrando residuos conservados evolutivamente en el dominio polimerasa.

El estudio familiar confirmé que las mutaciones estan en heterocigosis compuesta en el gen
POLG en la paciente. La mutacion c.2591A>G (p.Asn864Ser) es una mutacion patoldgica recesiva
previamente descrita en dos casos en heterocigosis (Van Goethem et al., 2003). El cambio ¢.3649G>C
(p.Ala1217Pro) (SNP, rs569063066) no se habia relacionado previamente con ninguna enfermedad
y su frecuencia de aparicion en la poblacion general, MAF (minor allele frequency), es de 2.476e-5
segln datos de gnomAD (Genome Aggregation Database, (Karczewski et al., 2020)) (fecha de acceso
15 Agosto 2021), que recopila 125748 exomas y 15708 genomas de individuos no relacionados (un
total de 141456 individuos), secuenciados como parte de varios estudios especificos de
enfermedades comunes en adulto y de estudios genéticos poblacionales, que se alinean contra el
genoma humano GRCh37. Diversos predictores de patogenicidad (PolyPhen-2, Pmut, Mutation

Taster) identificaron ambas mutaciones como probablemente patogénicas.

La presencia de las mutaciones en los fibroblastos de la paciente en heterocigosis compuesta
en POLG se confirmd mediante extraccion de DNA, amplificacion por PCR y secuenciacidon Sanger

(Figura 3.1).
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Figura 3.1 Mutaciones en el gen POLG. El electroferograma superior muestra la variacion c.2591 A>G en heterocigosis en
la paciente (P), y se compara con el electroferograma de un individuo control de 1 mes (C), en el que no se encuentra el
cambio de A>G. El electroferograma inferior muestra la variacion c.3649 G>C en heterocigosis en la paciente (P).

Para determinar la conservacion de los residuos alterados se estimaron los indices de
conservacion (Cls) de los aminodcidos mutados, asparagina 864 y alanina 1217. Para ello, un total de
210 secuencias de referencia de POLG de diferentes animales, obtenidas de GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (entrada el 23 de Julio de 2019), se alinearon con Clustal
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Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). La asparagina localizada en la posicion 864

estaba conservada un 100 % en las secuencias, y la alanina en la posicion 1217, en un 98,6 %.

3.3 Estudio del efecto funcional de las mutaciones en POLG

3.3.1 Medida de la expresidn de transcrito de POLG

Para estudiar el efecto de las mutaciones en POLG en los fibroblastos derivados de la
paciente, se cuantificod la expresidn de transcrito de POLG tanto en fibroblastos derivados de un
individuo control de 1 mes (C) como en fibroblastos derivados de la paciente (P) mediante PCR

cuantitativa (qPCR).

La expresién de POLG en los fibroblastos de la paciente disminuyd significativamente (65,37
% + 4,29) respecto a la expresion en los fibroblastos derivados del control (100 % + 17,96) (Figura
3.2), indicando que las mutaciones se asocian a una reduccion de los niveles de expresién de POLG

a nivel de transcrito en los fibroblastos de la paciente.
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Figura 3.2 Niveles de expresion relativa del transcrito total de POLG en fibroblastos derivados del control (C) y derivados
de la paciente (P). Los datos se presentan como la media + SD (desviacidn estandar) de la expresidn del transcrito de POLG
(n=3), POLG: C: 100 * 17,96; P: 65,37 + 4,29, y la significacién estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-
Whitney, *p < 0,05 respecto a C.

3.4 Medida de los niveles de DNA mitocondrial

Frecuentemente, las mutaciones recesivas en el dominio polimerasa de POLG conducen a la
pérdida de DNA mitocondrial (deplecién de mtDNA), que a su vez compromete la fosforilacién

oxidativa (Dimmock et al., 2010).

Para analizar el efecto de las mutaciones de POLG en la deplecién del mtDNA en los tejidos
de la paciente se cuantificaron los niveles del mtDNA respecto al nDNA en biopsia de musculo de la

paciente y se compararon con 2 individuos controles estudiados en nuestro laboratorio, de 1 afio
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(Cla) y de 13 dias (C13d) de edad, respectivamente. La cantidad de mtDNA detectada en la paciente

fue muy similar a la de los controles (Figura 3.3).
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Figura 3.3 Niveles de DNA mitocondrial respecto a DNA nuclear en muestra de musculo de un individuo control de 1 afio
(Cla), de 13 dias (C13d) y de la paciente (P). Los datos se representan como la media + SD (desviacion estandar) del
contenido de mtDNA (n=2), mtDNA (%): C1ly: 109 + 12,8; C13d: 90,77 + 7,55; P:109,25 + 19,7, y la significacion estadistica
se evaluo con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05 respecto Cla. No hubo diferencias significativas.

A continuacion, se cuantificaron los niveles de mtDNA en los fibroblastos P, tanto en medio
rico en glucosa como en medio en el que se reemplazd la glucosa por la galactosa. Se utilizaron
ambos medios puesto que cuando las células crecen en glucosa utilizan tanto la glicdlisis como la
fosforilacién oxidativa para producir ATP, mientras que las células que crecen en galactosa son casi

totalmente dependientes de OXPHQOS (Robinson, 1996).

Los fibroblastos de la paciente mostraron menor contenido de mtDNA que los fibroblastos
control (reduccidn significativa del 20 %). Cuando se crecieron en el medio que contiene galactosa,
la reduccién también fue significativa (26 %) (Figura 3.4). Sin embargo, los fibroblastos no son el
mejor tejido para determinar deplecidn, y en el caso de musculo, para que se considere que hay
deplecidn, esta tiene que ser de al menos el 70 %. Los valores de deplecién obtenidos no indican
claramente que las mutaciones en el dominio polimerasa de POLG lleven a la disminucion del
contenido de DNA mitocondrial respecto al nuclear. Aun asi, se estudid si la complementacién

funcional recuperaba los niveles de mtDNA en fibroblastos.
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Figura 3.4 Niveles de DNA mitocondrial respecto a DNA nuclear en fibroblastos derivados de control (C), de la paciente (P)
en crecimiento en medio rico en glucosa o en galactosa. Los datos se representan como la media + SD (desviacion estandar)
(n=4) del mtDNA normalizado por los valores de DNA nuclear relativos a los valores de las células control crecidas en glucosa
(Iinea de puntos, 100 %). mtDNA (%): C glucosa: 100 * 6,21; P glucosa: 79,86 * 8,51; C galactosa: 100 * 6,20; P galactosa:
73,46 +9,19. La significacidn estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando con
C en el mismo medio.

3.5.1. Medida de la actividad enzimatica del Complejo IV

Para valorar cuantitativamente el efecto de la deplecion del mtDNA detectada en
fibroblastos en la bioenergética mitocondrial, se midié la actividad enzimatica del Complejo IV

utilizando la actividad de la citrato sintasa para normalizar (Figura 3.5).

La actividad CIV/CS no se redujo en los fibroblastos derivados de la paciente ni en
condiciones de alta glucosa en el medio, ni cuando se reemplazé por galactosa. Sin embargo, la
actividad enzimatica del CIV disminuyd en la linea control que sobreexpresa POLG con una mutacién
en el dominio polimerasa (c.2864A>G, p.Y955C), POLG-Y955C (CPOLeY955C) - descrita como una

mutacion que causa deplecion severa del mtDNA (Atanassova et al., 2011).

Estos resultados indican que las mutaciones en POLG en la paciente no son lo

suficientemente severas como para reducir la actividad del complejo IV de los fibroblastos.
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Figura 3.5 Actividad del complejo IV normalizada por la actividad de la citrato sintasa (CS) de fibroblastos control (C),
fibroblastos derivados de la paciente (P), fibroblastos control sobreexpresando POLG mutante (CPOLG-Y955C) en crecimiento
en medio rico en glucosa o en galactosa. El diagrama de dispersién representa la media + SD (desviacidon estandar) de la
actividad CV/CS (n=3) en glucosa y seis (n=6) en galactosa, comparada con los valores de la media de los controles (linea
de puntos, 100 %). CIV/CS (%): C glucosa: 100 + 28,82, P glucosa: 113,7 + 25,51; CPOLG-Y955Cglycosa: 50,9 + 26,61; C galactosa:
128,20 £ 35,05; P galactosa: 134,48 + 43,52. La significacidon estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-
Whitney, *p < 0,05, comparando con C en el mismo medio.

3.6. Estudios de complementacion funcional

A continuacion se llevé a cabo un ensayo de complementacion genética (Rodenburg, 2018).
Para ello, el gen POLG se amplificd a partir de RNA de fibroblastos derivados de un control y se

expresé en los fibroblastos utilizando vectores lentivirales (Apartado 7.3.9). Se generaron asi las

lineas CPOLG—WT y PPOLGfWT.

3.6.1. Medida de la expresidon de transcrito de POLG en las lineas generadas

Para determinar si se habia logrado una sobreexpresidon robusta del transgén, se cuantificé

su expresion mediante PCR cuantitativa (qPCR).

Como se muestra en la Figura 3.6, la expresion de POLG aumentd significativamente después
de sobreexpresar POLG-WT en los fibroblastos control o de la paciente. La expresién de transcrito
de POLG en fibroblastos control transducidos con la variante mutante de POLG (CPPt6Y955C) también

aumento respecto fibroblastos derivados del control.
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Figura 3.6 Niveles de expresion relativa del transcrito total de POLG en fibroblastos control (C), fibroblastos derivados de
la paciente (P), sobreexpresando POLG-WT (CPOLG-WT y pPOLG-WT) y con [a mutacidn Y955C (CPOLG-Y955C) | os datos se presentan
como la media + SD (desviacién estandar) de la expresién relativa de POLG (n=3), POLG: C: 100 + 17,96; CPOLGWT: 862 74 +
36,99; CPOLGY9S5C: 753 64 + 142,58; P: 65,37 + 4,29; PPOLGWT: 1037,82 + 41,7. La significacion estadistica se evalud con el
test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, respecto C o P en cada caso.

3.6.2. Medida de expresién de POLG mediante Western Blot

A continuacién, los lisados de proteinas totales extraidos de los fibroblastos se analizaron

mediante Western Blot.

La concentracion de proteina total por calle (20 pg) no fue suficiente para detectar la
proteina POLG en los fibroblastos control (C) y de la paciente (P), sin embargo, la expresion de la
proteina POLG en las nuevas células generadas (CPOLGWT  PPOLGWT , CPOLGY9SSC) gumentd en
comparacion con las anteriores (Figura 3.7), utilizando SDHA como control. Los niveles de expresién

de p.MT-CO1 fueron similares en todos los fibroblastos.

La expresion de la proteina POLG fue menor en el caso de los fibroblastos CP¢Y955¢ que en
CPOLeWT “Ademds, en esta linea, la expresion de la subunidad mitocondrial del complejo IV (p.MT-
CO1) se redujo, indicando que esta mutacién es mas severa que las mutaciones en POLG de la

paciente.
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Figura 3.7 Imagen de la inmunodeteccidn de las proteinas POLG, p.MT-CO1y SDHA en fibroblastos control (C), fibroblastos
derivados de la paciente (P), sobreexpresando POLG-WT (CPOLG-WT y PPOLG-WT) y con [a mutacién Y955C (CPOLG-Y955C)  Se
cargaron 20 ug de proteina total por calle.
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3.6.3. Medida de los niveles de DNA mitocondrial

Con el objetivo de determinar si la complementacion génica permitia recuperar los niveles
de mtDNA normales en fibroblastos, se cuantificd la deplecion del DNA mitocondrial de las nuevas

células generadas y se compard con sus controles sin transducir.

Las células derivadas de la paciente sobreexpresando la variante silvestre de POLG
mostraron un aumento significativo de nimero de copias de mtDNA respecto los fibroblastos de la
paciente, tanto en medio con glucosa (79,86 % * 8,51 de mtDNA en la paciente frente a 100,88 % +
20,99 en PPOWT) como en condiciones de biogénesis mitocondrial (galactosa) (73,46 % + 9,19
mtDNA en la paciente frente a 96,08 % + 34,05 en PPO'WT) (Figura 3.8). Sin embargo, la
sobreexpresién de la variante silvestre en la linea control no llevd a un aumento significativo en
comparacion con el control sin transducir (linea de puntos, 100 %) ni en medio con glucosa (101,02
% + 13,91 de mtDNA) ni en galactosa (121,89 % * 54,98 de mtDNA). Este resultado indica que la
deplecion del DNA mitocondrial en la paciente es compensada por la sobreexpresiéon de la proteina

POLG silvestre.
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Figura 3.8 Niveles de DNA mitocondrial respecto a DNA nuclear en fibroblastos derivados de control sobreexpresando
POLG-WT (CPOLG-WT) POLG-Y955C (CPOLG-¥955C) de |a paciente (P), de la paciente sobreexpresando POLG-WT (PPOLGWT) en
crecimiento en medio rico en glucosa o en galactosa. Los datos se representan como la media + SD (desviacidon estandar)
del mtDNA normalizado por los valores de DNA nuclear relativos a los valores de las células control crecidas en glucosa
(linea de puntos, 100 %) (n=4). mtDNA/nDNA (%): C glucosa: 100 * 6,21 (linea roja de puntos); CPOLGWT glucosa: 101,02 +
13,91; CPOLG-Y955C glycosa: 45,67 + 5,83; P glucosa: 79,86 + 8,51; PPOLG-WT glycosa: 100,88 + 20,99; CPOLG-WT galactosa: 121,89
+ 54,98; P galactosa: 73,46 + 9,19; PPOLGWT gglactosa: 96,08 + 34,05. La significacion estadistica se evalud con el test no
paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando con C cultivadas en el mismo medio, o #p < 0,05, comparadas con P
cultivadas en el mismo medio.

Por otro lado, la sobreexpresion de la variante Y955C de POLG indujo deplecién severa del DNA
mitocondrial (45,67 % * 5,83 de mtDNA), que podria explicar la reduccién de la expresion de la
subunidad mitocondrial del CIV, p.MT-CO1 en el gel SDS-PAGE (Figura 3.7), y la disminucion

significativa de la actividad enzimatica del CIV analizada (Figura 3.5).
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3.6.4. Medida de la cinética de recuperacion del DNA mitocondrial tras una
deplecién severa en fibroblastos de la paciente

La cinética de recuperacién del DNA mitocondrial se analiz6 mediante el estudio de la ratio
de deplecién y recuperacion del mtDNA en los fibroblastos tras la exposicion a bromuro de etidio
(EtBr). Esta prueba se ha usado con éxito para determinar el efecto funcional en mutaciones en POLG

de fibroblastos humanos (Stewart et al., 2011).

Los resultados de este experimento mostraron que el EtBr induce la deplecion del mtDNA
de igual manera en los fibroblastos control, en los fibroblastos de la paciente y en los fibroblastos de
la paciente sobreexpresando la variante silvestre de POLG. Tras los 8 dias de exposicion, todas las
células presentaron una deplecién del DNA mitocondrial de aproximadamente el 90 % del contenido

de DNA mitocondrial (Figura 3.9).

Sin embargo, las células de la paciente mostraron una cinética de recuperacioén de los niveles
de DNA mitocondrial notablemente mas lenta, incluso 5 dias después de haber retirado el EtBr no
se detecté mtDNA. Las células de la paciente transducidas con la variante silvestre de POLG
mostraron el mismo perfil de recuperacion de DNA mitocondrial que el control. A los 10 dias de
recuperacion, las células de la paciente todavia no habian recuperado los niveles de mtDNA (11,52
% de mtDNA/nDNA), mientras que el control y la paciente transducidos con POLG-WT, presentaron

un contenido de DNA mitocondrial superior al inicial (~160 %).

Este andlisis sugiere que la capacidad de recuperacion adecuada del mtDNA en la paciente
estd comprometida por la combinacion de las mutaciones en POLG. Ademas, se muestra como la

presencia de un agente estresante puede desenmascarar el fenotipo deficiente de POLG.
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Figura 3.9 Cinéticas de deplecién y repoblacion del mtDNA en fibroblastos control (C), paciente (P) y paciente
sobreexpresando POLG-WT (PPOLE-WT), | as células se trataron durante 8 dias con 50 ng/ml de bromuro de etidio y se les
dejo recuperar posteriormente durante 12 dias. Los datos se representan como la media + SD (desviacién estdndar) del
mtDNA normalizado por los valores de DNA nuclear (n=3).
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3.7. Efecto del AZT sobre la viabilidad celular

La Azidotimidina (AZT) es un tipo de nucledsido inhibidor de la transcriptasa reversa (NRTIs)
gue se utiliza como tratamiento en terapias antivirales. Se determind su efecto en el crecimiento de
los fibroblastos de la paciente y del control durante 10 dias. Puesto que se ha visto que algunas
mutaciones en POLG aumentan la sensibilidad a este farmaco (Bailey et al., 2009; Yamanaka et al,,

2007).

Como se muestra en la Figura 3.10, la presencia de 10 uM de AZT no tuvo efecto significativo
en el crecimiento de las células control (C). Sin embargo, el crecimiento de los fibroblastos derivados
de la paciente (P) se redujo significativamente después de 6, 8 y 10 dias en presencia de la droga

(reduccion del 19 %, 36 % y 47 %, respectivamente).

Una segunda linea control derivada de fibroblastos de edad y pase similar al de los fibroblastos
derivados de la paciente (C3, fibroblastos derivados de un individuo control de 3 afios) tampoco
mostrd una reduccion del crecimiento cuando se expuso a 10 uM de AZT. El tiempo de duplicacién
de los fibroblastos derivados de los controles tampoco aumentd al exponer a las células a AZT. Por
el contrario, el tiempo de duplicacion en los fibroblastos de la paciente aumenté aproximadamente

un 11 % en presencia de AZT.

Este resultado muestra que las células de la paciente son susceptibles a la presencia de un
agente estresante de POLG y supone una nueva indicacion de que las mutaciones que contienen

afectan al funcionamiento de POLG.
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Figura 3.10 Efecto relativo de 10 uM de AZT en la proliferacion de fibroblastos derivados de control de 1 mes (C),
fibroblastos derivados de un control de 3 afios (C3) y fibroblastos derivados de la paciente (P) en cultivo (después de 6, 8
y 10 dias de exposicidn. Las condiciones del estudio fueron en medio DMEM sin glucosa de Gibco (ThermoFisher Scientific)
suplementado con 5 mM de galactosa, 1 mM de piruvato de sodio y 10 % de SFB, con 10 uM de AZT disuelto en carbometil
celulosa. Los datos se representan como la media + SD (desviacidn estandar) del porcentaje de células respecto la media
de valores de las células sin tratar (100 %, linea de puntos) (n=2 en las lineas celulares Cy P, y n=4 en la linea celular C3).
% células: C3 6d: 96,66 + 25,22; C3 8d: 95,82 + 6,94; C3 10d: 99,79 + 10,39; P 6d: 81,41 + 18,79; P 8d: 64,36 + 21,65; P 10d:
53,53+7,77,C6d: 81,43 +13,5; C3 8d: 79,9 +£9,84; C3 10d: 89,35 + 13,29. La significacion estadistica se evalud con el test
no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05 en la presencia de 10 uM de AZT comparado con las células sin tratar. Los datos
previos a 6 dias no se muestran, porque las células no presentaron diferencias.

3.8. Efectos de la lidocaina y la ceftriaxona en el consumo de oxigeno y la
proliferacion celular

Como se ha descrito anteriormente, la paciente sufrié un proceso infeccioso que fue tratado
con inyecciones intramusculares de ceftriaxona/lidocaina. La ceftriaxona es una cefalosporina de
tercera generacion que se utiliza en tratamientos de infecciones bacterianas, que fue administrada
por una inyeccién intramuscular acompafiada de la lidocaina, un anestésico local (Mohamed &
Kamal, 2018). A pesar de que la paciente se recuperd después del tratamiento, lo hizo con deterioro
motor y de consciencia. Este anestésico local se ha descrito anteriormente como un téxico
mitocondrial (Haschke Ph.D. & Fink M.D., 1975; Okamoto et al., 2016). Por tanto, el efecto de la

ceftriaxona/lidocaina se examind en los fibroblastos derivados del control y de la paciente.

El efecto del anestésico lidocaina se evalud en los fibroblastos en primer lugar. Para ello, se
midid el consumo de oxigeno a medida que se inyectaron dosis crecientes de lidocaina. La inhibicién

de la respiracidn por lidocaina fue dependiente de la dosis y afecté por igual a ambas lineas (50 % de
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inhibicién a ~4,5 mM, Figura 3.11 A.). Los valores fueron similares a los descritos previamente en

mitocondrias aisladas de cerdo (Haschke Ph.D. & Fink M.D., 1975).

En segundo lugar, se determind el efecto de la ceftriaxona en el consumo de oxigeno de los
fibroblastos derivados del control y de la paciente a medida que se inyectaron dosis crecientes de
ceftriaxona durante aproximadamente una hora. Como se muestra en la Figura 3.11 B, la adicion de
la ceftriaxona hasta una concentracion de 1500 pg/mlen la cdmara de polarografia (diez veces mayor
que la concentraciéon maxima en plasma 141 ug/ml (Mohamed & Kamal, 2018)) no inhibid la
respiracion celular de los fibroblastos. Este resultado sugiere excluir un efecto temprano del

antibidtico en la funcion mitocondrial.
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Figura 3.11 Ensayos de toxicidad de ceftriaxona y lidocaina. A. Consumo de oxigeno de los fibroblastos control (C) y de
paciente (P) en presencia de dosis crecientes de lidocaina (0,05 mM, 0,2 mM, 1 mM, 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mMy 10 mM
de lidocaina) (n=3). B. Consumo de oxigeno de los fibroblastos Cy de P en presencia de dosis crecientes de ceftriaxona (0,1
ug/ml, 10 pug/ml, 100 ug/ml, 150 pg/ml, 300 pug/ml, 1000 pg/mly 1500 pg/ml de ceftriaxona) (n=2).

Para analizar un impacto a largo plazo, se testé el efecto de la ceftriaxona en células en
crecimiento tras un periodo de 8 dias. El crecimiento de los fibroblastos P en presencia de 150 pg/ml
de ceftriaxona, tras 2, 6 u 8 dias de tratamiento, se vio reducido cuando se compard con las mismas
células sin tratar (linea de puntos, 100 %, Figura 3.12). Esta reduccion no fue estadisticamente
significativa, sin embargo, el nimero de células se redujo en un 18 % a dia 8 respecto a las células
sin tratar, mientras que en el caso de los fibroblastos C3 la reduccion fue del 6 % respecto las células

control sin tratar (linea de puntos, 100 %).

A concentracién mas elevada de ceftriaxona, 300 pg/ml, la proliferaciéon de las células de la
paciente se redujo en mayor medida indicando el efecto dependiente de la dosis (Figura 3.12). El
numero de células de P se redujo significativamente, comparado con células sin tratar en presencia
de 300 pg/ml de ceftriaxona (reduccién de 22 %, 31 %y 42 %, a los 2, 6 u 8 dias respectivamente),

mientras que las células control fueron Unicamente reducidas significativamente tras 8 dias (27 %).
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Los resultados indican que los fibroblastos derivados de la paciente presentan mayor

sensibilidad a la droga.
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Figura 3.12 Efecto relativo de ceftriaxona en fibroblastos control (C3) y derivados de la paciente (P) en cultivo celular
después de 2, 6, y 8 dias de exposicidn. Las condiciones de estudio fueron en medio DMEM sin glucosa de Gibco
(ThermoFisher Scientific) suplementado con 5 mM de galactosa, 1 mM de piruvato de sodio y 10 % de SFB, para facilitar la
deteccidn de los defectos en la fosforilacion oxidativa, con Ceftriaxona (CFT) a dos concentraciones diferentes (150 pg/ml
y 300 pg/ml). Los datos se representan como la media + SD (desviacion estandar) del porcentaje de células respecto la
media de valores de las células sin tratar (100 %, linea de puntos), (n=4). Células (%): C3 2d 150 pg/ml: 103,77 + 13,03; C3
6d 150 pug/ml: 95,26 + 15,7; C3 8d 150 pg/ml: 99,79 + 10,39; P 2d 150 pg/ml: 85,54 + 20,06; P 6d 150 pug/ml: 96,71 + 17,71;
P 8d 150 ug/ml: 82,22 + 19,68; C3 2d 300 ug/ml: 99,76 + 18,99; C3 6d 300 pg/ml: 92,88 + 17,75; C3 8d 300 pg/ml: 72,87
+17,26; P 2d 300 pg/ml: 78,54 + 18,02; P 6d 300 pg/ml: 69,32 + 9,99; P 8d 300 pg/ml: 57,81 + 14,52. La significacion
estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05 en presencia de ceftriaxona comparado con

células sin tratar.
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3.9. Discusidon

La paciente es una nifia de 3 afios portadora de dos mutaciones en heterocigosis compuesta en
el dominio polimerasa de la DNA polimerasa y mitocondrial, que ha experimentado episodios
severos de pérdida de consciencia y manifestaciones motoras durante el tratamiento de una
infeccion por Borrelia. Una de las mutaciones (c.2591 A>G; p.Asn864Ser) fue previamente descrita
en heterocigosis en dos hermanas de 15 afios con enfermedad mitocondrial (Van Goethem et al.,
2003). Como resultado, se la diagnosticé como portadora de una enfermedad mitocondrial

relacionada con POLG.

Resulta complicado probar la naturaleza patogénica de las nuevas mutaciones en POLG, debido
a que las manifestaciones de las enfermedades son a menudo dependientes de la epigenética y de
factores ambientales y, ademads, el locus de POLG es altamente polimodrfico (Saneto & Naviaux, 2010;
Stewart et al.,, 2011). Una caracteristica patogénica comln que se espera que compartan las
enfermedades relacionadas con POLG es que presenten depleciones en el mtDNA, posiblemente en
combinacién con dafios en el mtDNA incluyendo multiples deleciones y mutaciones puntuales.
Debido a que el nimero de copias en el mtDNA es muy variable entre los diferentes tejidos, la
deplecién del mtDNA puede ser engafiosa en el diagndstico de la enfermedad (Dimmock et al.,
2010), y ademads, no siempre esta presente, especialmente en las primeras etapas de la enfermedad
(Nguyen et al., 2006). A pesar de que en el momento en el que aparecieron los sintomas clinicos no
se detectd deplecién del mtDNA en el musculo de la paciente, continuamos con el estudio en
fibroblastos de la paciente. En ellos se observé una deplecion leve del mtDNA tanto en medio con
glucosa como en condiciones de biogénesis mitocondrial. Los niveles de deplecion se recuperaron

mediante complementacién genética.

A continuacién, se utilizdé un ensayo que ha resultado muy util en la identificacién de
mutaciones patoldgicas en POLG y que consiste en cuantificar la cinética de recuperacién del mtDNA
tras una deplecidon severa. Las células de la paciente mostraron una cinética de recuperacion
retardada en comparacion con la cinética de los fibroblastos control y los fibroblastos de la paciente
sobreexpresando POLG, que se recuperaron en poco tiempo. Esto fue debido a la combinacién de
las dos mutaciones recesivas en el dominio polimerasa de POLG en la paciente, indicando que son

patogénicas.

Existen varios ejemplos bien establecidos de drogas que inducen desdrdenes mitocondriales.
En un estudio previo, varios pacientes tratados con los nucledsidos inhibidores de la transcriptasa
reversa (NRTIs) desarrollaron una miopatia mitocondrial caracterizada por la aparicion de fibras rojo-

rasgadas y fibras musculares con actividad deficiente de citocromo c oxidasa (Lewis & Dalakas, 1995).
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A pesar de que los NRTIs, como el AZT, estan disefiados para inhibir la transcriptasa reversa del VIH,
su incorporacion inhibe la replicaciéon de la polimerasa mitocondrial y, induciendo toxicidad
mitocondrial como principal efecto adverso. En los ensayos in vitro realizados en este trabajo, la
concentracion 10 uM de AZT no provocé efectos significativos en la proliferacion de los fibroblastos
derivados de los controles (C3, C), coincidiendo con los resultados publicados previamente (H. Wang
et al., 1996). Sin embargo, las mutaciones en la paciente de POLG facilitaron la toxicidad inducida
por AZT e incrementaron en un 11 % el tiempo de duplicacidon de las células. En otras lineas celulares
con mutaciones en POLG se han descrito resultados semejantes de sensibilidad a AZT (Bailey et al.,
2009; Yamanaka et al., 2007). Esta sensibilidad sugiere de nuevo que las mutaciones de la paciente

son deletéreas.

Cuando existe una enfermedad intercurrente se puede dar una progresién mas rapida de los
sintomas clinicos que presentan pacientes con desérdenes mitocondriales (Saneto & Naviaux, 2010).
En nuestra paciente se detectd una carga elevada de IgM anti-Borrelia sugiriendo que la infeccién
por Borrelia sp. fue un evento importante en el desarrollo de la patologia mitocondrial. La bacteria
Borrelia sp. es dependiente de la ruta de salvamento de purinas de su hospedador (Jain et al., 2015).
Esto podria haber alterado la disponibilidad de bases puricas para la sintesis de DNA de la paciente.
La infeccién por Borrelia sp. se ha asociado frecuentemente con mioclono (Gibaud et al., 2019),
sintoma presente en las cuatro extremidades de nuestra paciente, ademads de en un episodio de
crisis focal secundariamente generalizada con hipertonia. En un caso previo, la infeccién por Borrelia
se asocié con el inicio de una neuropatia éptica hereditaria de Leber (LHON) (Macarez et al., 2006).
Cuando el paciente, un hombre eurasiatico de 17 afios, mostré los primeros sintomas de deficiencia,
su suero fue positivo para anticuerpos anti-Borrelia, motivo por el cual se le administré el antibidtico
ceftriaxona durante 4 semanas. Poco después, se le identificé una mutacién en el mtDNA (una
sustitucion de guanina a adenina en la posicién 11778), y fue diagnosticado con la enfermedad de
LHON. En un segundo caso, una mujer de 63 afios con anticuerpos anti Borrelia sp. en el suero
desarrollé el sindrome de cabeza caida (DHS), que fue atribuido a una mitocondriopatia multiérgano

subyacente (J Finsterer, 2004).

Durante su admisién al hospital, la paciente empeord repentinamente con la administracion de
la ceftriaxona/lidocaina. Los antibidticos cefalosporinas y el anestésico lidocaina se han asociado
previamente con toxicidad mitocondrial. La lidocaina inhibe la cadena de transporte de electrones,
aunque el mecanismo exacto de citotoxicidad no esta descrito (Haschke Ph.D. & Fink M.D., 1975;
Okamoto et al., 2016). La exposicion in vitro de los fibroblastos derivados de la paciente a la lidocaina

excluyd un impacto severo a esta droga en una dosis terapéutica. Por el contrario, en nuestros
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ensayos in vitro, los fibroblastos de la paciente expuestos durante un largo periodo de tiempo a
ceftriaxona fueron mas susceptibles que los fibroblastos control. Notablemente, el incremento de la
dosis de ceftriaxona incrementaba la toxicidad. El tratamiento con el antibidtico podria haber sido
un factor ambiental clave en el progreso de la enfermedad mitocondrial subyacente en la paciente.
Previamente, |a ceftriaxonay otras cefalosporinas se han asociado con efectos en el sistema nervioso
central, incluyendo principalmente encefalopatia, convulsidon y mioclono (Hagiya et al., 2017; Kim et

al., 2012; Lacroix et al., 2019; Triplett et al., 2019).

En resumen, se informa de un caso clinico de enfermedad mitocondrial relacionada con POLG
precipitada por factores ambientales, infecciosos y terapéuticos. Este caso recalca la importancia de
diagnodsticos genéticos tempranos de los pacientes y la necesidad de considerar los riesgos y
beneficios en la seleccién de tratamientos farmacoldgicos para pacientes con sospecha de

desordenes mitocondriales.
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3.10. Conclusiones

Las conclusiones que se han extraido de la realizacion de este estudio son:

1. Elalineamiento de 210 secuencias de referencia de POLG de diferentes animales indica que
la asparagina 864 tiene un indice de conservacion de 100 % vy la alanina 1217 tiene un indice

de conservacién de 98,6 %.

2. La paciente con mutaciones en heterocigosis compuesta p.Asn864Ser y p.Alal217Pro en el

gen POLG no presenta deplecion del mtDNA en musculo.

3. Los fibroblastos de la paciente mostraron una deplecién leve del mtDNA que se corrigié

mediante complementacion genética.

4. Enlas células de la paciente la cinética de recuperacion del mtDNA tras una deplecidn severa
estd alterada respecto a fibroblastos control, pero se recupera mediante complementacion

genética.

5. Los fibroblastos de la paciente presentan mayor susceptibilidad a la presencia de un

nucledsido inhibidor de la transcriptasa reversa, la azidotimidina (AZT) que los controles.

6. El tratamiento de las células de la paciente con el antibidtico ceftriaxona a altas

concentraciones afecta el crecimiento celular.
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4. CAPITULO Il — Estudio de
mutaciones en el gen NDUFAF6

4.1. Caso clinico

Los pacientes son tres hermanos concebidos de padres espafioles sanos sin consanguinidad,
gue a pesar de presentar los objetivos psicomotores tempranos dentro de la media y caminar sin
ayuda entre los 12 y 15 meses de edad, a partir de los 17 meses presentaron dificultades al caminar
y del habla (disartria severa). El deterioro neurolédgico fue insidioso, continué en una distonia

generalizada y marcha inestable entre los 3 y 6 afios.

En un principio, no se observaron caracteristicas sistémicas de desérdenes mitocondriales y
los marcadores bioquimicos fueron normales en sangre y fluido cerebroespinal. Las concentraciones
de aminoacidos del plasma, lactato y acidos grasos en orina fueron normales en los dos primeros
pacientes (P1 y P2) vy, sin embargo, no se midieron en el mas joven (P3). Los estudios de
neuroimagen, mediante espectroscopia de resonancia magnética (MRS), permitieron detectar
necrosis estriatal y picos de lactato en los pacientes, que previamente se habian asociado con

mutaciones en genes del complejo | de la cadena respiratoria (Lebre et al., 2011).

Los pacientes, de 11, 8 y 6 afios (P1, P2 y P3, respectivamente) en 2019, fueron diagnosticados
con el Sindrome de Leigh. Presentaban distonia oromandibular prominente que causé dificultades
al hablar, como tartamudeo, y disfagia. Los tres hermanos recibieron tratamiento con cofactores
mitocondriales, incluyendo la tiamina y biotina, como el trihexifenidilo y L-dopa para la distonia, pero

no presentaron mejora clinica.

4.2. Analisis genético

El paciente 1 (P1) se estudid en el Departamento de Neurologia pediatrica del Hospital Vall
d’Hebrén e Instituto de Investigacion (VHIR) de Barcelona. En el gen NDUFAF6 se identificaron dos
mutaciones mediante MiSeq sequencer (lllumina, San Diego, CA, USA). La primera mutacion fue una
delecién de 5 pb que lleva a un cambio en el marco de lectura (c.554_558delTTCTT;
p.Tyr187AsnfsTer65) y la segunda, un cambio sin sentido previamente descrito en dos pacientes no
relacionados (¢.371T>C; p.lle124Thr) (Kohda et al., 2016). Los programas UCSC Genome Browser y
Clustal Omega ayudaron a confirmar que ambas mutaciones se encontraban en una regién
altamente conservada. Ademas, la mutacion p.Tyr187AsnfsTer65 no se encontré en las bases de

datos HGMD, dbSNP, 1000 Genome project, ExXAC database o en la base de variantes genéticas
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espafola de CIBERER. La herramienta informatica de prediccion de mutaciones Mutation Taster

protein la clasificé como patoldgica. No se identificaron mutaciones en otros genes.

Las dos mutaciones en heterocigosis compuesta se confirmaron en los tres hermanos
mediante secuenciacidon Sanger. El padre era portador de la mutacién sin sentido y el cambio en el
marco de lectura procedia de la madre. Las mutaciones seguian una herencia autosémica recesiva

en la familia.

En nuestro laboratorio llevamos a cabo un estudio molecular a partir de fibroblastos
derivados del paciente P3. La presencia de las mutaciones en heterocigosis compuesta en NDUFAF6

se confirmd en los fibroblastos derivados del paciente mediante secuenciacién Sanger (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Mutaciones en el gen NDUFAF6 en el paciente P3. Los electroferogramas de la parte de la izquierda muestran
las dos secuencias obtenidas al amplificar la zona donde se localiza la variacion ¢.371T>C en el paciente P3; en el superior
se observa el cambio de nucleétido T>C y en el inferior se mantiene la Timina. Los electroferogramas de la derecha
muestran las dos secuencias obtenidas al amplificar la zona donde se localiza la variacién c.554_558delTTCTT en el paciente
P3; en la superior se observa la secuencia TTCTT y en la inferior la delecién de los 5 nucledtidos.

4.3. Estudio del efecto funcional de las mutaciones en NDUFAF6

4.3.1. Medida de los niveles de ATP mitocondrial

En este estudio, para comparar los resultados del paciente se utilizaron como controles,
fibroblastos derivados de un individuo control de 1 mes (C) y estos mismos inmortalizados en nuestro

laboratorio (Ci) (Apartado 7.1.13).

La reduccion de la produccién de ATP es una de las consecuencias fisiolégicas de la reduccion
de la funcién del complejo | (Distelmaier et al., 2009). Para comprobar el efecto de las mutaciones
en el gen NDUFAF6 en el funcionamiento del sistema de fosforilacién oxidativa en los fibroblastos

derivados del paciente P3, se midieron los niveles de ATP mitocondrial.
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La cantidad de ATP mitocondrial de P3 se redujo un 40 % respecto a los fibroblastos control
inmortalizados (Ci) (Figura 4.2). La diferencia entre el paciente y el control fue estadisticamente
significativa. Este resultado indica que la funcién bioenergética estd afectada en las células del

paciente.

150

ATP mitocondrial (%)

G P3

Figura 4.2 Niveles de ATP mitocondrial por nimero de células en fibroblastos inmortalizados control (C) y en fibroblastos
derivados del paciente 3 (P3). Los datos se representan como la media + SD de los niveles de ATP mitocondrial normalizados
por el numero de células viables respecto las células control, tomada como la maxima produccion de ATP mitocondrial por
célula viable (n=6). ATP mitocondrial (%): Ci: 100 + 15,95; P3: 59,58 + 12,4. La significacion estadistica se evaluod con el test
ANOVA t-test (unpaired), ***p<0,001, comparando con C;.

4.3.2. Medida de los niveles de expresiéon de NDUFAF6

A continuacion, para comprobar el efecto de las mutaciones en la expresion del gen se
cuantificé la expresion del transcrito de NDUFAF6 mediante PCR cuantitativa en los fibroblastos del

paciente P3.

Como se muestra en la Figura 4.3, los niveles de transcritos de NDUFAF6 en P3 se redujeron

significativamente, con un 61,73 % + 6,2 de expresién relativa a fibroblastos C; (100 % + 9,27).
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Figura 4.3 Niveles de expresion del transcrito de NDUFAF6 en fibroblastos Ciy P3. Los datos se presentan como la media +
SD (desviacidon estandar) de la expresion de NDUFAF6 (n=3). NDUFAF6: C;: 100 + 9,27; P3: 61,73 + 6,2. La significacidn
estadistica se evalud con el test ANOVA t-test (unpaired), *p < 0,05, comparando con Ci.
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Para determinar si las mutaciones en el gen NDUFAF6 afectaban la homeostasis de la
proteina se estudio la expresion de la proteina NDUFAF6. Los lisados de proteinas totales extraidas
de fibroblastos control inmortalizados C;, de fibroblastos control Cy de fibroblastos P3 se analizaron

mediante geles SDS-PAGE y posterior inmunodeteccién con anticuerpos especificos.

Como se muestra en la Figura 4.4, la proteina NDUFAF6 se detectd en los fibroblastos Ciy C, con
una intensidad de banda similar, sin embargo, fue indetectable en los fibroblastos P3. La intensidad
de la banda no se cuantificd debido a que visualmente podian comprobarse las diferencias de la
expresion de la proteina entre lineas celulares. Este resultado sugiere que las mutaciones del

paciente se asocian a una fuerte reduccion de la proteina NDUFAF6.

cC C  P3

— — Anti-NDUFAF6

- Anti-Actina

Figura 4.4 Imagen de la inmunodeteccién de la proteina NDUFAF6 en fibroblastos control inmortalizados (Ci), fibroblastos
control (C) y fibroblastos del paciente P3. Se cargaron 100 ug de proteina total por calle.

4.3.3. Medida de la actividad y cantidad de complejo | mediante Blue Native

La proteina NDUFAF6 estd involucrada en el ensamblaje del Complejo | (Pagliarini et al.,
2008), por tanto, para estudiar si las mutaciones en NDUFAF6 en el paciente afectan al ensamblaje

del complejo I, se realizaron andlisis en geles nativos Blue Native-PAGE.

En primer lugar, se midieron las actividades enzimaticas de los complejos | y Il en gel en
muestras de musculo extraido de un control (C) y de los pacientes P1y P2. Los resultados muestran
una disminucion de la actividad enzimatica del complejo | en relacién con el complejo Il (utilizado

como control de carga) en ambos pacientes (Figura 4.5).

C P1 P2

- .

Figura 4.5 Medida de la actividad enzimatica en gel del complejo | y Il en muestras de musculo de control (C) y de los
pacientes 1 (P1) y 2 (P2).
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Para determinar si la cantidad de complejo | maduro de los fibroblastos derivados del
paciente 3 se veia reducida, se analizaron los mitoplastos aislados de los fibroblastos mediante
electroforesis Blue Native-PAGE, seguidas de la inmunodeteccion con anticuerpos especificos para

los complejos respiratorios (Anexo Il, Tabla 10.1).

Como se muestra en la Figura 4.6, la cantidad de Complejo | maduro en los mitoplastos del
paciente P3 estaba drasticamente reducida en comparaciéon con el control. El complejo | se
inmunodetectd utilizando el anticuerpo frente a la proteina NDUFS3, localizada en el brazo periférico
del complejo | y que se ensambla en las primeras fases de formacién del complejo | (Formosa et al.,
2018). Esto indica que las primeras etapas del ensamblaje del complejo | se ven afectadas vy, por

consiguiente, el ensamblaje del complejo | maduro.

El resultado concuerda con la disminucién de la proteina NDUFAF6 observada en el paciente

P3 vy con el defecto detectado en la actividad enzimatica en gel del Cl en los tres hermanos.

Mitoplastos
C P3 CcC P3

Figura 4.6 Imagen de la inmunodeteccion del

Anti-NDUFS3 (C) . complejo | maduro en mitoplastos de
fibroblastos control (C) y paciente P3. Los

Clll, + CIV complejos nativos se separaron en Blue Native-

pr— Anti-UQCRC2 (CIIL) PAGE. Se inmunodetectaron los complejos I, Ill'y
-_— i
n 2 IV. El complejo Il se utilizd como control. Se

cargaron 8 pg de mitoplastos por calle.
M e Anti-p.MT-CO1 (CIV)
M S Anti-SDHA (ClI)

4.4, Estudios de complementacion funcional

Los resultados obtenidos indican que las mutaciones en NDUFAF6 en el paciente conducen a
una caida de la expresién a nivel de transcrito y proteina de NDUFAF6, relacionadas con la dificultad
de ensamblaje del complejo | y la reduccion de su actividad en gel. Para confirmar que estos
resultados se debian a las mutaciones en NDUFAF6, se realizaron ensayos de complementacién
genética en los fibroblastos P3 y Ci. Para ello, el gen NDUFAF6 se amplificd a partir de RNA de
fibroblastos derivados de un control y se introdujo en las lineas celulares mediante vectores

lentivirales. A partir de ahora las células se denominaran con el superindice NDUFAF6-WT (P3NDUFAFE-

WT NDUFAF6-WT
y G ).
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4.4.1. Medida de los niveles de expresion de NDUFAF6

Para determinar si se habia logrado la sobreexpresiéon del transgén, se cuantificaron los

niveles de transcrito mediante qPCR.

Los niveles de transcrito de NDUFAF6 aumentaron significativamente tanto en la linea
generada a partir del control (972,80 % + 74,47) como del paciente (963,8 % + 73,78) respecto a sus

controles (Figura 4.7).
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Figura 4.7 Niveles de expresién del transcrito de NDUFAF6 en fibroblastos C;, P3, C;NDUFAFE-WT y, p3NDUFAFE-WT | o5 datos se
presentan como la media + SD (desviacion estandar) de la expresion de NDUFAF6 (n=3). NDUFAF6: Ci: 100 £9,27; P3: 61,73
+ 6,2, CNDUFAFG-WT: 972 78 + 74,47, P3NDUFAFG-WT: 963 84 + 73,78 La significacion estadistica se evalud con el test ANOVA t-
test (unpaired), *p < 0,05, ***p < 0,001, comparando con Ci.

A continuacion, se estudiaron los niveles de expresidon de proteina NDUFAF6 en las nuevas

células generadas mediante SDS-PAGE e inmunodeteccion.

Se detectd una banda muy intensa que correspondia a la expresién de NDUFAF6 en las
nuevas células generadas (GNPUFAFEWT y p3NDUFARE-WT) (Fioyra 4.8), a pesar de que en estas calles se
cargd 6 veces menos cantidad de proteina que en las lineas control (C y Ci) y paciente P3. Estos
resultados indican que las lineas CNPUFAFEWT , p3NDUFARE-WT m jestran una clara sobreexpresion de la

proteina NDUFAF6.
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Figura 4.8 Imagen de la inmunodeteccién de la proteina NDUFAF6 en fibroblastos control inmortalizados (C), fibroblastos
control (C) y fibroblastos del paciente P3, y en fibroblastos sobreexpresando NDUFAF6-WT (CNDUFAF6-WT - p3NDUFAFE-WT) Se
cargaron 10 ug de proteina total en C, Cy P3, y 60 ug de proteina total en CNPUFAFE-WT yy p3NDUFAFG-WT,

4.4.2. Determinacion de la actividad y la cantidad de complejo | maduro mediante
Blue Native-PAGE

Para evaluar si la complementacion genética llevaba a la recuperacién de la actividad y la
cantidad de complejo | en los fibroblastos del paciente, se estudiaron las fracciones mitocondriales

aisladas de los fibroblastos mediante electroforesis nativas Blue Native-PAGE.

Como se muestra en la Figura 4.9, la actividad del complejo | se recuperd en las células del

paciente después de sobreexpresar la variante silvestre de NDUFAF6.

c € Ci P3 P3
NDUFAF6*T - - + - 4

IGA CI-| : ‘ F
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Figura 4.9 Medida de la actividad enzimatica del complejo | en gel en mitocondrias aisladas de fibroblastos derivados de
control (C, Ci), derivados de paciente 3 (P3), y de aquellos sobreexpresando NDUFAF6WT.

El complejo | ensamblado no se detectd en los mitoplastos aislados de P3 (cuarta calle del gel
Figura 4.10 y Figura 4.9), sin embargo, se detectd cuando se partié de fibroblastos P3 transducidos

con la variante silvestre de NDUFAF6 (P3NPUFAFEWT) 5 |3 misma altura que en fibroblastos Cy CNPUFAFe-

WT

Estos resultados indican que el aumento de la actividad del complejo | se debe al aumento del
complejo | maduro que se logra en los fibroblastos del paciente, tras sobreexpresar la variante

silvestre de NDUFAF6.
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Figura 4.10 Imagen de la inmunodeteccién de la cantidad de complejo | maduro. Se separaron los complejos nativos,
solubilizados a partir de mitoplastos de fibroblastos Ci, CiNPUFAFE-WT C p3 y P3NDUFAFG-WT ‘mediante Blue Native-PAGE.
También se inmunodetectaron los complejos Il y IV. El complejo Il se utilizé como control. Se cargaron 8 g de mitoplastos

por calle.
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4.5. Discusidon

Se han estudiado tres hermanos con distonia progresiva y necrosis estriatal en la infancia.
Mediante secuenciacion masiva se detectaron dos mutaciones en heterocigosis compuesta en el gen
NDUFAF6 en los tres hermanos. NDUFAF6 es un factor de ensamblaje esencial para la maduracion y
actividad del complejo | de la cadena de transporte de electrones. Una de las mutaciones detectadas
(c.371T>C; p.lle124Thr) se habia descrito previamente en dos pacientes no relacionados (Kohda et
al., 2016). Los hermanos fueron diagnosticados con el sindrome de Leigh, que es una condicién
neurodegenerativa progresiva en la infancia, nifiez o adolescencia, caracterizada por retraso
psicomotor o regresion, hipotonia, distonia, ataxia, espasticidad, convulsiones y disfuncion en el
bulbo raquideo. El Sindrome de Leigh puede ser causado por mutaciones en al menos 80 genes

diferentes (Craven et al., 2017).

La expresién del transcrito NDUFAF6 y de la proteina se vieron reducidas significativamente en
fibroblastos del paciente. Ademas, los niveles de ATP mitocondrial se redujeron en los fibroblastos
del paciente respecto a los fibroblastos control, resultado que podria deberse al déficit de complejo

| (Distelmaier et al., 2009).

El ensamblaje defectivo del complejo | maduro es una caracteristica comun entre la mayoria
de los pacientes descritos con mutaciones en NDUFAF6 (Tabla 1.1). Solamente 3 de los 25 pacientes
descritos con mutaciones en NDUFAF6 presentaron valores normales de ensamblaje del complejo |,
en el resto se redujo considerablemente en fibroblastos o en muestras de musculo. La reduccién
podria deberse a que la disminucion de la expresién de la proteina NDUFAF6 como consecuencia de
las mutaciones que portan los pacientes, impide el ensamblaje correcto del complejo | (Pagliarini et
al., 2008). No se detectdé el complejo | ensamblado en nuestro paciente cuando se inmunodetecté
con el anticuerpo frente a la proteina NDUFS3, que participa en las primeras fases de formacién del
complejo |, indicando que las mutaciones en NDUFAF6 impiden el ensamblaje del complejo | desde
las primeras etapas, tal y como se describio en un caso previo (Bianciardi et al., 2016), y como ocurre
tras la supresion de la expresion de NDUFAF6 mediante de RNA de interferencia en fibroblastos

humanos (Pagliarini et al., 2008).

Los analisis de complementacion (Rodenburg, 2018) con el gen silvestre NDUFAF6
permitieron recuperar los niveles de transcrito y de proteina, y los niveles de la actividad y cantidad
de complejo | maduro aumentaron notablemente. La recuperacién de la actividad del complejo |
dada por la sobreexpresion de NDUFAF6 silvestre también se observé en los fibroblastos derivados
del paciente estudiado por Pagliarini et al. (Pagliarini et al., 2008); y en uno de los hermanos

estudiados por Bianciardi et al., y McKenzie et al. (Bianciardi et al., 2016; McKenzie et al., 2011). En
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nuestro estudio, ademas de identificar las variantes en el gen NDUFAF6 mediante secuenciacién de
nueva generacion, los ensayos funcionales de complementacién genética nos permitieron obtener

la evidencia conclusiva de la patogenicidad de esta familia.

Puesto que en 14 pacientes (10 no relacionados) con mutaciones en NDUFAF6 de los 25
publicados estan diagnosticados con el Sindrome de Leigh, el gen NDUFAF6 podria establecerse

definitivamente como un gen asociado con el sindrome de Leigh (Bianciardi et al., 2016).
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4.6. Conclusiones

Las conclusiones que se han extraido de la realizacion de este estudio son:

1.

Los ensayos funcionales de complementacion genética determinan que la combinacion de
las dos mutaciones autosémicas recesivas en heterocigosis compuesta p.lle124Thr vy
p.Tyr187AsnfsTer65 en NDUFAF6 producen la caida de la expresion a nivel de transcrito y

de proteina que codifica, impidiendo el ensamblaje del complejo | y reduciendo su actividad.

El gen NDUFAF6 deberia incluirse en el diagndstico diferencial de pacientes con el sindrome

de Leigh.

69






CAPITULO Ill — Estudio del
gen ATAD3C






Estudio del gen ATAD3C

5. CAPITULO Il — Estudio del gen
ATAD3C

5.1. Caso clinico

El paciente es un nifio de ocho afios con cuadro de sindrome hipotdnico y retraso en el
desarrollo psicomotor. El parto fue distécico, el paciente ingresd en neonatologia por fiebre
intraparto. Con 8-9 meses de edad, el paciente permanecia sin sostén cefdlico y muy irritable. La
analitica completa fue normal a excepcion de un aumento del nivel de lactato en plasma. Tanto la
histoquimica de la biopsia muscular como el estudio de la cadena respiratoria fueron normales. En
la Ultima exploracion se le diagnosticd paralisis cerebral, tetraparesia espastica, retraso severo del

lenguaje y trastorno del movimiento, que incluye temblor y mioclonias.

5.2. Analisis genético

El DNA mitocondrial del paciente se estudio a partir de una muestra de musculo en el Hospital
Universitario 12 de Octubre de Madrid y no se encontraron mutaciones puntuales, tampoco se
detectd deplecion del DNA mitocondrial. No se estudiaron deleciones. A continuacion, se
secuenciaron los exomas del nifio y de sus padres a partir de DNA gendmico de muestras de sangre.
En el paciente no se identificod, a priori, ninguna variante patogénica previamente descrita en las

bases de datos y bibliografia consultadas y que se asocie con el fenotipo objeto de estudio.

Posteriormente, se reevalud el exoma 'y, por un lado, se detectd una variante en hemicigosis
en el gen MAGIX (cromosoma X, ENST00000595224.5), c.449C>T, que provoca un cambio de
aminoacido de prolina a leucina en la posicion 150 (p.Pro150Leu). La misma variante fue encontrada
en heterocigosis en su madre. Por otro lado, se detectaron dos mutaciones en heterocigosis
compuesta en el gen ATAD3C (cromosoma 1) (ENSTO0000378785.7). La primera variante, c.692T>C,
en el paciente provoca un cambio de aminoacido de leucina a prolina en la posicion 231
(p.Leu231Pro) y se encuentra en heterocigosis en el genoma materno. La segunda variante

c.152+1G>A, se encontrd también en heterocigosis en el genoma paterno.

En este momento, recibimos los fibroblastos derivados del paciente (P) en nuestro laboratorio
para realizar un estudio molecular del efecto de las mutaciones en ambos genes. En la actualidad,

no se han identificado mutaciones en ninguno de ellos que se asocien a patologia humana.

En primer lugar, se estudié la prevalencia en la poblacién de la mutacion en MAGIX, que fue

identificada como probablemente patogénica por el predictor PolyPhen-2 (Score 1.00). Se utilizé la
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base de datos gnomAD (The Genome Aggregation Database (Karczewski et al., 2020)), que recopila
125748 exomas y 15708 genomas de individuos no relacionados (un total de 141456 individuos) que
se alinean contra el genoma humano GRCh37. La variante p.Pro150Leu en MAGIX se encontrd en
hemicigosis en otros 55 hombres, de los cuales no se tiene informacion sobre su estado clinico, pero
la base de datos elimina los casos con enfermedad pedidtrica severa. Por tanto, descartamos

continuar con el estudio de este gen.

A continuacion, las mutaciones en ATAD3C se confirmaron mediante extraccion de DNA,
amplificacion por PCR y secuenciacién Sanger (Figura 5.1). La variante c.692T>C no se ha descrito
previamente en gnomAD, por el contrario, la variante intrénica (c.152+1G>A) se describié en
homocigosis en un individuo, SNP (rs764542022), con una frecuencia del alelo de 3.57e-5 en la
poblacion general en gnomAD. Los predictores de patogenicidad utilizados identifican a la variante
€.692T>C como muy probablemente patogénica (MutationTaster (disease causing), PolyPhen-2
(Score 1.00)). En el caso de la variante ¢.152+1G>A, ambos predictores y The Human Splicing Finder

system (https.//hsf.qenomnis.com/), la predicen como generadora de un cambio en el sitio donante

de splicing, afectando a la maduracién del mRNA del gen ATAD3C.

cC A G c

c Bl c ¢ T ¢ ¢ T
150
c.692 T>C (Exdn 8)
p. Leu231Pro /\A f\ ."ﬂ\

AT ¢ A GIElT G 4 6 C &

c. 152+1 G>A
(Intrén 2-3) N\

Figura 5.1 Mutaciones en el gen ATAD3C en los fibroblastos del paciente. El electroferograma superior muestra la
mutacion ¢.692T>C (p.Leu231Pro) en heterocigosis en los fibroblastos del paciente. El electroferograma inferior muestra
la mutacion ¢.152+1G>A en heterocigosis en los fibroblastos del paciente.

5.3. Estudio de la expresién de ATAD3C y comparaciéon con la de ATAD3B y
ATAD3A

El gen ATAD3C se ha considerado que podria ser un pseudogén (Harel et al., 2016, Yap et al.,
2021). Por ello, para poder determinar si da lugar a una proteina que pueda causar la patologia del
paciente, comenzamos estudiando la expresion de ATAD3C en relacién con sus paralogos ATAD3A y

ATAD3B.
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5.3.1. Expresién de genes ATAD3 humanos en tejidos

La expresion de los genes ATAD3A y ATAD3B es media-baja y la de ATAD3C baja en 52 tipos
de tejidos de 948 individuos analizados por RNA-Seq, segun datos del Proyecto Genotype-Tissue
Expression (GTEx) (Papatheodorou et al., 2020) (Anexo |, Tabla 9.1). A pesar de que ATAD3A y
ATAD3B presentan mayor expresion que ATAD3C en todos los tejidos, ATAD3C se expresa en tejidos,
gue incluyen partes del cerebro como cerebelo, hipotdlamo e hipocampo. Su expresion en
fibroblastos de la piel transformados, en el mismo estudio, es de 0,6 transcritos por millon (TPM),
siendo 0,5 el valor umbral de deteccidon. La expresién de ATAD3A y ATAD3B en fibroblastos

transformados es de 30 y 13 TPMs respectivamente.

La base de datos Human Protein Atlas (Thul et al., 2017) recoge los niveles de expresion de
los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en numerosas lineas celulares establecidas. De acuerdo con
estos datos de RNA-Seq, ATAD3C tiene valores de expresion cercanos al limite de deteccién, 16 de
65 lineas celulares analizadas estan por encima del limite de deteccidn. La linea celular con mayor
expresion fue RPMI-8226 (16,5 NX). Como ocurria en tejidos, la expresion en las lineas celulares
también fue mayor en todos los casos para los genes ATAD3A y ATAD3B que para ATAD3C. La Tabla

5.1 recoge los valores para tres lineas celulares con las que trabajaremos en esta tesis.

Tabla 5.1 Comparacién de los niveles de expresién de los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en diferentes lineas celulares
medidas mediante RNA-Seq. Datos obtenidos de la base de datos Human Protein Atlas (Thul et al., 2017) (accedido el
24/04/2021). Los resultados de la secuenciacion de RNA (RNA-Seq) generados se exportaron como valores NX
normalizados (NX indica expresion normalizada). En la base de datos, un valor de NX 1,0 se define como el umbral de la
expresion de la proteina correspondiente.

Datos de expresion de RNA (NX) de lineas

celulares ATAD3A ATAD3B ATAD3C
RPMI-8226 _ 7,1 16,5

HEK293 _ 13,3 1,3

SH-SY5Y 10,5 7,2 1,0

5.3.2. Medida de la expresién de los transcritos de ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C
mediante gPCR

Puesto que la expresién del gen ATAD3C en fibroblastos transformados, medida mediante
RNA-Seq, da un valor por encima del umbral de deteccién, decidimos comparar su expresion con la

de ATAD3A y ATAD3B, en fibroblastos Cy P utilizando ensayos de gPCR con sondas TagMan.
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Se comenzd disefiando oligonucledtidos especificos para clonar, a partir de RNA celular los
cDNA correspondientes a la proteina ATAD3C (Q5T2N8-1), a las isoformas QINVI7-1 y Q9NVI7-2 de
la proteina ATAD3A (utilizando los mismos oligonucledtidos para ambas isoformas), y a las isoformas
Q5T9A4-1y Q5T9A4-3 de la proteina ATAD3B (el comienzo de las secuencias es diferente por lo que
se disefid un oligonucledtido directo para cada isoforma y un oligonucledtido reverso comun) (ver
las isoformas de las proteinas en la Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Principales isoformas de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C recogidas en las bases de datos Uniprot
(Bateman et al., 2021) y Ensembl (Yates et al., 2020). En sombreado se destacan las isoformas clonadas en este trabajo. En
la base de datos Uniprot se describe una Unica isoforma de la proteina ATAD3C en humanos, mientras que para las
proteinas ATAD3A y ATAD3B se recogen tres isoformas de cada una. Las isoformas con las que hemos trabajado son la
isoforma 1 de ATAD3C, la isoforma 2 de ATAD3A y la isoforma 1 de ATAD3B.

Correspondencia con Ensembl Longitud ~ Longitud Masa

Proteina Isoforma
(ID de transcrito) (bp) (aa) (kDa)
ATAD3C ATAD3C-201
(Uniprot
Q5T2NS8) Isoforma 1: Q5T2N8-1 ENST00000378785.7 3864 411 46,380
NM_001039211.3
Isoforma 1: Q9NVI7-1 ATAD3A-202
soforma 1: O 2612 634 71,369
(candnica) ENST00000378755.9
ATAD3A ATAD3A-203
e Isoforma 2: QSNVI7-2 ENST00000378756.8 2481 586 66,218
Q9NVI7) (predominante) ' ’
NM_001170535.3
ATAD3A-207
Isoforma 3: QONVI7-3 2330 507 57,948
ENST00000536055.6
ATAD3B-206
Isoforma 1: Q5T9A4-1
SR 3 08 ENST00000673477.1 4098 648 72,573
ATAD3B (candnica)
‘ NM_031921.6
(Uniprot
5T9A4
< ) Isoforma 2: Q5T9A4-2 . . 166 19,508
Isoforma 3: Q5T9A4-3 NM_001317238.2 1809 602 67,608

No se consiguio clonar ninguno de los cDNA a partir de RNA derivado de fibroblastos C. Por
este motivo, se probd con RNA derivado de otras lineas celulares. Se consiguié clonar el cDNA de
ATAD3C a partir de la linea celular RPMI, la de mayor expresion del gen segin datos del Human
Protein Atlas (Thul et al., 2017). El cDNA correspondiente a la isoforma predominante de ATAD3A
(Q9NV7-2) se clond a partir de la linea celular HEK293T. A partir de HEK293T también se cloné el
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cDNA correspondiente a la isoforma 3 de ATAD3B (Q5T9A4-3). Sin embargo, no se consiguio clonar
la isoforma de ATAD3B considerada candnica (isoforma Q5T9A4-1) a partir de ninguna linea celular
(RPMI, HEK293T o SH-SY5Y), por tanto, se obtuvo de la casa comercial DHARMACON (Apartado
7.3.8.1).

Puesto que los tres genes de la familia ATAD3 tienen alta homologia entre si, se utilizaron
los cDNAs clonados para estudiar la especificidad de las sondas TagMan comerciales disefiadas para
detectar los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C respectivamente. Cada una de las tres sondas

comerciales TagMan resulté especifica para el gen para el que estd disefiada (Apartado 7.3.13.3).

La sonda TagMan especifica de ATAD3B es capaz de detectar la isoforma 1 vy la isoforma 3

(Anexo |, Figura 9.1), resultando imposible determinar cudl de las dos isoformas se detectan.

5.3.3. Cuantificaciéon de los niveles de expresion de los genes ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C en lineas celulares

Antes de llevar a cabo la cuantificacion de la expresion usando ensayos de qPCR con las
sondas TagMan especificas para cada gen, se determiné la eficiencia de los ensayos en fibroblastos
y en las lineas celulares RPMI, HEK293T y SH-SY5Y (Apartado 7.3.13.4). La eficiencia de los ensayos
de deteccién de ATAD3A y ATAD3B fue 2 para las cuatro lineas celulares, indicando que el ensayo es
altamente eficiente en el rango estudiado (Pfaffl, 2001). Sin embargo, el ensayo para detectar
ATAD3C solo dio un valor de eficiencia igual a 2 para la linea celular RPMI, por lo que solo fue posible

medir su expresidon en esta linea.

El valor de expresion obtenido para los genes ATAD3By ATAD3C se compard con el obtenido
para ATAD3A en una misma linea celular (Figura 5.2 A.). La expresion de ATAD3B fue semejante a la
de ATAD3A en las lineas HEK293T y SH-SY5Y, pero fue significativamente menor que la expresion de
ATAD3A en la linea RPMI (13,33 % + 3,35), y en los fibroblastos C (48,81 % + 23,78) y P (45,32 % *
26,48). La expresion de ATAD3C, en la Unica linea celular en la que pudimos medir, RPMI, fue

significativamente menor que la de ATAD3A (8,09 % + 2,4).

A continuacién, se compararon las cuantificaciones de los transcritos de ATAD3A y ATAD3B entre
las lineas celulares. Como se muestra en la Figura 5.2 B., las diferencias de expresion tanto de
ATAD3A como de ATAD3B fueron significativas para todas las lineas celulares cuando se compararon
con la expresidn obtenida para la linea HEK293T (considerada el 100 %). Los niveles mas elevados de
transcrito para ATAD3A se encontraron en la linea RPMI 8226 (113,44 % + 8,67), seguida de la linea
celular HEK293T (considerada el 100 % + 3,73) y de SH-SY5Y (26,31 % + 2,57), y, por ultimo, de los
fibroblastos C (10,38 % + 2,03) y P (11,75 % + 1,71). Para ATAD3B, la expresién fue mayor en las
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células HEK293T (100 % + 7,35), seguida de SH-SY5Y (38,35 % + 25,32), RPMI (22,86 % + 5,75) y
fibroblastos (5,39 % + 1,92 paraCy 4,78 % + 1,19 para P).

A B.
150
200 ATAD3A ATAD3B
ATAD3A
— 150- =
g BN ATAD3B & 100
g =
5 ATAD3C ©
s ©
I
-C- 100 :6
pe! @
2 ¥ * £ 50
g 3
w 50—
*
*
] o
0 ! ! T T T o
HEK293T  SH-SY5Y RPMI c p o S

RPMI
RPMI

>
)
>
?
I
(2]

53
g 2
;'m
w I
I »

=
™
=
N
x
w
x

Figura 5.2 A. Niveles de expresion del transcrito de ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en las diferentes lineas celulares. Los datos
se representan como la media = SD (desviacién estandar) de la expresion de ATAD3A, ATAD3B o ATAD3C (n=3). Expresion
relativa (%): HEK293T ATAD3A: 100 + 3,73; HEK293T ATAD3B: 97,68 + 32,56; SH-SY5Y ATAD3A: 100 + 9,51; SH-SY5Y
ATAD3B: 83,6 £ 66,8; RPMI ATAD3A: 100 £ 3,97; RPMI ATAD3B: 13,33 £ 3,35; RPMI ATAD3C: 8,09 £ 2,4; C ATAD3A: 100 +
7,96; CATAD3B: 48,81 + 23,78; P ATAD3A: 100 + 5,52; P ATAD3B: 45,32 + 26,48. La significacion estadistica se evalud con
el test no paramétrico Mann-Whitney, * p <0,05, respecto la expresion en ATAD3A en cada linea celular (linea de puntos).
B. Niveles de expresion del transcrito de ATAD3A y ATAD3B en las diferentes lineas celulares. Los datos se representan
como la media + SD de la expresién de ATAD3A, ATAD3B o ATAD3C (n=3). Expresion relativa (%): HEK293T ATAD3A: 100 +
3,73; SH-SY5Y ATAD3A: 26,31 £ 2,57; RPMI ATAD3A: 113,44 + 8,67; C ATAD3A: 10,38 + 2,03; P ATAD3A: 11,75 £ 1,71;
HEK293T ATAD3B: 100 * 7,35; SH-SY5Y ATAD3B: 38,35 + 25,32; RPMI ATAD3B: 22,86 + 5,75; C ATAD3B: 5,39 + 1,92; P
ATAD3B: 4,78 + 1,19. La significacion estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, * p < 0,05, respecto
la expresién en ATAD3A o ATAD3B en la linea HEK293T, considerada el 100 % (linea de puntos).

La comparacion de la expresion de ATAD3A y ATAD3B entre fibroblastos Cy P (Figura 5.3), no

mostro diferencias significativas.
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Figura 5.3. Niveles de expresion de los transcritos de ATAD3A y ATAD3B en fibroblastos control (C) y paciente (P). Los datos
se representan como la media + SD (desviacidn estdndar) (n=3) de la expresion relativa de ATAD3A o ATAD3B. Expresion
relativa (%): C ATAD3A: 100 + 7,96; P ATAD3A: 112,76 + 34,6; C ATAD3B: 100,02 + 9,07, P ATAD3B: 92,87 + 22,77. La
significacion estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, * p < 0,05, respecto la expresion en ATAD3A
0 ATAD3B en la linea C, considerada el 100 % (linea de puntos).
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Los datos de expresion de los genes ATAD3A y ATAD3B medidos mediante gPCR son
similares a los valores medidos por RNA-Seq (Thul et al., 2017) para las mismas lineas celulares (Tabla
5.1). Sin embargo, no se detectd expresion del transcrito de ATAD3C en nuestros ensayos de qPCR
en las lineas en las que mediante RNA-Seq la expresion estd muy cerca del umbral de deteccion:

fibroblastos, HEK293T y SH-SY5Y.

Puesto que el gen ATAD3 se considera importante para la correcta estructura de la
membrana mitocondrial (Peralta et al., 2018), se estudio el comportamiento de ATAD3A y ATAD3B
en condiciones de biogénesis mitocondrial midiendo la variacion de la expresidon de los transcritos

en las diferentes lineas celulares en un medio rico con galactosa en lugar de glucosa.

En las lineas celulares HEK293T y SH-SY5Y el nivel de transcrito de ATAD3A aumenté
significativamente en el medio que contenia galactosa (135,52 % + 20,52 en HEK293T y 155,17 % +
32,88 en SH-SY5Y) (Figura 5.4). Mientras que la expresién disminuyd significativamente en el medio
con galactosa en los fibroblastos C (79,58 % + 11,83). La diferencia de expresion en los fibroblastos

P no fue significativa.

Los resultados obtenidos para el transcrito ATAD3B fueron semejantes a los de ATAD3A;
ATAD3B aumento significativamente en la linea celular HEK293T cuando se crecié en un medio con
galactosa (159,67 % + 19,03) (Figura 5.4). A pesar de que los valores no son significativos, la expresién
mostro tendencia a aumentar en el medio con galactosa en la linea SH-SY5Y (108,63 % * 45,05). La
expresion de ATAD3B también disminuyd significativamente en medio con galactosa en el caso de

fibroblastos C (63,72 % + 13,17).
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Figura 5.4. Niveles de expresion de los transcritos de ATAD3A y ATAD3B en las diferentes lineas celulares en diferentes
medios de cultivo (glucosa y galactosa). Los datos se representan como la media + SD (n=3) de la expresion relativa de
ATAD3A o ATAD3B. Expresion relativa (%): 293T glucosa ATAD3A: 100 + 3,73; 293T galactosa ATAD3A: 135,52 + 20,52; SH-
SYS5Y glucosa ATAD3A: 100 + 9,51; SH-SY5Y galactosa ATAD3A: 155,17 + 32,88; C glucosa ATAD3A: 100 + 7,96; C galactosa
ATAD3A: 79,58 + 11,83; P glucosa ATAD3A: 100 + 5,52; P galactosa ATAD3A: 91,43 + 37,65; 293T glucosa ATAD3B: 100 +
7,35; 293T galactosa ATAD3B: 159,67 + 19,03; SH-SY5Y glucosa ATAD3B: 100 + 23,89; SH-SY5Y galactosa ATAD3B: 108,63
+ 45,05; C glucosa ATAD3B: 100 + 9,07; C galactosa ATAD3B: 63,72 + 13,17; P glucosa ATAD3B: 100 + 12,66; P galactosa
ATAD3A: 85,79 + 33,73. La significacidn estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, * p <0,05, respecto
la expresion en ATAD3A o ATAD3B en cada linea celular en el medio de cultivo rico en glucosa, considerada el 100 % (linea
de puntos).

5.4. Estudio de la expresion de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C

Para estudiar la expresion de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en las lineas celulares
se utilizaron anticuerpos comerciales. Teniendo en cuenta que la alta homologia existente entre las
tres proteinas, para facilitar la interpretacion de los resultados de inmunodeteccién se generaron
lineas celulares derivadas de HEK293T sobreexpresando cada una de las tres proteinas. Las nuevas
lineas generadas se denominardn con la proteina expresada en el superindice: HEK293TATAP3A

HEK293TATD3E y HEK293TATAP3C,

Para detectar la proteina ATAD3C se probd un anticuerpo de Sigma (SAB1305852). Este, no
detectd ninguna banda ni en extractos celulares ni mitocondriales de la linea celular HEK293T. A
continuacion, se probd un anticuerpo de la casa comercial Origene (Anexo |, Figura 9.4), que
tampoco detectd la proteina en un extracto celular de HEK293T. Cuando se sobreexpresé la proteina
(HEK293TAT™P3C) ' con este anticuerpo se observd una banda tenue del tamafio esperado en el

extracto celular, ademas de bandas inespecificas. En un extracto mitocondrial aislado a partir de la
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linea celular HEK293T se detectd la proteina ATAD3C a 46 kDa, sin embargo, de nuevo se detectaron

con mayor intensidad bandas inespecificas, aproximadamente a 55 kDa y 27 kDa.

Puesto que no se encontrd un anticuerpo comercial parainmunodetectar la proteina ATAD3C,
se adiciond el epitopo HA a la secuencia del cDNA de ATAD3C (linea HEK293TATAP3CHA) ' Se generd
ademas la linea HEK293TATADSCLIIPHA “con yna versién de ATAD3C-HA que contiene la mutacion del
paciente ¢.6952T>C (p.Leu231Pro, L231P). Para futuros ensayos, también se afiadié el epitopo -HA
a los genes ATAD3A y ATAD3B, generando asi las lineas celulares HEK293TATAP3AHA v HEK293TATAD3E-

HA

El anticuerpo frente el epitopo HA (Figura 5.5) permitié confirmar que, en la linea
HEK293TATADSCHA " o] gen ATAD3C genera una proteina. La localizaciéon subcelular de la proteina
ATAD3C se estudid a continuacion mediante inmunofluorescencia (Anexo |, Figura 9.3). Se observo
gue la expresion de la proteina en la poblacién celular no era homogénea, sino que se detectaron
células con diferentes grados de expresion. A pesar de ello, la superposicion de las imagenes de |a
proteina ATAD3C-HA marcada en verde (anti-HA y anticuerpo secundario Alexa fluor 488) y la
mitocondria marcada en rojo (anti-SDHA, proteina de la membrana interna mitocondrial, y el

anticuerpo secundario Alexa Fluor® 594 goat) indico que estas probablemente colocalizan.

Para detectar ATAD3A se utilizaron dos anticuerpos diferentes, uno procedente de la casa
comercial Abnova y otro de Sigma. Ambos anticuerpos son policlonales y se generaron utilizando
toda la secuencia de 586 aminoacidos de la isoforma 2 de ATAD3A (Q9NVI7-2). Los anticuerpos
detectaron predominantemente ATAD3A en la linea celular HEK293T, sin embargo, también
detectaron una banda superior, que se ha identificado en estudios previos como ATAD3B (isoforma

1, Q5T9A4-1) (Shu et al., 2021) (Figura 5.5).

Para inmunodetectar ATAD3B se utilizé un anticuerpo de Sigma dirigido contra la secuencia
de aminoacidos 198 a 229 de la isoforma 1 de ATAD3B (Q5T9A4-1) o los aminoacidos 152 a 183 de
la isoforma 3 (Q5T9A4-3). El anticuerpo detectd en la linea HEK293T la isoforma candnica (Q5T9A4-
1 de 72,573 kDa (banda superior intensa al sobreexpresar ATAD3B). Sin embargo, también detectd
una banda que corresponde con el tamafio de la proteina ATAD3A (isoforma 2 de 66,21 kDa,

correspondiente a la banda inferior intensa al sobreexpresar ATAD3A) (Figura 5.5 A. y B.).

En la linea RPMI se detectd la proteina ATAD3A pero no ATAD3B cuyo transcrito presentaba

baja expresion.

En condiciones de biogénesis mitocondrial se detectdé un aumento de la expresidén de las

proteinas ATAD3A y ATAD3B en las células HEK293T (recuadro rojo Figura 5.5 B., y cuantificacién de
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la expresion Figura 5.5 C.), concordando con el aumento de mRNA de ATAD3A y ATAD3B en

condiciones de biogénesis mitocondrial detectado por gPCR.
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Figura 5.5. Cuantificacién de los niveles de proteina ATAD3A y ATAD3B mediante Western Blot en las diferentes lineas
celulares. A. y B. Imédgenes de la inmunodeteccién. En el gel B. se compard la expresion en condiciones de biogénesis
mitocondrial (galactosa). C. Representacion grafica de la cuantificacion del Western Blot. Los datos se representan como
la media £ SD (desviacién estandar) del % de expresidén cuantificada respecto a la expresion de la tubulina en cada
membrana y respecto a la linea cultivada en glucosa. Se hizo el promedio de la cuantificacion de ATAD3B en 3 geles SDS-
PAGE utilizando 2 membranas hibridadas con el anticuerpo anti-ATAD3B (Sigma) y otra membrana hibridada con el
anticuerpo anti-ATAD3A (Abnova). El grafico correspondiente a la expresion de ATAD3A solamente recoge la cuantificacion
de ATAD3A en un gel SDS-PAGE. La significacidn estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05,
comparando con HEK293T glucosa.

5.4.1. Estructura primaria de la proteina ATAD3C y analogia con sus paralogos
ATAD3Ay ATAD3B

La proteina ATAD3C presenta una homologia de secuencia del 77,13 % con la proteina
ATAD3A (isoforma 2) y del 78,7 % con ATAD3B (isoforma 1) (utilizando la herramienta protein

BLAST®, disponible en la web del National Center for Biotechnology Information, NCBI).

Para determinar los dominios que comparte ATAD3C con ATAD3A y ATAD3B se utilizaron
varias herramientas informaticas de prediccién y los resultados se compararon con los dominios
predichos para ATAD3A y ATAD3B (Figura 5.6). La herramienta NPS@ (Network Protein Sequence
Analysis (Combet et al., 2000)) predijo un Unico dominio de hélice superenrollada (CC) para ATAD3C,
compuesto por los aminodcidos en las posiciones 7 a 40, importantes para las interacciones
proteina-proteina y con alta probabilidad de participar en oligomerizacion (Gilquin, Cannon, et al,,

2010). Para ATAD3A-2 y ATAD3B-1, se predijeron dos dominios CC, CC1.

PRM CcC1 cc2 ™1 Dominio AAA+ ATPasa
ATAD3A-2
586 aa 1827 86131 153217 247264 320518
PRM cc1 ccz ™1 Dominio AAA+ ATPasa ™2
ATAD3B-1
648 aa —
18-27  86-131 153-214 247-264 320-518 606-630
CcC1 M1 Dominio AAA+ ATPasa
ATAD3C _m_
411 aa
7-40 71-88 145-343

Figura 5.6. Representacion linear de las proteinas humanas ATAD3A (isoforma 2), ATAD3B (isoforma 1) y ATAD3C. PRM,
motivo rico en prolinas; CC1 y CC2 dominios de hélice superenrollada; TM1 y TM2, dominios transmembrana. Las
predicciones se realizaron con los programas NPS@ (Network Protein Sequence Analysis), TMpred de ExPASy
(Bioinformatics Resource Portal), PRED-TMR (Prediction of Transmembrane regions in proteins).
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Los predictores TMpred de ExPASy (Bioinformatics Resource Portal, (Hofmann & Stoffel,
1993), Score > 500) y PRED-TMR (Prediction of Transmembrane regions in proteins (Pasquier et al.,
1999)) se utilizaron para predecir los dominios transmembrana de las secuencias de las proteinas.
Ambos predictores predijeron un dominio transmembrana en ATAD3C, formado por los residuos 71
a 88 (Score 999). ATAD3A tendria un sitio transmembrana que abarca los aminodacidos de la posicién
247 a 264 (Score 1033). Para ATAD3B, se predicen dos dominios transmembrana, el primero del
aminoacido 247 a 264 (Score 999) y el segundo abarcando los aminoacidos del 606 a 630 (Score 730)

(PRED-TMR Unicamente predijo el primer sitio).

En un estudio previo (Baudier, 2018) se indica que ATAD3A y ATAD3B presentan una secuencia
rica en prolinas (PRM) en el dominio amino terminal (residuos 18-27) (Figura 5.6), no presente en
ATAD3C, que podria ser importante en las interacciones proteina-proteina y en el anclaje a la

membrana.

Todas las proteinas de la familia ATAD3 presentan un dominio conservado AAA* ATPasa en el
extremo C-terminal caracterizado por los dominios de unién a ATP y ATPasa (Walker A y Walker B)
(Gilquin, Taillebourg, et al., 2010). ATAD3C conserva el dominio AAA* ATPasa entre las posiciones

145 y 343 de su secuencia de aminodcidos.

Las proteinas AAA* ATPasa se dividen en numerosas familias, entre ellas, la subfamilia AAA
ATPasa se caracteriza por tener un motivo muy conservado en el dominio ATPasa denominado
segunda region de homologia (SRH) (Lupas & Martin, 2002; Ogura et al., 2004) (Apartado 1.6.3.1). El
alineamiento de los dominios AAA* ATPasa de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C con
miembros de la subfamilia AAA ATPasa (incluyendo FtsH, NSF y p97), mediante el programa de
multiple alineamiento de secuencias Clustal Omega de EMBL-EBI, indicd que las proteinas ATAD3
contienen el dominio SRH por lo que se podrian clasificar en la subfamilia de AAA ATPasas (Figura

5.7).

Los motivos Walker A y Walker B de las tres proteinas ATAD3 presentaron alta homologia
con los de las otras AAA ATPasas (Figura 5.7). Las tres proteinas ATAD3 conservan la arginina a
continuacion del dominio Walker B (arginina 4 en la Figura 5.7). Las tres contienen la arginina
localizada en la hélice a7 (sensor 2, arginina 3 en la Figura 5.7), que no es caracteristica de la
subfamilia AAA, sin embargo no tienen la localizada en la posicién 2 (arginina 2 en la Figura 5.7). El
residuo denominado dedo de arginina (arginina 1 en la imagen), que esta conservado en la mayoria

de las subfamilias AAA*, no lo estd en ATAD3C.
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katanin 243 GVLMFGPPGTGKTLLAKAVATE 331 APSTIFIDEIDSLCNSRGGSG
ATAD3A-2 310  NILMYGPPGTGKTLFAKKLALH 404 RGLLLFVDEADAFLRKRATEK
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p97 344  MAATNRPNSIDPALRRFGRFDR 402 ETHGHVGADLAALCSEAALQAIR

katanin 387 'LAATNFPWDIDEALRR--RLEK] 443 RTEGYSGDDLTNVCRDASMNGMR

ATAD3A-2 450 VLASNQPEQFDWAIND- -RINEI 521 LTEGMSGREIAQLAVSWQATAYA

ATAD3B-1 459 VLASNLPEQFDCAINS--RIDVI 521 LTEGMSGREIAQLAVSWQATAYA

ATAD3C 275 JLASCHPEQFDWAINA--CIDVI 346 LIEGMSCRKIAQLAVSNQATAYA
. . ek ke . . .

Figura 5.7 Alineamiento multiple de secuencia de los dominios AAA de las ATPasas. Los motivos Walker Ay Walker By la
segunda region de homologia (SRH) se indican en rojo y amarillo, respectivamente. Las argininas conservadas se sombrean
en azul. Se indican las ldaminas B o hélices a donde se encuentran los aminoacidos destacados. Se indica con * las posiciones
gue tienen un Unico residuo conservado entre las secuencias alineadas; con : la conservacion entre grupos con propiedades
muy similares; y con . la conservacién entre grupos con propiedades escasamente similares.

Las AAA ATPasas se pueden subclasificar en clados dependiendo de la posicion de la arginina
localizada cerca del dedo de arginina. Las proteinas ATAD3A y ATAD3B podrian clasificarse en el clado
meidtico, al que pertenece la katanina (katanin en la Figura 5.7), debido a que se caracterizan por
tener un espacio de dos residuos en el SRH inmediatamente precediendo al dedo de arginina (Frickey

& Lupas, 2004) (Figura 5.7).

En el Anexo |, Figura 9.2 y Tabla 9.2 se muestra el alineamiento multiple de la secuencia de
aminodacidos de la proteina ATAD3C con las de sus paralogos ATAD3A (isoformas 1y 2) y ATAD3B

(isoformas 1y 3) y se indican los dominios conservados y su localizacién.

5.4.2. Prediccion de la estructura terciaria de |la proteina ATAD3Cy comparacion con

sus paralogos

Mediante el programa de prediccion Alphafold (Jumper et al.,, 2021), se obtuvieron las
predicciones de estructuras terciaria de las tres proteinas ATAD3 y se compararon sus dominios AAA*

(Figura 5.8 y secuencias en Anexo |, Figura 9.5).
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La estructura del dominio AAA* ATPasa, formado por 198 residuos (aminoacidos 320 —518)
para ATAD3A y ATAD3B, y 117 (residuos 145 — 262) para ATAD3C, coincidia con las estructuras
secundarias descritas previamente (Miller & Enemark, 2016). Contendria 5 ldaminas B rodeadas de
las hélices a a ambos lados formando la estructura a0 -p1 - al—B2-a2 — B3 - a3— B4 -a4 -B5. Enel
extremo carboxilo se localizaron las hélices a que forman la cubierta sobre el sitio de unién de
nucledtidos (a5 - a6 - a7- a8). Los aminodcidos que forman las ldminas By hélices a del dominio AAA

ATPasa presentaron un valor de precisién de la estimacion del plegamiento alto, por encima de 90

coloreados en azul oscuro, y por encima de 70 en azul claro (Figura 5.8).
COOH ATAD3A

ATAD3B

ATAD3C

Figura 5.8. Imagenes de las predicciones de las estructuras terciarias de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C obtenidas
mediante Alphafold. En la columna de la izquierda se observa la estructura de toda la proteina, y en la de la derecha se
amplia la zona de la secuencia del dominio AAA* ATPasa. Se indican las hélices a y las ldaminas  en cada estructura y los
motivos Walker A, Walker By las argininas conservadas en la secuencias. Alphafold predice el plegamiento de las proteinas
y presenta un valor de precision de la estimacion del plegamiento por residuo (pLDDT): en azul oscuro, los aminoacidos
con un elevado valor de precisién (>90), en azul claro, entre 70 y 90, en color amarillo, los aminoacidos con bajo valor de
precision (50-70), y en naranja con muy poco valor de precision (<50).
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5.5. Estudio de la localizacidon subcelular de la proteina ATAD3C en células
HEK293T

La elevada homologia de secuencia de ATAD3C con ATAD3A y ATAD3B, descritas como
proteinas de la membrana mitocondrial interna (Gilquin, Taillebourg, et al., 2010), sugiere que
ATAD3C podria ser una proteina mitocondrial, ademas el estudio mediante inmunocitoquimica de la
linea celular HEK293TA™P3CHA indicd colocalizaciéon con la mitocondria (Anexo |, Figura 9.3). Para

confirmarlo, se estudié su localizacién subcelular utilizando métodos bioquimicos.

5.5.1. Determinacioén de la localizaciéon subcelular de ATAD3C

Para determinar la localizaciéon subcelular de ATAD3C se realizd un subfraccionamiento
celular de la linea celular HEK293TATADSCHA Se separaron tres fracciones, una enriquecida en ndcleos
(N), otra enriquecida en mitocondrias (mt) y otra en el resto del contenido citoplasmatico (Sn,
sobrenadante). Se analizaron mediante Western Blot utilizando anticuerpos frente al epitopo HA y

frente a proteinas de localizacién conocida (Figura 5.9).

Los resultados indican que la proteina ATAD3C estd enriquecida en la fraccién mitocondrial.
ATAD3A y ATAD3B también se encontraron en mayor proporcion en la fraccién mitocondrial, asi
como todas las proteinas mitocondriales analizadas, tanto de la membrana externa mitocondrial
(TOM20 vy Porina), como de la membrana interna mitocondrial (Rieske y SDHB), y de la matriz
mitocondrial (Hsp60). Ademas, se utilizé un anticuerpo frente a la proteina GRP78, una chaperona
fundamental del reticulo endoplasmatico (ER) para detectar contaminacién con ER (Figura 5.9 A.).

La Figura 5.9 B. muestra las proteinas de localizacién conocida que se utilizaron como controles.
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Figura 5.9 A. Imagen de la inmunodeteccién de las fracciones subcelulares de HEK293TATAD3CHA mediante Western Blot.
Tp: Proteina total (Total protein), N: nucleo, Sn: sobrenadante, mt: fraccién mitocondrial. B. Esquema de las proteinas de
localizacién conocida utilizadas como controles para determinar la localizacién de ATAD3C. Tom-20 es una proteina de la
membrana mitocondrial externa, cuyo extremo amino se localiza en el espacio intermembrana, a continuacion, presenta
un dominio transmembrana y su extremo carboxilo se localiza en el citoplasma. El anticuerpo frente a Tom-20 se generd
utilizando la secuencia de los primeros 30 aminoacidos de la proteina, que se localiza en el espacio intermembrana vy el
dominio transmembrana (se sefiala la zona en color amarillo). La proteina VDAC1 esta anclada a la membrana mitocondrial
externa. La proteina Fe-S o Rieske se localiza en la membrana mitocondrial interna, accesible desde el espacio
intermembrana. La proteina SDHA se localiza en la matriz mitocondrial anclada a la proteina SDHB que se encuentra unida
a la membrana mitocondrial interna. Los anticuerpos frente VDAC1, Rieske y SDHA se generaron utilizando la secuencia
completa de la proteina. Hsp60 es una proteina soluble de la matriz mitocondrial, el anticuerpo se generd con un epitopo
localizado entre los residuos de aminodcidos 383-447 de la proteina humana Hsp60. Creado con BioRender.com.

5.5.2. Determinacion de la localizacion submitocondrial de ATAD3C: Mediante

rotura por sonicacién y mediante extraccién alcalina

A continuacioén, se realizaron ensayos para determinar la localizacién submitocondrial de
ATAD3C. Las mitocondrias aisladas a partir de la linea celular HEK293TATP3¢HA se sybfraccionaron

por dos métodos distintos (Ryan et al., 2001).

Por un lado, se llevé a cabo la rotura fisica mediante un procedimiento de congelado-
descongelado, seguido de sonicacién (Apartado 7.4.3.7). A continuacion, los fragmentos se
centrifugaron para separar la fraccion de proteinas unidas a las membranas mitocondriales (que
quedan en el pellet) de la fraccién de proteinas solubles de matriz y espacio intermembrana (que

guedan en el sobrenadante).
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Como se muestra en la Figura 5.10, la proteina ATAD3C se encontrdé enriquecida en la
fraccidn precipitada, indicando que se trata de una proteina unida a membrana. También las
proteinas ATAD3A y ATAD3B, Rieske, Porina y SDHA se encontraron enriquecidas en el pellet. Por el
contrario, Hsp60 se detectd en la fraccidn del sobrenadante, confirmando que se trataba de una

proteina soluble de la matriz.

Por otro lado, se llevd a cabo la extraccion de proteinas solubles y periféricas de membrana
con carbonato sodico a pH 11,3 (Apartado 7.4.3.7). Este tratamiento permite separar la fraccion de
proteinas integrales de membrana (que quedan en el pellet) de las periféricas de membrana (que

son extraidas de la membrana y quedan en el sobrenadante) junto con las proteinas solubles.

Los resultados indican que la proteina ATAD3C se encuentra enriquecida en la fraccion del
pellet (Figura 5.10). De la misma manera que ATAD3A y ATAD3B, descritas como proteinas integrales
de membrana, Rieske (UQCRFS1) del complejo lll, localizada en la membrana mitocondrial interna
orientada hacia el espacio intermembrana y Porina, proteina de la membrana mitocondrial externa.
Por el contrario, Hsp60, proteina soluble en la matriz mitocondrial se detectd enriquecida en la
fraccién del sobrenadante. El tratamiento con carbonato sédico arrastra las proteinas que no se
encuentran integradas en la membrana, como SDHA, subunidad del complejo Il localizada la
membrana interna pero orientada hacia la matriz, que tras el tratamiento se encuentra en el

sobrenadante.

Por tanto, ambos tratamientos indican que ATAD3C es una proteina de membrana.

mit HEK293TATADSCHA
Na,CO, Sonicacion
cC P SN C P SN
- pr—— - = Anti-HA
- T - - Anti-ATAD3B (Sigma)
-- - - Anti-UQCRFS1
- - w— - Anti-SDHA (Cll)
G = s T s Anti-Hsp60

Anti-VDAC1

Figura 5.10. Imagen de la inmunodeteccién de la fraccién mitocondrial de HEK293TATAD3C-HA tras el tratamiento con
carbonato sédico (Na;COs) o rotura por sonicacidn. Se separaron las fracciones mitocondriales en un gel SDS-PAGE. Las
proteinas de interés se inmunodetectaron con anticuerpos comerciales. C: control o proteinas totales; P: fraccion
precipitada; SN: fraccion del sobrenadante.
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5.5.3. Determinacién de la topologia de ATAD3C: Tratamientos con tripsina y

proteinasa K

Para obtener informacion de en cudl de las dos membranas mitocondriales (externa o
interna) se encuentra ATAD3C y en qué orientacién, se evalué la accesibilidad a la proteina de
concentraciones crecientes de proteinasa K o de tripsina (5 pg/ml, 10 ug/ml o 20 ug/ml), tras tratar

las mitocondrias con un medio hipotdnico, para romper la membrana mitocondrial externa.

Utilizando concentraciones crecientes de proteinasa K, proteasa no especifica que degrada
en primer lugar proteinas solubles y dominios proteicos no protegidos por membrana (Wu et al.,
2003), e inmunodeteccidon del extremo carboxilo de ATAD3C-HA, se pudo detectar la proteina
completa (ATAD3C-HA, 47,47kDa (46 kDa + secuencia HA) ademas de dos fragmentos: AN-ATAD3C-
HA y AN-ATAD3C-HA (25kDa) (Figura 5.11).

HEKZ93TA1Ab3CHA (CE)
Solucién isotdnica

Proteinasa K (pg)

0 02 1 2

ATAD3C-HA (47,47 kDa) —— s

Anti-HA AN-ATAD3C-HA

AN-ATAD3C-HA (25kDa)—— -

Anti-Rieske (UQCRFS1) s

Anti-SDHB P —
- e

Anti-TOM20 'R

ATAD3B-1

ATAD3A-2 -
Anti-ATAD3A
(Sigma)

Figura 5.11 Imagen de la inmunodeteccion de la fraccién mitocondrial de HEK293TATAP3CHA (Ct) sometida a un medio
isoténico e incubada a concentraciones crecientes de proteinasa K (0-2 ug/2,5 pug de mitocondrias). Las fracciones
mitocondriales se separaron en un gel SDS-PAGE. Las proteinas de interés se inmunodetectaron con anticuerpos
comerciales.
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Como se muestra en la Figura 5.11, a medida que aumento la concentracion de proteinasa
K, desaparecieron rapidamente las dos bandas altas de la proteina ATAD3C (proteina completa
ATAD3C-HA, 47,47kDa, y fragmento AN-ATAD3C-HA) mientras que el fragmento de 25 kDa,
conteniendo el extremo carboxilo terminal, fue mas estable. Este fragmento se comportd como la
proteina Tom20, localizada en la membrana mitocondrial externa y como un fragmento de Rieske,
proteina anclada a la membrana interna hacia el espacio intermembrana. La proteina SDHB,
protegida por la membrana interna en el lado de la matriz fue mas resistente a la degradacién. Por
tanto, esto sugiere que ATAD3C tiene su extremo carboxilo protegido por la membranay el extremo

amino terminal fuera de la membrana.

A continuacidn, se estudid la accesibilidad de la tripsina a la proteina ATAD3C en un extracto
mitocondrial aislado a partir de la linea celular HEK293TA™P3“HA Para ello, se incubaron extractos
mitocondriales con baja concentracion de tripsina (5 ug/ml) en un medio isoténico. No se observo
degradacion de las proteinas inmunodetectadas a medida que aumentaba el tiempo de incubacion,
sugiriendo que la tripsina no rompe la membrana ni accede al interior de la mitocondria (Figura 5.12
A.). Cuando los extractos mitocondriales se sometieron a un medio hipotdnico, para romper la
membrana mitocondrial externa, la digestion con tripsina en las mismas condiciones (5 pg/ml),
degradd rapidamente el extremo amino de la proteina ATAD3C-HA. La proteina completa (47,47
kDa) disminuia a medida que aumentaba el tiempo de digestion, acumulandose el fragmento AN-
ATAD3C-HA (Figura 5.12 B.). El resto de las proteinas analizadas no se vieron afectadas. La
degradacién de un fragmento amino-terminal en medio hipotdnico, pero no en medio isoténico,
indica que ATAD3C tiene un fragmento muy accesible a la tripsina en el espacio intermembrana. (En
Anexo |, Figura 9.6 se muestra la secuencia primaria de la proteina ATAD3C con los sitios de corte de

la Tripsina).
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A. HEK293TATAD3CHA (Ct)
Solucién isoténica

Tripsina 5 pg/ml
min
0o 2 5 10 20

ATAD3C-HA (47,47 kDa) | s s s s s—

Anti-Rieske (UQCRFS1) s s s s -

Anti-SDHB | S S S a— —

Anti-TOM20 SIS, S ——

Anti-ATAD3A ATADIE-1 s s SN SRS S

(Slgma) ATAD3A-2
HEK293TATAD3CHA (Ct)
Solucidn hipotdnica
Tripsina 5 pg/ml
B. min
0 2 5 10 20
ATAD3C-HA (47,47 kDa)————— W S S o
AN-ATAD3C-HA — 1

Anti-Rieske (UQCRFS1) W S S S —

Anti-SDHB WIS SEEES S . —
Anti-TOM20 W S . ——

Figura 5.12. Imagen de la inmunodeteccién de la fraccién mitocondrial de HEK293TATAD3CHA (Ct) incubada a baja
concentracién de tripsina (5 pg/ml) sometida a un medio isoténico (A.) o a un medio hipotdnico (B.). Las fracciones
mitocondriales se separaron en geles SDS-PAGE. Las proteinas de interés se inmunodetectaron con los anticuerpos
comerciales que se indica. Medio isoténico: Tris-HCI 30 mM pH7,4, Mg-Acetato 4 mM, Aminocaproico 5 mM, NaCl 50 mM,
ATP 1 mM. Medio hipoténico: 20 mM HEPES pH 7,5.

Se continud con el estudio de la accesibilidad de la tripsina a la proteina ATAD3C-HA,
sometiendo la fraccion mitocondrial de células HEK293TATAP3CHA 3 yun medio hipotdnico e incubando
con elevada concentracion de tripsina. Mediante inmunodeteccién con anticuerpo anti-HA se
detectd un fragmento AN-ATAD3C-HA (Figura 5.13 A.) que se comporté frente a la degradacién con
tripisina en tiempos crecientes igual que la proteina Rieske, anclada a la membrana interna. La
proteina TOM20 de la membrana externa, sin embargo, se acabd degradando por completo. La
proteina SDHB no se vio afectada por la tripsina, indicando que en el ensayo ésta no accede al interior
de la matriz (Sabatini & Blobel, 1970). Estos resultados sugieren que el extremo carboxilo de ATAD3C

se encuentra protegido por la membrana mitocondrial interna.
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Paralelamente, se realizd el mismo experimento detectando el extremo amino terminal de
la proteina ATAD3C (para ello se generd la linea celular HEK293TATD3¢HA (Nt), con el epitopo -HA en
el extremo amino) (Figura 5.13 B.). En este ensayo se obtuvo una Unica banda correspondiente a HA-
ATAD3C, de 47,47 kDa, que se degradd a tiempos largos de digestion de la misma manera que
Tom?20, confirmando que el extremo amino es el extremo mas accesible no protegido por la

membrana.

Los resultados llevaron a concluir que ATAD3C esta anclada en la membrana mitocondrial
interna por su extremo carboxilo, con su extremo amino terminal localizado en el espacio

intermembrana.
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Figura 5.13. Imagen de la inmunodeteccién de la fraccién mitocondrial tratada con elevadas concentraciones de tripsina
(10 pg/ml 0 20 pg/ml) de HEK293TATAD3C-HA (Ct) (A.) 0 HEK293TATAD3CGHA (Nit) (B.). Las fracciones mitocondriales se separaron
en geles SDS-PAGE. Las proteinas de interés se inmunodetectaron con los anticuerpos comerciales que se indican.
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5.6. Deteccion de ATAD3C mediante LC-MS/MS

Puesto que no disponemos de un anticuerpo que reconozca especificamente la proteina
ATAD3C, recurrimos a cromatografia liquida acoplada a un espectrometria de masas (LC-MS/MS)
para tratar de detectarla tanto en la linea celular HEK293T, en la que la habia detectado un estudio
previo (Garin-Muga et al., 2016), como en fibroblastos primarios. Se separaron las proteinas totales
de un extracto mitocondrial en un gel SDS-PAGE, se recortd una banda en la que, de acuerdo con su
tamafio (40 — 50 kDa) podria encontrarse la proteina ATAD3C y se analizaron las proteinas presentes
mediante protedmica dirigida. Para determinar la presencia de péptidos Unicos se llevaron a cabo
analisis de LC-MS/MS utilizando un método combinado de shotgun y protedmica dirigida seguido de
identificacion de péptidos mediante las herramientas informaticas Proteome Discoverery Skyline. En
la linea HEK293T se detectd un péptido Unico de ATAD3C (Tabla 5.3). En el mismo experimento se

detectaron 6 péptidos Unicos de ATAD3A y dos péptidos Unicos de ATAD3B.
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Tabla 5.3 Péptidos Unicos de las proteinas ATAD3C, ATAD3A y ATA3B detectados por LC-MS/MS. Se utilizd un método
combinado de shotgun y protedmica dirigida y se identificaron péptidos Unicos de las proteinas mediante las herramientas
informaticas Proteome Discoverer y Skyline en las mitocondrias aisladas a partir de C3, de la linea HEK293T (SDS-PAGE y
BN-PAGE) y de HEK293TATAD3CHA En verde se indican las isoformas a las que pertenecen los péptidos analizados. En granate
se indican las muestras en las que se han detectado los péptidos Unicos.

Isoforma de la proteina Lineas celulares

Secuencia del péptido

ATAD3A-1
ATAD3A-2
ATAD3B-1
ATAD3B-3
ATAD3C
Fibroblastos C3
HEK293T (SDS-PAGE)
HEK293T (BN-PAGE)

QLVNEDLR
HHQTFLESIR
HPIQQVSR
MYLNEYVLKPATEGK
CLEIAR
LTEGMSCR
GERPGPEDEQPSS
AAGTLFGEGFR
MSWLFGINK
AFVTDWDK
NATLVAGR
LLSRPQDALEGVVLSPSLEAR
NILMYGPPGTGK
INEMVHFDLPGQEER
VQDAVQQHQQK
MYFDKYVLKPATEGK
AEGPGRGDEPSPS
YAKDALNLAQMQEQTLQLEQQSK
PQDALEGVVLSPSLEAR
EALNLAQMQEQTLQLEQQSK
GLLLFMDEADAFLR
ATLNAFLYHMGQHSNK
IDVMVHFDLPQQEER
LHFDNCVLKPATEGK
DGVLTEAMMDACVQDAVQQYR
ICSWMGTGLCPGPLSPR
ATEEISKDLR
MSCGGGRPFCPPGHPLL

ATAD3C

ATAD3A

ATAD3B
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A continuacion se analizd una banda de alto . .
Mitochondria + 1,5 % DDM

peso molecular detectada con el anticuerpo anti- HEK293T

ATAD3B (Sigma) en extracto mitocondrial de la linea
HEK293T tras su separacion mediante Blue Native- Anti-ATAD3B (Sigma)
PAGE (Figura 5.14, Tabla 5.3). Se detectd un péptido
Unico de ATAD3C (diferente al detectado separando
las proteinas mediante SDS-PAGE) en la linea celular
HEK293T. En el mismo experimento se detectaron 6

péptidos Unicos de ATAD3B y 9 péptidos Unicos de
ATAD3A.

Cuando se sobreexpreso la proteina ATAD3C

en la linea celular HEK293T, se detectaron 5

péptidos Unicos de ATAD3C, uno de ellos Figura5.14Imagen de lainmunodeteccién de ATAD3B en
mitocondrias HEK293T solubilizadas con DDM. Se
separaron las mitocondrias mediante Blue Native-PAGE.
El recuadro rojo indica la banda recortada y analizada por
el Servicio de Protedmica.

(HHQTFLESIR), coincide con el detectado sin
sobreexpresar. Se detectaron ademas 9 péptidos
Unicos de ATAD3A y 6 péptidos Unicos de ATAD3B
(los péptidos Unicos detectados se recogen en la Tabla 5.3 y los péptidos comunes entre las proteinas

ATADS3 se recogen en la Anexo |, Tabla 9.4).

El péptido Unico de ATAD3B que se detectd en la linea HEK293T (EALNLAQMQEQTLQLEQQSK)
corresponde a la isoforma 1, indicando que ésta se expresa de manera enddgena en la linea celular
HEK293T. Puesto que a partir de cDNA de esta linea celular pudimos clonar la isoforma 3 de ATAD3B,

confirmamos que ambas isoformas se expresan de manera enddgena en la linea HEK293T.

Estos resultados indican la presencia de la proteina ATAD3C en la linea celular humana
HEK293T a pesar de que no pudimos detectar el transcrito mediante qPCR, asi como la presencia de

ATAD3A y ATAD3B en células HEK293T.

Cuando en el estudio de protedmica dirigida para detectar ATAD3C se partié de extractos
mitocondriales derivados de fibroblastos primarios, se detectaron 3 péptidos Unicos de ATAD3A, 2
péptidos compartidos entre ATAD3A y ATAD3B, y un péptido comun para las tres proteinas (Tabla
5.3y Anexo |, Tabla 9.4). No se detectd ningln péptido Unico de ATAD3C ni de ATAD3B. Por lo tanto,
obtuvimos evidencia mediante protedmica de que ATAD3A esta presente en fibroblastos, pero no

de que lo estén ATAD3B o ATAD3C.
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5.7. Estudio de las interacciones entre las proteinas ATAD3A, ATAD3B vy
ATAD3C

5.7.1. Estudio de las interacciones entre las proteinas ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C mediante inmunoprecipitacion

Para estudiar las interacciones entre ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C se llevaron a cabo ensayos
de inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti-HA partiendo de mitocondrias aisladas de células
HEK293T sobreexpresando ATAD3A-HA, ATAD3B-HA, ATAD3C-HA o ATAD3C-L231P-HA conteniendo
la mutacioén del paciente. Como control negativo, se realizé un ensayo de inmunoprecipitacién con

mitocondrias de la linea celular HEK293T.

En la Figura 5.15, se comparan la muestra inicial, la fraccion no inmunoprecipitada o
sobrenadante vy el eluido final tras la inmunoprecipitacion, para las lineas HEK293T, HEK293TATAD3C
HA v HEK293TATADSCLZ3IPHA | 05 ensayos transcurrieron correctamente puesto que las proteinas
ATAD3C-HA y ATAD3C-L231P-HA se encontraron en los eluidos finales pero no en el sobrenadante.
Con un anticuerpo anti-ATAD3A se observé que esta proteina co-inmunoprecipité con ATAD3C-HA
y con ATAD3C-L231P-HA. Sin embargo, las proteinas de los complejos OXPHOS, UQCRC2 del Clll; y

ATP5A1 del CIV se mantuvieron en la fraccion no inmunoprecipitada.
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Figura 5.15. Imagen de la inmunodeteccién de las proteinas ATAD3A, ATAD3C-HA y de proteinas de los complejos OXPHOS
en las distintas fracciones del ensayo de inmunoprecipitacién con anticuerpo anti-HA en las lineas HEK293T, HEK293TATAD3C-
HA v HEK293TATADCL321P-HA | 55 fracciones se analizaron por Western Blot. La membrana se incubd secuencialmente con los
anticuerpos anti-HA, anti-ATAD3A y con el coctel de anticuerpos OXPHOS.

La fraccion eluida tras la inmunoprecipitacion en cada una de las lineas celulares se analizé
por Western Blot con el anticuerpo anti-HA (Figura 5.16 A.) y se estimd el peso molecular de las
bandas inmunodetectadas comparando su migracién con la de las bandas del marcador de pesos
moleculares. En la Figura 5.16 B. se recoge la migracién en el gel en mm de cada especie detectada
y su peso molecular aparente, que se asocié con una especie oligomérica cuando su peso molecular
estimado + 10 % coincidia con el peso molecular tedrico de la especie oligomérica (las medidas de
migracion del marcador de pesos moleculares y la grafica representando su migracién respecto al
peso molecular se puede encontrar en Anexo |, Tabla 9.3). Se identificaron asi en los

inmunoprecipitados tanto mondmeros como dimeros de las proteinas ATAD3A (en la linea
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HEK293TATAD3AHA) v ATAD3B (en la linea HEK293TATP3BHA) ' Se jdentificaron dimeros de ATAD3C (en
las lineas HEK293TATADSCHA y HEK2Q3TATADSCLZIPHA) v yna banda muy intensa (c™(ul), cm"(ul)) que

no se pudo estimar su peso molecular porque esta en el limite de la recta patrén.

A. B.
P
mt+ 1,5 % digitonina
HEK293T Compatible
Bandas ) mm' . t.kDad con kDa kDa tedricos
ATAD3A-HA R + ) R B migracién estimados tericos
ATAD3B-HA - - + - -
ATAD3C-HA (Nt) - - - + -
Mondémero
_ - - - - - + HA v
ATAD3C-L321P-HA al 46,5 71,57 67,32 ATAD3A
kDa o
A v imero
250 - a2 22 143,25 134,64 ATAD3A
150 a2l 20 .
Mondmero
i i HA v
100 ool k) b1 45 74,67 7367 " p\TAD3B
75 2 Di
> imero
HA v
; 3 b2 21 147,36 147,34 ATAD3B
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50 el 69 37,84
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cH{u2), 27 124,33
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Figura 5.16 A. Imagen de la inmunodeteccion de oligdmeros de las proteinas ATAD3A-HA, ATAD3B-HA y ATAD3C-HA, en
fracciones mitocondriales inmunoprecipitadas analizadas mediante Western Blot. Las proteinas inmunoprecipitadas (IP)
se eluyeron con el tampdn de carga sin B-mercaptoetanol, para mantener los puentes disulfuro de las proteinas. Las bandas
que se inmunodetectan para ATAD3A-HA se identifican como bandas a, para ATAD3B-HA como bandas b y para ATAD3C-
HA como bandas c, seguidas del nimero de subunidades si se ha podido identificar. Las bandas que no se han podido
identificar se etiquetan como desconocidas (u, unknown). HA indica que son subunidades que contienen epitopo. B. Datos
de la migracidon de las bandas en el Western Blot inmunodetectado con el anticuerpo anti-HA y estimacion de sus pesos
moleculares aparentes. Con la recta patron calculada con todas las proteinas del marcador de pesos moleculares Precision
Plus Protein™ Standards (BIO-RAD) se estimaron los pesos moleculares de las bandas (Anexo |, Tabla 9.3). Se indica la
especie oligomérica a la que podria ajustarse cada banda de acuerdo con su peso molecular aparente. v' indica que el peso
molecular de la banda detectada coincide con el peso molecular tedrico de una especie oligomérica.

A continuacion, las fracciones eluidas tras las inmunoprecipitaciones se analizaron por
Western Blot con anticuerpos contra las proteinas ATAD3A y ATAD3B. Se encontré que ATAD3A
habia co-inmunoprecipitado con ATAD3B-HA, con ATAD3C-HA y con ATAD3C-L321P-HA (Figura 5.17
B.). Con el anticuerpo anti-ATAD3B de Sigma que detecta principalmente ATAD3B, solo se detectd la
proteina en la calle correspondiente a la linea HEK293TATAP3BHA (Figurg 5.17 A.). Puesto que el
anticuerpo también puede detectar ATAD3A, de menor peso molecular, en el Western Blot se
observé ademads la banda correspondiente a ATAD3A, mayoritaria en la calle correspondiente a

HEK293TATADA Ay tenue en las calles HEK293TATADICHA y HEKQQ3TATADICAZ31PHA,

La presencia de la proteina ATAD3A enddgena en todos los inmunoprecipitados, indica que

interacciona con ATAD3B y ATAD3C, al menos cuando estas se sobreexpresan.
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Figura 5.17 Imagen de la inmunodeteccion de las proteinas ATAD3A y ATAD3B mediante Western Blot en la fraccion eluida
tras cada inmunoprecpitacion. Se analizaron en geles SDS-PAGE de 7 % Acrilamida-Bisacrilamida.

Las fracciones eluidas en cada uno de los ensayos de inmunoprecipitacion fueron analizadas
a continuacién mediante LC-MS/MS utilizando un método combinado de shotgun y protedmica
dirigida seguido de identificacién de péptidos mediante las herramientas informaticas Proteome
Discoverer y Skyline. Los péptidos Unicos correspondientes a las proteinas ATAD3A, ATAD3B vy
ATAD3C que se encontraron, se muestran en la Tabla 5.4. Los péptidos comunes a las tres proteinas

se recogen en Anexo |, Tabla 9.7.

Co-inmunoprecipitando con ATAD3A-HA se detectaron dos péptidos Unicos de ATAD3C,
pero no se detecté ningun péptido Unico de la proteina ATAD3B. Co-inmunoprecipitando con
ATAD3B-HA se detectaron numerosos péptidos Unicos de ATAD3A, ademads de dos péptidos Unicos
de ATAD3C. También se encontraron numerosos péptidos de ATAD3A co-inmunoprecipitando con
las proteinas ATAD3C-HA y ATAD3C-L231P-HA. Debido a la alta homologia entre las tres isoformas,
el hecho de encontrar un péptido Unico de una de las proteinas se considerd suficiente indicio para
determinar que la proteina se encuentra presente en la muestra analizada. Sin embargo, la presencia
de uno o muy pocos péptidos puede deberse a interaccién inespecifica, como ocurre en el control
negativo, la linea HEK293T, en la que en uno de los ensayos se detectd un péptido Unico de ATAD3A.
La interaccion mas consistente que hemos detectado (con mayor nimero de péptidos Unicos de las

dos proteinas) se da entre ATAD3C y ATAD3A.
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Tabla 5.4 Péptidos Unicos de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C analizados por LC-MS/MS. Se utilizé un método
combinado de shotgun y protedmica dirigida y se identificaron péptidos Unicos de las proteinas mediante las herramientas
informaticas Proteome Discoverery Skyline en los inmunoprecipitados de las diferentes lineas celulares. En verde se indican
las isoformas a las que pertenecen los péptidos analizados. En rojo se indican las muestras de inmunoprecipitacién en las
que se han detectado los péptidos Unicos. * EALNLAQMQEQTLQLEQQSK: indica que el péptido es Unico para la isoforma 1
de ATAD3B.

Inmunoprecipitacién-HA
Isoformas i
Lineas celulares

Péptido

ATAD3A-1
ATAD3A-2
ATAD3B-1
ATAD3B-3
ATAD3C
HEK293T
HEK293TATAD3A-HA
HEK293TATAD3B-HA
HEK293T
HEK293TATAD3C-HA

<
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@
i
)
&
=)
<
=
<
'_
o™
(@]
N
pv4
[Iw}
T

QLVNEDLR
HHQTFLESIR
HPIQQVSR
MYLNEYVLKPATEGK
CLEIAR
LTEGMSCR
MSWLFGINK
AFVTDWDK
NATLVAGR
LLSRPQDALEGVVLSPSLEAR
NILMYGPPGTGK
INEMVHFDLPGQEER
VQDAVQQHQQK
EALNLAQMQEQTLQLEQQSK*
GLLLFMDEADAFLR
ATLNAFLYHMGQHSNK
IDVMVHFDLPQQEER
LHFDNCVLKPATEGK
DGVLTEAMMDACVQDAVQQYR
ICSWMGTGLCPGPLSPR

ATAD3C

ATAD3A

ATAD3B

Se detectaron ademas numerosas proteinas comunes a todas las muestras. Entre las mas
abundantes en todas las muestras, incluidas la muestra control, estan algunas proteinas como la
keratina y la cistatina consideradas contaminantes, proteinas ribosomales citoplasmaticas como las
subunidades 60S y 40S, las histonas H4 y H2A, y la proteina S100. Entre las muestras co-
inmunoprecipitadas con ATAD3A-HA, ATAD3B-HA y ATAD3C-HA se detectaron proteinas de las
subunidades 28S y 39S del ribosoma mitocondrial, la translocasa de ADP/ATP y varias subunidades

de las proteinas TIM y TOM.
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5.8. Estudio de interacciones de oligdmeros ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en
condiciones nativas

Para estudiar cémo se comportan las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en la membrana
mitocondrial en condiciones nativas, las sobreexpresamos en fibroblastos primarios, por ser

genéticamente mas estables que las lineas celulares inmortalizadas como es el caso de las HEK293T.

5.8.1. Sobreexpresién de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en fibroblastos

Se generaron lineas derivadas de fibroblastos control (Cy C3) y P sobreexpresando ATAD3C-

HA (Anexo |, Figura 9.7), y fibroblastos C sobreexpresando ATAD3A-HA y ATAD3B-HA.

Para comprobar la sobreexpresidon y estudiar si se altera la expresion de los otros genes del
locus ATAD3, se cuantificaron los niveles de expresion de ATAD3A y ATAD3B mediante gPCR en los
fibroblastos control o sobreexpresando ATAD3A-HA, ATAD3B-HA o ATAD3C-HA. El valor de expresién
obtenido para los genes ATAD3A y ATAD3B en los diferentes fibroblastos se compard con el obtenido
para ATAD3A en las células control (C) (Figura 5.18). La expresion de ATAD3A en CATAD3AHA fye
significativamente mayor (432,57 % + 32,67) que en los fibroblastos C (100 % + 32,67), y no se alterd
significativamente la expresion de ATAD3B en CATAD3AHA (66 68 % + 21,53) respecto a los fibroblastos

C (100,06 % + 57,26).

También, la expresion de ATAD3B aumenté significativamente en las células CATAD38HA (588 1
% + 119,11) respecto a fibroblastos C (100,06 % + 57,26), pero no se alterd la expresion de su
pardlogo ATAD3A (106,42 % + 27,7) respecto a los fibroblastos C (100 % + 32,67). Ambos resultados
confirmaron la sobreexpresion de los genes ATAD3A y ATAD3B en las células. Los niveles de

expresion de ATAD3A y ATAD3B fueron similares en los fibroblastos C y en CATAPSCHA,

800 ATAD3A ATAD3B

.
700 CATAD3AHA

600 * — ATAD3B-HA

C
500 I CATADIC-HA
400

200

150

100

IR

0 : : : :

Figura 5.18 Niveles de expresion del transcrito de ATAD3A y ATAD3B en los fibroblastos control (C) y sobreexpresando
ATAD3A-HA (CATAD3AHA) ATAD3B-HA (CATAD38-HA) y ATAD3C-HA (CATAD3C-HA) | s datos se representan como la media + SD de
la expresién de ATAD3A y ATAD3B (n=3). Expresion relativa (%): C ATAD3A: 100 + 32,67; CATADSAHA ATAD3A: 432,57 +
147,19; CATAD3B-HA ATAD3A: 106,42 + 27,7; CATADSCHA ATAD3A: 96,27 + 53,86; C ATAD3B: 100,06 + 57,26; CATADIAHA ATAD3B:
66,68 + 21,53; CATAD3B-HA ATAD3B: 588,1 + 119,11; CATADICHA ATAD3B: 118,42 + 65,65. La significacidn estadistica se evaluo
con el test no paramétrico Mann-Whitney, * p < 0,05, respecto la expresion de ATAD3A en los fibroblastos C, considerada
el 100 % (linea horizontal de puntos).

Expresion relativa (%)
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Como se muestra en la Figura 5.19, se consiguié una clara sobreexpresion de las tres
proteinas, aunque fue mayor para ATAD3C-HA (47,47 kDa) y ATAD3A-HA (67,32 kDa), que para
ATAD3B-HA (73,67 kDa). Mediante inmunodeteccion con el anticuerpo anti-ATAD3B (Sigma) se
confirmd la sobreexpresion de ATAD3B. Las subunidades de los complejos respiratorios detectadas

no mostraron cambios de expresién frente al control.

30 pg proteina total

- Anti-HA

| 1
:::ﬂ oy k~ Anti-ATAD3B (Sigma)

S AntiATPSMCL
A S e e A1 ti-G-tubulina

S . Anti-UQCRC2 (CilI)

S S AntiNDUFBS (CI)

W - -\ MT-COI(CIV)

- — ——— O TUbUIR

Figura 5.19 Imagen de la inmunodeteccién de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C y de proteinas de los complejos
respiratorios en proteinas totales aisladas de fibroblastos C sobreexpresando ATAD3A-HA, ATAD3B-HA y ATAD3C-HA. Se
analizaron 30 pg de proteinas totales en geles SDS-PAGE. La B-tubulina se utilizé como control de carga en los dos geles
realizados (10 % (membrana 1) y 14 % (membrana 2) de acrilamida/bisacrilamida).

Utilizando la técnica de inmunofluorescencia se estudio la colocalizacion del epitopo -HA,
que contienen las proteinas sobreexpresadas, con la mitocondria en los fibroblastos C, CATADSCHA
CATADSA-HA , CATAD3B-HA (Fiorg 5.20). Las proteinas ATAD3A y ATAD3C se detectaron en color amarillo,
resultado del rojo de la mitocondria y el verde de la proteina, confirmando la expresién en los
fibroblastos y su localizacidon en la mitocondria. En los fibroblastos CA™P38-HA no se consiguid detectar

a la proteina ATAD3B, a pesar de que se habia detectado en el analisis mediante Western Blot.
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CATAD3A-HA

CATAD3C-HA

CATAD3 B-HA

Figura 5.20 Imagen de inmunofluorescencia de los fibroblastos C, CATAD3A-HA ' (CATAD3B-HA y, CATAD3C-HA | 3 red mitocondrial se
visualizé en rojo (MitoTracker® Red CMXRos, ThermoFisher Scientific), los ndcleos en azul (DAPI) y las proteinas de interés
en verde (anticuerpo anti-HA). Cuando las proteinas colocalizan en la mitocondria se observan en amarillo.

5.8.2. Efecto funcional de la sobreexpresion de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C

Para analizar el efecto de la sobreexpresién de ATAD3C en el crecimiento de los fibroblastos
se midio el tiempo de duplicacién de fibroblastos C3 y de estos sobreexpresando ATAD3C-HA, tanto
en el medio de cultivo rico en glucosa como en medio con galactosa (condiciones de biogénesis

mitocondrial).

La sobreexpresién de ATAD3C-HA en los fibroblastos C3, aumentd significativamente el
tiempo de duplicacion (162,2 %) respecto C3. Cuando se utilizé medio con galactosa, el tiempo de

duplicacion todavia fue superior (175,9 %) respecto C3 en galactosa (Figura 5.21).
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Figura 5.21 Tiempo de duplicacion (dias) de los fibroblastos C3 y C3ATAD3C-HA en glucosa y en galactosa. Se mantuvieron en
cultivo hasta 10 dias. Los datos se representan como la media = SD (n=3) del tiempo de duplicacién en las células crecidas
en un medio con glucosa o con galactosa. Tiempo de duplicacion (dias): C3 glucosa: 2,2 + 0,07; C3 galactosa: 2,64 + 0,33;
C3ATADSC-HA glycosa: 3,58 + 0,43; C3ATADICHA galactosa: 4,65 + 0,23. La significacion estadistica se evalud con el test no
paramétrico Mann-Whitney, * p < 0,05, respecto la linea celular que se indica en cada comparacion.

Puesto que la sobreexpresion de la proteina ATAD3C afecta al crecimiento de los fibroblastos
y el efecto es mayor en galactosa que en glucosa, estudiamos si estaba afectado el sistema OXPHOS.
Medimos en un polardgrafo la respiracién enddgena de los fibroblastos (Figura 5.22). Se confirmd
que la sobreexpresion de ATAD3C reducia el consumo de oxigeno en los fibroblastos. La
sobreexpresién de ATAD3B también redujo significativamente el consumo de oxigeno, sin embargo

esto no ocurrié al sobreexpresar ATAD3A.

150

100

50+

Consumo de oxigeno/célula (%)

0 e e
ATAD3A-HA - + - -
ATAD3B-HA - - + -
ATAD3C-HA - - - 4

Figura 5.22 Respiracion endégena por célula de los fibroblastos C, CATADSA-HA (CATAD3B-HAy CATAD3C-HA | o5 datos se representan
como la media * SD (desviacion estandar) del consumo de oxigeno por célula (% fmol O,/ml/min/célula) (n=3). Consumo
de oxigeno/célula (%): C: 100 + 13,24; CATAD3A-HA: 110,37 + 18,68; CATAD3B-HA: 71,81 + 6,58; CATAD3CHA: 81 44 + 6. La
significacion estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05 respecto C.
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5.8.3. Estudio de la formacién de oligdmeros de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C mediante SDS-PAGE

Se ha descrito que ATAD3A dimeriza bajo condiciones no reductoras (Zhao et al., 2019).
Nuestros resultados en los experimentos de inmunoprecipitacién en células HEK293T indican que
las tres proteinas pueden formar dimeros. Para estudiar si en fibroblastos ocurre lo mismo, se realizé

la extraccion de proteinas totales a partir de células C, CATADSAHA = CATADSBHA - CATADSC-HA

que se
analizaron mediante SDS-PAGE utilizando el buffer de solubilizacion con digitonina (Apartado 7.4.4)

sin B-mercaptoetanol, para mantener los puentes disulfuro.

Tras lainmunodeteccion, en todos los casos se observd una banda compatible con el tamafio
de la proteina sobreexpresada ademas de algunas bandas de alto peso molecular (Figura 5.23). El
peso molecular de cada banda detectada se estimé comparando la migracién de la banda en el gel
con la migracion de las bandas de peso molecular conocido del marcador de pesos moleculares. En
la Tabla 5.5 se recoge la migracién en el gel en mm de cada especie detectada y su peso molecular
aparente, que se asocid con una especie oligomérica cuando sus pesos moleculares + 10 %
coincidian. Las medidas de migracién del marcador de pesos moleculares y la grafica representando

su migracion respecto al peso molecular se puede encontrar en Anexo |, Tabla 9.5.
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Figura 5.23 Imagen de la inmunodeteccién de protefna total aislada de fibroblastos C, CATAD3A-HA (CATAD3B-HAy CATADSCHA | 3¢
proteinas se separaron mediante geles SDS-PAGE. Se utilizé el buffer de solubilizacién con digitonina (Tris HCl 50 mM pH
7,4, NaCl 150 mM, glicerol 10 %, EDTA 1 mM, digitonina 1 % e inhibidor de proteasas). La inmunodeteccion se realizé con
el anticuerpo anti-HA (membrana 1, gel 10 % AA/BA) y con el anticuerpo anti-ATAD3A de Abnova (membrana 2, gel 7 %
AA/BA). Las bandas que se inmunodetectan para ATAD3A-HA se identifican como bandas a, para ATAD3B-HA como bandas
b y para ATAD3C-HA como bandas c, seguidas del nimero de subunidades si se ha podido identificar. HA indica que son
subunidades que contienen epitopo.
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Tabla 5.5. Datos de la migracién de las bandas detectadas en el gel SDS-PAGE revelado con el anticuerpo anti-HA y anti-
ATAD3A y los pesos moleculares estimados. Con la recta patrén calculada con todas las proteinas del marcador de pesos
moleculares Precision Plus Protein™ Standards (BIO-RAD) se estimaron los pesos moleculares de las bandas (Anexo |, Tabla
9.5). Se indica la especie oligomérica a la que podria ajustarse cada banda de acuerdo con su peso molecular aparente. v/
indica que el peso molecular de la banda detectada coincide con el peso molecular tedrico de una especie oligomérica. La
banda b4"A quedaba fuera de la recta patrdn, se estimé su peso molecular con las bandas del marcador de pesos
moleculares mas cercana a ella (250 kDa - 150 kDa).

Membrana inmunodetectada con anti-HA

Compatible
mm kDa s
Banda . L, . con kDa kDa tedricos
migraciéon = estimados L
tedricos

alhA 45,5 73,24 v 67,32 Mondmero ATAD3A
a2hA 21,5 146,13 v 134,64 Dimero ATAD3A
b1HA 43 78,7 v 73,67 Mondémero ATAD3B
b2HA 20,5 150,4 v 147,34 Dimero ATAD3B
b4HA 10 273,47 v 294,68 Tetrdmero ATAD3B
clHA 65,5 41,186 v 47,47 Monomero ATAD3C
c2hA 33,5 103,45 v 94,94 Dimero ATAD3C

Membrana inmunodetectada con anti-ATAD3A (Abnova)

Compatible
mm kDa ..
Banda . ., . con kDa kDa tedricos
migracion = estimados L
teoricos
a2 43 132,4 v 132,43 Dimero ATAD3A
b2 39 137,94 v 145,146 Dimero ATAD3B

* 33 155,99

Como se muestra en la Figura 5.23 1., en los fibroblastos CATP3AHA e detectd la proteina
ATAD3A-HA (a1™) ademds de una banda superior compatible con un dimero de la proteina ATAD3A-
HA (a2"). En la calle correspondiente a fibroblastos CATAP38HA se detectd la proteina ATAD3B-HA
(b1"4). Cuando la membrana se expuso durante mas tiempo, se consiguieron detectar dos bandas
altas para ATAD3B-HA, que podrian corresponder con un dimero de la proteina (b2"4) y un tetrdmero
(b4"). En la calle correspondiente a fibroblastos CATAP3HA se detectd elevada expresion de la
proteina ATAD3C-HA en forma de mondmero (c1"), asi como una banda superior (c2"4), que es
compatible con un dimero de ATAD3C. Por encima de esta banda se detectd una sefial continua que
puede indicar degradacién de alguna especie de tamafio superior.
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La hibridacion de un duplicado de la membrana con el anticuerpo frente ATAD3B (Sigma),
mostrd con mayor intensidad las bandas que podrian corresponder con el dimero y tetramero de

ATAD3B (Anexo |, Figura 9.8).

Una tercera membrana, con mayor separacion entre las proteinas, se hibridé con el
anticuerpo anti-ATAD3A (Abnova) con el objetivo de detectar la proteina enddgena ademas de la
sobreexpresada (Figura 5.23 2.). En los fibroblastos C se detectaron las bandas correspondientes a
monomeros de ATAD3A y ATAD3B (para los que no se pudo estimar el peso molecular porque las
bandas quedan fuera de la recta patréon) y bandas compatibles con homo-dimeros de proteina
enddgena ATAD3A y ATAD3B (a2 y b2, respectivamente). El dimero de ATAD3A (a2) se detectd
también en los fibroblastos CATAD3BHA \, CATADSCHA "Fn |os fibroblastos CATAD3CHA se detecta una nueva
banda (*), con un tamafio estimado de 155,99 kDa, compatible con hetero-oligdmeros formados por
una subunidad de ATAD3A (la proteina ATAD3 de mayor expresion enddgena) y una de ATAD3C

(sobreexpresada).

Estos resultados indican que en fibroblastos las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C tanto
sobreexpresadas como enddgenas forman homo-dimeros en los que participan los puentes
disulfuro, ademas de formar otros oligdmeros de tamafio superior. Es posible que ATAD3C también

pueda formar hetero-oligdmeros con ATAD3A.

5.8.4. Estudio de la formacidn de oligémeros de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C mediante Blue Native-PAGE

La electroforesis desnaturalizante sin agente reductor indicd que cada proteina de la familia
ATAD3 sobreexpresada formaba un homo-dimero. Para estudiar si estos, a su vez, formaban parte
de complejos de mayor peso molecular, se estudiaron enriquecidos mitocondriales mediante

electroforesis nativa (BN-PAGE).

En primer lugar, se analizaron mitocondrias aisladas de fibroblastos C con los anticuerpos
anti-ATAD3A y anti-ATAD3B (Figura 5.24). Se detectd una banda muy ancha e intensa para el
complejo de ATAD3A, de alto peso molecular, que corresponderia con el complejo de 800-900 kDa,
gue han descrito otros autores (Frazier et al., 2021; Gilquin, Taillebourg, et al., 2010; Peralta et al,,
2019). Se detectaron al menos otras dos bandas de menor peso molecular. La inmunodeteccidn con
anti-ATAD3B permitié detectar una banda de alto peso molecular (de aproximadamente 900 kDa,
localizada justo por debajo de las bandas de supercomplejos, Anexo |, Figura 9.9), y una inferior. La

banda superior de ATAD3B coincide con la parte alta del complejo de ATAD3A (de unos 900 kDa)
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(Figura 5.24). Estos andlisis indican la presencia de las proteinas ATAD3A y ATAD3B enddgenas en

complejos de alto peso molecular en la membrana mitocondrial.

Mitocondria + 1,5 % digitonina
A. B.

G G
kDa kDa
e g
104 nti-ATAD3A " Anti-ATAD3B
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480 - 480 w-—=
F

v

I
242 242
146 146

Figura 5.24. Imagen de la inmunodeteccion de ATAD3A (A.) y ATAD3B (B.) en mitocondrias solubilizadas con digitonina
de fibroblastos C;. Se separaron los complejos nativos mediante Blue Native-PAGE. La llave dibujada en el gel indica la
banda detectada para ATAD3A (complejo de 800-900 kDa) y las lineas naranjas indican la zona central de las dos bandas
detectadas para ATAD3B. Se cargaron 42,6 ug de la fraccién mitocondrial solubilizada por calle.

A continuacién, se aislaron fracciones mitocondriales de las lineas celulares C, CATAD3AHA
CATAD3BHA \ CATADICHA ge splubilizaron con digitonina al 1,5 % de concentracion final y se analizaron
mediante Blue Native-PAGE e inmunodeteccién. Se detectaron los complejos formados por las
proteinas ATAD3A-HA, ATAD3B-HA y ATAD3C-HA en la membrana y se estimd su peso molecular
teniendo en cuenta la migracién en el gel del marcador de pesos moleculares utilizado en Blue
Native-PAGE (Figura 5.25). Puesto que se trata de proteinas de membrana, se estimé también su
peso molecular teniendo en cuenta la migracion de los complejos respiratorios, siempre que las
bandas quedasen dentro del rango (Figura 5.25). En las condiciones que hemos utilizado las dos
estimaciones deberian darnos valores semejantes (Wittig et al., 2010). En la Tabla 5.6 se recoge la
migracion en el gel en mm de cada especie detectada y su peso molecular aparente, que se asocio
con una especie oligomérica cuando sus pesos moleculares, con una variaciéon = 15 %, coincidian.

Las medidas de migracion del marcador de pesos moleculares, los complejos OXPHOS vy las graficas

representando su migracién respecto al peso molecular se pueden encontrar en Anexo |, Tabla 9.6.
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Figura 5.25 Imagen de las inmunodetecciones de los oligémeros de las protefnas ATAD3A-HA, ATAD3B-HA y ATAD3C-HA
en la membrana mitocondrial interna. Se separaron los complejos nativos, solubilizados a partir de mitocondrias aisladas
de fibroblastos C, CATAD3A-HA CATAD3B-HA ~CATAD3C-HA mediante Blue Native-PAGE. Las bandas que se inmunodetectan para
ATAD3A-HA se identifican como bandas a, para ATAD3B-HA como bandas b y para ATAD3C-HA como bandas c, seguidas
del nimero de subunidades si se ha podido identificar. Las bandas que no se han podido identificar se etiquetan como
desconocidas (u, unknown). HA indica que son subunidades que contienen epitopo.
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Tabla 5.6 Cuantificacion de la migracion en el gel Blue Native-PAGE de las bandas inmunodetectadas con el anticuerpo
anti-HA y estimacién de sus pesos moleculares aparentes. Se indica la especie oligomérica a la que podria ajustarse cada
banda de acuerdo con su peso molecular aparente. v' indica que el peso molecular de la banda detectada coincide con el
peso molecular tedrico de una especie oligomérica.

kDa estimados
kDa estimados

mm con marcador TTE S con pesos
Banda . L. con kDa kDa tedricos moleculares de
migracién de pesos te6ricos lei
moleculares complejos
OXPHOS
73,5 120 v 134,64 Dimero ATAD3A
a2HA
63,1 172,69
a4t 48,2 290,91 v 269,28  Tetrdmero ATAD3A 250,88
abMA 38,1 414,26 v 403,92  Hexdmero ATAD3A 424,36
atA(ul) 28,9 571,63 684,95
at4(u2) 21 753,70 1033,23
bHA(u1) 14,6 942,93 1415,33
83,6 84,27 v 94,94 Dimero ATAD3C
C2HA
75,7 111,11 v 94,94 Dimero ATAD3C
c4tA 62,6 175,74 v 189,88  Tetrdmero ATAD3C
c6MA 52 254,68 v 284,82  Hexdmero ATAD3C 205,87
cHA(ul) 33 495,22 553,35

La sobreexpresién de ATAD3A-HA permitid detectar una escalera de bandas en el gel nativo
(Figura 5.25). Se observo una banda inferior muy ancha, a2, cuya zona inferior es compatible con
homo-dimero de ATAD3A, coincidiendo con la identificacién de homo-dimero en el gel SDS-PAGE.
Las bandas a4"™ y a6" podrian tratarse de tetrameros y hexdmeros de ATAD3A-HA,
respectivamente. Las bandas superiores, a"™(ul) y a"(u2), podrian corresponder a oligdmeros de

ATAD3A-HA unidos a otras proteinas.

La sobreexpresion de ATAD3C-HA también permitié detectar varias bandas en la membrana.
En la zona inferior, se detectd una banda muy ancha, c2", muy intensa que podria corresponder con
un homo-dimero de ATAD3C. Las bandas c4™ y c6M" podrian ser compatibles con tetrdmero y
hexamero de ATAD3C-HA, respectivamente. La banda tenue superior, c™*(ul), podria corresponder

a oligémeros de ATAD3C-HA posiblemente unidos a otras proteinas o lipidos de membrana.
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La coincidencia de pesos moleculares con las especies oligoméricas, indica que las proteinas
ATAD3A y ATAD3C, dan lugar a la especie funcional hexamérica descrita para las AAA* ATPasas

mediante asociacidn de dimeros y tetrameros.

Cuando se sobreexpresd ATAD3B-HA (Figura 5.25), Unicamente se detectd una banda tenue
en la parte superior del gel nativo, b"(ul), que podria ser un complejo de alto peso molecular del

gue forme parte ATAD3B-HA. Sin embargo, no se detectaron especies oligoméricas.

5.8.5. Efecto de la sobreexpresiéon de ATAD3C sobre otros complejos de la

membrana mitocondrial, utilizando Blue Native-PAGE

Cuando, tras la separacion en geles Blue Native-PAGE, inmunodetectamos el complejo de
alto peso molecular que forma ATAD3A en la membrana mitocondrial (800-900 kDa), observamos
que la sobreexpresién de ATAD3C reduce tamafio (hasta aproximadamente 700 kDa). Este efecto se
observé en fibroblastos control (Cy C3) y derivados del paciente P sobreexpresando ATAD3C-HA
(Anexo |, Figura 9.10), y también en fibroblastos inmortalizados sobreexpresando ATAD3C, que se
generaron para poder obtener mayor rendimiento en la purificacion de mitocondrias (C;, CA™P3¢ C3;,

C3/ATADC p, pATADIC Figura 5.26).

Este resultado podria explicarse por la introduccién de hetero-dimeros de ATAD3A vy
ATAD3C, o por la introduccion de homo-oligémeros de ATAD3C, en el ensamblaje de los hexdmeros

de ATAD3A.

| v
720 , b “m . o mEamammen o
480 - i . ' (aorove) 1045 [ue. -— am ‘.‘.

720 A R .
- - - . - ‘ Anti-SDHB (CIl) <Y . o

— — - —

ol . * o IR e

2 AT

Figura 5.26 Imagen de la inmunodeteccién de oligdmeros de las proteinas ATAD3A y ATAD3C en la membrana
mitocondrial interna. Se separaron los complejos nativos, solubilizados a partir de mitocondrias aisladas de fibroblastos
Ci, CATAD3C (C3,, C3/ATAD3C, p; PATADSC mediante Blue Native-PAGE. Se cargaron 21 pg de mitocondrias por calle.
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A continuacion, se estudio el ensamblaje de los complejos de la cadena respiratoria, Cl, CllI,
CIV y Cll en estas lineas celulares (Figura 5.26 B.). El complejo lll se detectd en forma de
supercomplejos (SC ClII), ensamblado con el CIV (CIV+ClIl) y en forma de dimero (Clll;). La cantidad
de dimero del complejo Il aumentd al sobreexpresar la proteina ATAD3C en todos los fibroblastos
C, C3y P, sise utiliza Cll para normalizar y se compara con los fibroblastos sin transfectar (Figura 5.26
B.). También se detectd una disminuciéon de la banda de los supercomplejos (Anexo |, Figura 9.10)
gue podria deberse a que cudanto mas complejo Ill se encuentra en forma de dimero, libre, menor
Clll se encuentra en forma de supercomplejos. Por lo tanto, la sobreexpresion de ATAD3C afecta el

ensamblaje de Clll; en complejos de mayor peso molecular.

5.8.6. Analisis de la formacidn de complejos en membrana mediante electroforesis
bidimensional

Para analizar la composicion de los complejos que observamos al sobreexpresar ATAD3A y
ATAD3C, se aislaron mitocondrias de fibroblastos, se separaron en un gel nativo (1D-BN-PAGE) y, a
continuacion, cada calle se recortd y se corrié en un gel desnaturalizante en segunda dimension (2D-

Tricina-SDS-PAGE) (Apartado 7.4.5.3).

En la Figura 5.27, se muestran las segundas dimensiones obtenidas para fibroblastos C,
CATAD3AHA v, CATADSCHA hibridadas con anticuerpos contra el epitopo HA, contra ATAD3A y contra
subunidades de los complejos OXPHOS. Los complejos OXPHQS, Cl, Cll o CIV, se utilizaron para alinear
entre si las distintas membranas. La posicién de dos puntos de proteinas en una misma linea vertical
del gel 2D indica su presencia en el mismo complejo multiproteico en el gel 1D (Camacho-Carvcajal

et al., 2004).

Cuando se separan en segunda dimensién los complejos de membrana de fibroblastos C,
(Figura 5.27 A., anticuerpo anti-ATAD3A), la proteina ATAD3A se encuentra, a la altura
correspondiente a 66 kDa, en tres puntos. El punto mas tenue, a la derecha de la linea verde
(correspondiente a CV) corresponde con el complejo de alto peso molecular en el que se encontré
la proteina ATAD3A enddgena en 1D-BN-PAGE. Los otros dos puntos, uno muy intenso a la derecha
de la linea roja (correspondiente a Cll), y otro a la derecha de la linea amarilla (correspondiente a
ClV), indican que hay intermediarios de ensamblaje con gran cantidad de proteina ATAD3A

acumulados, que no se lograron detectar en 1D en fibroblastos C (Figura 5.24).
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Anti-ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa
g Anti--SDHB (Cll) 29 kDa

Anti--UQCRC2 (Clll,) 48,4 kDa

Anti-p.MT-COI (CIV) 40 kDa

Anti—ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa

Anti—p.MT-CO1(CIV) 40 kDa
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Figura 5.27. Imagen de la inmunodeteccién de las proteinas ATAD3A y ATAD3B, y de proteinas de los complejos OXPHOS
tras la separacidn en electroforesis bidimensional de proteinas mitocondriales de fibroblastos C, CATAD3A-HA y CATADSC-HA,
Para comparar las membranas, se alinearon utilizando las posiciones de los complejos respiratorios Cl, Cll y CIV, que no se
alteraron entre las diferentes lineas celulares en 1D. La hibridacién de los anticuerpos fue secuencial para cada membrana
(1y2)de cada linea celular.
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El complejo de ATAD3A de alto peso molecular (800-900 kDa) se detecta con mayor
intensidad en fibroblastos CA™P3AHA (Figura 5.27 B. membrana 1, anticuerpo anti-ATAD3A), en los
gue también se detecta con gran intensidad el intermediario de menor peso molecular. En esta
misma linea CATAP3APA se detecta en segunda dimensién ATAD3A-HA, a la altura de 66 KDa, en cinco
puntos intensos (Figura 5.27 B. membrana 2, anticuerpo anti-HA). Estos puntos corresponden a la
escalera de bandas que se observaba en 1D-BN-PAGE con el anticuerpo anti-HA (a2"4, a4", a6"*
a"™(u1)) lo que nos permite confirmar que no eran bandas inespecificas (Figura 5.25 y Figura 5.28).
El intermediario de bajo peso molecular que se acumula en el ensamblaje del complejo de ATAD3A
enddgeno, corresponde con la banda a2 compatible con homo-dimero de ATAD3A-HA, en CATAD3A-

HA (Figura 5.28), por lo que podemos especular que de forma enddgena hay un reservorio de dimero

de la proteina.

a2 a4tA aghA

4 -

mt+ 1,5 % digitonina  BN-PAGE
-«

(CATAD3AHA

VYH-nuy

39Vvd-Sas

<

C " “ - ~ Anti--ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa

———

, Anti—ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa

R
‘ [ T —— s | Anti—HA 67,32kDa (ATAD3A-HA)

CATAD3A-HA |

a2 adHA a6Hh atA(ul)

Figura 5.28. Imagen recopilacion de la inmunodeteccién de ATAD3A-HA en 1D-Blue Native-PAGE (Figura 5.25) seguida de
2D-SDS-PAGE (Figura 5.27) de la fracciéon mitocondrial aislada de fibroblastos C y CATAP3AHA | 35 especies identificadas de
ATAD3A-HA se relacionan entre ambas membranas con lineas amarillas. Se muestra un dibujo explicativo de las especies
formadas por ATAD3A en la membrana (creado con Paint).

En fibroblastos que sobreexpresan ATAD3C se habia observado, tras la separacion mediante
Blue Native-PAGE, que el complejo de alto peso molecular de ATAD3A (800-900 kDa) disminuye de
tamafio (Figura 5.26). Tras la separacion en segunda dimension, se confirma que el punto
correspondiente en fibroblastos C, a la derecha de la linea verde (Figura 5.27 A., anticuerpo anti-
ATAD3A), se detecta a la izquierda de la linea azul en fibroblastos CA™P3¢HA (Figura 5.27 C. membrana
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1, anticuerpo anti-ATAD3A). El reservorio de ATAD3A de bajo peso molecular también se encuentra
a menor tamafio (mds a la izquierda en 2D) que el reservorio de fibroblastos C o CATAD3AHA En |3
Figura 5.29 se comparan Unicamente las hibridaciones de la Figura 5.27 con anti-ATAD3A y anti-

ATAD3C-HA para la linea de fibroblastos CATAP3<HA,

En estos fibroblastos, la proteina ATAD3C-HA se detecta en tres puntos, uno a la izquierda
de la linea azul, en el punto en que también detectamos ATAD3A, y otros dos a la izquierda de la
linea roja (Figura 5.27 C. membrana 2, anticuerpo anti-HA). Estos puntos, corresponden con homo-

dimeros y tetrdmeros de ATAD3C-HA (banda c2" y c4" en Blue Native-PAGE, Figura 5.25).
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- ~ Anti--ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa

!

Anti--ATAD3A (Abnova) 66,218 kDa

CATAD3C-HA -

S Anti-HA47,47 kDa (ATAD3C-HA)

Figura 5.29 Imagen recopilacién de la inmunodeteccién de ATAD3A y ATAD3C en 1D-Blue Native-PAGE (Figura 5.25)
seguida de 2D-SDS-PAGE (Figura 5.27) de la fraccién mitocondrial aislada de fibroblasto Cy CATAD3CGHA | 5 |inea verde sefiala
el oligémero de ATAD3A de alto peso molecular y la linea morada el oligdmero formado por ATAD3A y ATAD3C cuando se
sobreexpresa ATAD3C-HA.

En fibroblastos que sobreexpresan ATAD3C también habiamos observado, mediante 1D-BN-
PAGE, que se acumulaba el Clll, (Figura 5.26 B.) Este resultado también se confirmdé mediante
inmunodetecciéon con anti-UQCRC2 tras la separacién en segunda dimensién. En la Figura 5.27 A.
membrana 1y C. membrana 1, el punto correspondiente a Clll;, que se encuentra en la linea verde
es mucho mas intenso en fibroblastos CA™P3¢HA que en C. Este resultado se puede observar también
en la Figura 5.30 que recopila y compara la deteccién de los distintos complejos respiratorios en

fibroblastos Cy CATAPSCHA,
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Figura 5.30 Imagen recopilacién de las inmunodetecciones de los complejos respiratorios en 2D-SDS-PAGE (Figura 5.27)
de la fraccién mitocondrial aislada de fibroblastos C y CATAD3GHA |55 flechas sefialan los complejos respiratorios
inmunodetectados en las membranas.

5.9. Estudio de la funcién mitocondrial en fibroblastos del paciente con
mutaciones en ATAD3C

A pesar de no haber detectado ATAD3C en fibroblastos, vimos que ATAD3C puede dar lugar a
una proteina que se ensambla formando oligdmeros en la membrana mitocondrial de la misma
manera que ATAD3A y que puede interaccionar con ATAD3A. Por ello decidimos continuar el estudio

de la funcién mitocondrial en fibroblastos del paciente.

5.9.1. Estudio de la morfologia mitocondrial mediante microscopia electrénica

Mutaciones puntuales en ATAD3A en pacientes han llevado a la alteracion en la
ultraestructura de las crestas mitocondriales, pérdida de contacto entre la membrana externa e
interna o crestas concéntricas (Peralta et al., 2019). Para determinar si las mutaciones en ATAD3C
en el paciente alteraban la organizacién de las crestas mitocondriales, se estudid la morfologia de

las mitocondrias y de sus crestas mediante microscopia electrénica en fibroblastos C, C3 y P.

La ultraestructura mitocondrial normal se define por una forma tubular o esférica con una
red de crestas bien definidas y una matriz electrodensa. Los fibroblastos analizados presentaron
principalmente mitocondrias tubulares y muy alargadas, también se observaron mitocondrias
circulares. No se observaron diferencias aparentes entre las mitocondrias de las células estudiadas,
ni tampoco en sus crestas mitocondriales, que eran transversales y uniformes a lo largo de la

mitocondria (Figura 5.31 A.).

La cuantificacion del tamafio de las mitocondrias no mostré diferencias significativas entre
las células del control y del paciente (Figura 5.31 B.). Se obtuvo mucha desviacién estandar en los
datos representados, puesto que se midieron todas las mitocondrias observadas en las
preparaciones, independientemente de si eran alargadas o circulares, que podrian ser secciones de

estas. El nimero de crestas mitocondriales con contactos en la membrana mitocondrial externa
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fueron similares para ambas células C y P (Figura 5.31 C.). Estas comparaciones indican que las

mutaciones en ATAD3C no interfieren en la estructura de las mitocondrias o sus crestas.
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Figura 5.31. Ultraestructura mitocondrial de los fibroblastos control (C y C3) y paciente (P). A. Imégenes representativas
de microscopia electrénica de los fibroblastos C, C3 y P. En vertical se muestran dos imagenes correspondientes a las
mismas células. Se sefialan ejemplos de crestas mitocondriales transversales y uniformes a lo largo de la mitocondria
(flechas amarillas). B. Cuantificacion del area mitocondrial (um?). C. Cuantificacion del nimero de crestas mitocondriales
que contactan con la membrana mitocondrial externa (Cristae Junction) (%). Se observaron 40 mitocondrias para Cy 49
mitocondrias para P. Los datos se representan como la media = SD (desviacidn estandar). Y la significacién estadistica se
evaluo con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando P con C.

5.9.2. Medida del crecimiento en cultivo y consumo de oxigeno

Para comprobar si los fibroblastos del paciente presentaban alguna deficiencia detectable
en su crecimiento, se compard el crecimiento de los fibroblastos P respecto a los fibroblastos
derivados de un individuo control de edad similar, 3 afios (C3), en medios de cultivo con glucosa y

en medio de cultivo con galactosa.
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Figura 5.32. Tiempo de duplicacién (dfas) de los fibroblastos C3, C3ATAD3C-HA p y PATAD3CGHA en glucosa y en galactosa. Se
mantuvieron en cultivo hasta 10 dias. Los datos se representan como la media = SD (n=3) del tiempo de duplicacion en
las células crecidas en un medio con glucosa o con galactosa. Tiempo de duplicacidn (dias): C3 glucosa: 2,2 + 0,07; C3
galactosa: 2,64 + 0,33; C3ATAD3C-HA glycosa: 3,58 + 0,43; C3ATAD3CHA gglactosa: 4,65 + 0,23; P glucosa: 2,03 + 0,09; P
galactosa: 2,27 £0,16; PATAD3CHA glycosa: 3,10 £ 0,51; PATAD3CHA gglactosa: 4,25 + 0,44. La significacidn estadistica se evalud
con el test no paramétrico Mann-Whitney, * p < 0,05, respecto la linea celular que se indica en cada comparacion.

Los tiempos de duplicacion, en dias de fibroblastos P en glucosa (2,03 + 0,091) y en galactosa
(2,275 £ 0,169) fueron menores que los de C3 en glucosa (2,207 = 0,075) y en galactosa (2,643 *
0,331). Sin embargo, la tendencia de los fibroblastos P a crecer mejor en ambas condiciones no fue

significativa (Figura 5.32).

Ambas lineas celulares aumentaron su tiempo de duplicacidon cuando se reemplazo la
glucosa del medio de cultivo por galactosa. Este aumento fue significativo en el caso de las células

C3, pero no lo fue en las células P.

Cuando se sobreexpresd ATAD3C-HA en los fibroblastos P, el tiempo de duplicacion aumento
significativamente (152,7 %). Cuando se utiliz6 medio con galactosa, el tiempo de duplicacién

todavia fue superior respecto P en galactosa (186,8 %) (Figura 5.32).

A continuacion se midié el consumo de oxigeno de fibroblastos derivados de un individuo
control de 1 mes de edad (C) y derivados del paciente (P), utilizando un oxigrafo de alta resoluciéon

(Oroboros®).

Los resultados de la respiracion enddgena de ambas lineas celulares no mostraron
diferencias significativas, aunque, las células del paciente tendian a consumir mas oxigeno que las

del control (Figura 5.33).
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Figura 5.33 Respiracién endégena por célula de los fibroblastos control (C) y paciente (P). Los datos se representan como la
media + SD (desviacién estandar) del consumo de oxigeno por célula (% fmolOy/ml/min/célula) (n=3). Consumo de
oxigeno/célula (%): C: 100 + 33,41; P: 144,23 + 43,22. La significacion estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-
Whitney, *p < 0,05. No hubo diferencias significativas entre Py C.

5.9.3. Medida de los niveles de DNA mitocondrial

El gen ATAD3A parélogo de ATAD3C se ha relacionado con el mantenimiento del mtDNA
(Gerhold et al., 2015). Se cuantificaron los niveles de mtDNA en los fibroblastos C3, Cy P, y se

compararon respecto a los niveles de DNA nuclear mediante qPCR.

Las diferencias entre los tres fibroblastos no fueron significativas. Esto indica que las

mutaciones que presenta el paciente no alteran el contenido de DNA mitocondrial en sus

fibroblastos (Figura 5.34).
150
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Figura 5.34. Numero de copias de DNA mitocondrial (mtDNA) en fibroblastos control (C3 y C) y paciente (P). Los datos
se representan como la media + SD (desviacidn estandar) del % del contenido de DNA mitocondrial (n=3). mtDNA (%):
C3: 100 + 16,09; C: 110,51 + 19,32; P: 90,45 + 41,71. La significacion estadistica se evalud con el test no paramétrico
Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando con C3 (la linea de puntos corresponde al contenido de mtDNA en las células C3

considerado el 100 %).
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5.9.4. Estudio de la expresion de las proteinas ATAD3A y ATAD3B en fibroblastos

Para determinar si en fibroblastos del paciente estan afectadas las proteinas ATAD3A vy
ATAD3B o a proteinas del sistema OXPHOS, fibroblastos C3 y P se analizaron (por triplicado)

mediante geles SDS-PAGE e inmunodeteccion (Figura 5.35 A.).

La expresion de la proteina ATAD3A fue similar en los fibroblastos C3 y P con el anticuerpo
frente ATAD3A. Sin embargo, la expresién de ATAD3B disminuyd significativamente en los

fibroblastos P (Figura 5.35 Ay B.).

No se encontraron diferencias de expresion entre las lineas P y C3 para la mayoria de las
subunidades de los complejos respiratorios analizadas. Sin embargo, la expresion de la subunidad
p.MT-CO1 del CIV fue significativamente mayor en los fibroblastos P que en C3 (Figura 5.35B.) y |a
subunidad c de la ATP sintasa (ATP5MC1) mostré una tendencia a aumentar en los fibroblastos P (no

fue significativo). Ty
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Figura 5.35. Cuantificacién de los niveles de proteina ATAD3A y ATAD3B, y de proteinas del sistema OXPHOS en
fibroblastos C3 y P (n=3), y en las lineas celulares HEK293T, SH-SY5Y y RPMI. A. Imagen de la inmunodeteccién de las
proteinas separadas en geles SDS-PAGE. B. Representacion grafica de la cuantificacién del Western Blot en los
fibroblastos C3y P (%). La B-tubulina se utilizé como control de carga en cada membrana analizada (1, 2, 3). Los datos se
representan como la media £ SD (desviacion estandar) de la expresion de las proteinas respecto la expresion de la
tubulina. La significacidn estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando con C3.
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5.9.5. Estudio de los complejos de ATAD3A y ATAD3B y de los complejos
respiratorios en la membrana mitocondrial, utilizando Blue Native-PAGE

Puesto que la expresion de ATAD3B en geles SDS-PAGE disminuyd significativamente en los
fibroblastos P (Figura 5.35 A y B.) estudiamos qué ocurre con los complejos que forman ATAD3B y

ATAD3A en la membrana en condiciones nativas.

Se realizaron tres extracciones diferentes con detergentes suaves, que permiten que los
complejos se mantengan intactos y no se disgreguen las proteinas que los componen. En la primera
se aislaron mitoplastos a partir de fibroblastos C, C3 y P, y se trataron con 1 % de dodecilmaltdsido
(DDM). En segundo lugar, se aislaron mitocondrias a partir de fibroblastos C3 y Py se solubilizaron
con 1,5 % de digitonina. Con el objetivo de aumentar el rendimiento en la purificacién de
mitocondrias, los fibroblastos C y P se inmortalizaron (Apartado 7.1.13), se aislaron mitocondrias y

solubilizaron con 1,5 % de digitonina.

En primer lugar, se detectd una disminucién de la expresion del complejo de alto peso
molecular de ATAD3B (aproximadamente a 900 kDa) en los fibroblastos P respecto a los fibroblastos
C3, no tan evidente respecto a control C (Figura 5.36 A. y B.). A continuacién, se comprobd si los
complejos de ATAD3A también se veian alterados en el paciente. Se observd una reduccion de la
cantidad del complejo de ATAD3A (800-900 kDa) en fibroblastos P; en comparacion con C; (Figura
5.36C.).
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Figura 5.36. Imagen de la inmunodeteccion de las proteinas ATAD3A (C.) y ATAD3B (A. y B.) en complejos de alto peso
molecular en la membrana mitocondrial interna. Se separaron los complejos nativos, solubilizados a partir de mitoplastos
(A.) o mitocondrias (B. y C.) de fibroblastos C, C3 y P, mediante Blue Native-PAGE. Se cargaron 42,6 ug de la fraccion
mitocondrial solubilizada por calle.

La expresion de los complejos de alto peso molecular de ATAD3A y ATAD3B se vieron
afectados en los fibroblastos del paciente, por ello, se estudid si también estaban afectados los

complejos respiratorios en la membrana.
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Se cuantificé la cantidad de los complejos respiratorios en los tres ensayos de Blue Native-
PAGE respecto el complejo Il (SDHB), considerandolos triplicados biolégicos. No hubo diferencias

entre fibroblastos control y paciente (Figura 5.37).
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Figura 5.37. Cuantificacién de la cantidad de los complejos respiratorios ensamblados en mitoplastos o mitocondrias. A-C.
Imagen de las inmunodetecciones. Se separaron los complejos nativos, solubilizados a partir de mitoplastos (A.) o
mitocondrias (B.y C.) de fibroblastos C, C3 'y P, mediante Blue Native-PAGE. Se cargaron 42,6 ug de la fraccién mitocondrial
solubilizada por calle. D. Representacidn grafica de la cuantificacion de la Blue Native-PAGE. Los datos se representan como
la media + SD (desviacion estandar) del % de expresion cuantificada respecto a la expresion de SDHB (Cll) en cada
membrana (n=3). La significacidn estadistica se evalud con el test no paramétrico Mann-Whitney, *p < 0,05, comparando
con C+C3 (cuantificacion de los dos controles).

En el estudio de la funcion mitocondrial en fibroblastos de paciente, la Unica alteracién que
se detectd fue la reduccion de la expresién de los complejos de alto peso molecular de ATAD3A y

ATAD3B en la membrana.
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5.10. Discusion

En este trabajo describimos el caso de un nifio diagnosticado con paralisis cerebral,
tetraparesia aspastica, retraso severo del lenguaje y trastorno del movimiento, que incluye temblor
y mioclonias. Después de estudiar el exoma completo, se considerd que dos variaciones en
heterocigosis compuesta en el gen ATAD3C pueden ser la causa de la patologia. Se trataria del primer

caso de patologia mitocondrial debida a mutaciones en ATAD3C.

ATAD3C es un gen localizado en tandem en el cromosoma 1, en primates, en tdndem con
sus paralogos ATAD3A y ATAD3B (Harel et al., 2016). El locus ATAD3 esta altamente conservado en
eucariotas superiores, y la alta homologia existente entre los tres genes que lo constituyen confiere
inestabilidad a la zona vy facilita el fendmeno de recombinacién homadloga no alélica (NAHR). Se han
descrito recientemente deleciones recesivas y duplicaciones dominantes que causan enfermedad
mitocondrial perinatal letal. Las deleciones en el locus estdn caracterizadas por hipoplasia
pontocerebelosa vy alteraciones durante el embarazo (Desai et al., 2017; Harel et al., 2016; Peeters-
Scholte et al., 2017; Yap et al., 2021), y las duplicaciones por cardiomiopatia, hiperlactacidemia
persistente, cataratas y encefalopatia (Frazier et al., 2021; Gunning et al., 2020). En un total de 34
casos no relacionados, los pacientes no superaron los 7 meses de vida, salvo una excepcién de un
paciente que vivié al menos 30 afios (Desai et al., 2017). Ademas de los casos de reagrupamientos
se han descrito 16 pacientes no relacionados con mutaciones puntuales dominantes y recesivas,
todas ellas afectando al gen ATAD3A. La mayoria de estos pacientes presentaban hipotonia,
neuropatia periférica y ataxia, e incluso algunos también tenian patologia oftalmoldgica. Cuatro
pacientes fallecieron poco después de nacer (Peeters-Scholte et al., 2017; Peralta et al., 2019; Yap
et al., 2021), los restantes presentaron un fenotipo menos severo y algunos incluso alcanzaron la
edad adulta (Cooper et al., 2017; Harel et al., 2016; Yap et al., 2021). No se han descrito mutaciones
puntuales en los genes ATAD3B o ATAD3C. El estudio de las variaciones genéticas en ambos genes
en mas de 140.000 individuos ha llevado a incluir ATAD3B y ATAD3C en un grupo de genes cuya
pérdida de expresién podria ser tolerable en humanos (Karczewski et al., 2020). Sin embargo, que
se pueda tolerar la ausencia del gen no excluye que cuando el gen contiene mutaciones estas tengan
efecto fenotipico. En nuestro paciente, una de las mutaciones en ATAD3C que se ha descrito
previamente en gnomAD (c.152+1G>A) alteraria el proceso de splicing eliminando la expresion del
gen. La segunda mutacién (c.692T>C) ocurre dentro del dominio AAA* ATPasa junto al dominio
Walker By los predictores dan alta probabilidad de que tenga efecto funcional. Una mutacién en
homocigosis en la posicion equivalente en ATAD3A (p.Leu406Arg) se ha descrito como causante de
patologia severa en cuatro hermanos de padres consanguineos (Peralta et al., 2019). Los pacientes

que fallecieron a los pocos dias de vida compartian con nuestro paciente sintomas como hipotonia

127



Estudio del gen ATAD3C

axial y temblor en las extremidades. En fibroblastos derivados de uno de los hermanos se observo
disminucion de los niveles de proteina ATAD3A y de la cantidad de complejo de alto peso molecular
en el que se encuentra ATAD3A en la membrana mitocondrial. No se alterd la actividad o la
estructura de los complejos respiratorios, indicando que ATAD3A no esta directamente implicada en
la funcién de los complejos OXPHOS. Sin embargo, se observaron malformaciones de las crestas
mitocondriales, relacionando ATAD3A con el mantenimiento de la ultraestructura mitocondrial,
como va se habia descrito previamente (Gerhold et al., 2015; Holt et al., 2007). En fibroblastos de
nuestro paciente no estd alterada la morfologia mitocondrial, la respiracién celular, el nimero de
copias de mtDNA o la cantidad de complejos respiratorios ensamblados. Sin embargo, parece que el
complejo o complejos de los que forma parte ATAD3A (800-900 kDa) y ATAD3B (aproximadamente
900 kDa) en la membrana mitocondrial pueden estar reducidos. La inmunodeteccién de dichos
complejos tras Blue-Native puede dar resultados variables dependiendo del anticuerpo utilizado, por

lo que para confirmarlo serd necesario separar esos complejos en segunda dimension.

El gen ATAD3C carece de cuatro exones si se compara con ATAD3A, por ello se ha
considerado que podria ser un pseudogén sin importancia en la patologia producida por alteraciones
en el locus ATAD3 en humanos (Harel et al., 2016, Yap et al., 2021). Se considera pseudogén a una
copia defectuosa de otro gen que acumula mutaciones que evitan que den lugar a una proteina
funcional (Cheetham et al., 2020). En los ultimos afios se han descrito muchos ejemplos de
pseudogenes con funcion reguladora a través de diversos mecanismos. Pueden ser una fuente de
moléculas de RNA reguladoras; pueden generar una proteina que ha perdido la funcién de la
proteina a partir de la cual se generd pero que regula su funcion; o pueden tener actividad en la

regulaciéon del genoma mediada por la secuencia de DNA (Cheetham et al., 2020).

Ademas de estar truncado respecto a ATAD3A, la expresion del gen ATAD3C no es robusta,
es menor que la expresion de ATAD3A y ATAD3B en todos los tejidos y lineas celulares estudiados y
en muchos casos cercana al limite de deteccién de la técnica utilizada para medirla. Sin embargo, a
pesar de la baja expresion, estudios de RNA-Seq han encontrado transcrito de ATAD3C en partes del
cerebro como cerebelo, que es el 6rgano afectado en nuestro paciente con ataxia (Kuo, 2019), en
hipotadlamo y en hipocampo (Papatheodorou et al., 2020). Se expresa ademas en varias zonas del
cerebro en desarrollo (Lindsay et al., 2016), por lo que podria ser importante en el desarrollo
embrionario, como ocurre con el Unico gen ATAD3 de C. elegans, Drosophila y ratén (Hoffmann et
al., 2009). Mediante medidas por gPCR confirmamos que el gen ATAD3C tiene mayor expresion en
la linea celular RPMI-8226 (derivada de sangre periférica de un paciente con mieloma multiple), que
en otras lineas en cultivo, indicando que su expresidon puede aumentar en algunas situaciones

patoldgicas.
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A nivel de proteina, Wang y colaboradores, utilizando protedmica cuantitativa, detectaron
la proteina ATAD3C en numerosos tejidos, aunque en baja cantidad, siendo el tejido pulmonary la
amigdala los que mayor expresion presentaron (D. Wang et al., 2019). En este trabajo, hemos
detectado péptidos Unicos de ATAD3C mediante LC-MS/MS en la linea celular HEK293T, tal y como
describieron previamente (Garin-Muga et al., 2016). Por lo tanto, el gen ATAD3C, a pesar de su baja

expresion y de estar truncado respecto a ATAD3A, da lugar a una proteina.

La proteina ATAD3C podria tener una funcion bioldgica independiente o podria ser una
proteina reguladora de alguna de las otras proteinas del locus ATAD3. Presenta una homologia de
secuencia del 77,13 % con la proteina ATAD3A y del 78,7 % con ATAD3B. Tal como en sus pardlogos,
el andlisis de su estructura primaria indica que presenta un dominio de hélice superenrollada que
podria ser importante para las interacciones proteina-proteina en el proceso de oligomerizacién
(Gilquin, Cannon, et al., 2010), y un dominio transmembrana. Su dominio AAA* ATPasa en el extremo
C-terminal segun predicciones de Alphafold (Jumper et al.,, 2021) tiene estructura secundaria y
terciaria comun con otros dominios AAA* ATPasas (Miller & Enemark, 2016). Igual que sus paralogos,
contiene los motivos Walker A y Walker B conservados, y un dominio SRH (Ogura et al., 2004), que
permite clasificar las proteinas ATAD3 como AAA ATPasas. Unicamente observamos que carece del

dedo de arginina (arginina 1) respecto a ATAD3A y ATAD3B.

Nuestros estudios de localizacién subcelular indican que ATAD3C es una proteina
mitocondrial que tiene el extremo carboxilo terminal protegido por la membrana mitocondrial
interna y el extremo amino en el espacio intermembrana. La misma topologia se ha descrito para

sus paralogos ATAD3A y ATAD3B (Baudier, 2018; Gilquin, Taillebourg, et al., 2010).

Las proteinas AAA* ATPasas se caracterizan por oligomerizar para dar lugar a la forma
biolégicamente activa, que normalmente es un hexamero con un poro central formado por residuos
de las seis subunidades (Erzberger & Berger, 2006; T Ogura & Wilkinson, 2001). Estas proteinas son
capaces de ensamblar o desensamblar sustratos poliméricos trasladando sus subunidades a través
del poro central del hexdmero acoplando la hidrélisis de ATP a la translocacién del sustrato a través
del poro (Monroe & Hill, 2016). La unién de ATP, que interacciona con interdominios formados por
dos mondmeros adyacentes del hexamero, es necesaria para que pueda unirse la molécula de

sustrato (Hanson & Whiteheart, 2005).

Los estudios de la oligomerizacién de AAA* ATPasas utilizando diversas técnicas de andlisis
de proteinas han detectado la presencia de dimeros y tetrameros en proceso de formacién de los
hexameros, en presencia de niveles elevados de ATP y magnesio (Lee et al., 2004; Bieniossek et al.,

2006; Kress et al., 2007; Serban et al., 2018). Los dimeros se asocian con tetrdmeros de una misma
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ATPasa generando el hexamero en forma de anillo cerrado. Tras la hidrdlisis del ATP y liberacién del

sustrato, el anillo puede disociarse de nuevo en un dimero y un tetrdmero (Serban et al., 2018).

Aunque se ha considerado que la proteina ATAD3A se asocia en hexameros (Baudier, 2018)
y puede formar hetero-oligémeros con ATAD3B (Merle et al., 2012), se han llevado a cabo muy pocos
estudios moleculares. En este trabajo estudiamos la formacion de oligdmeros de las tres proteinas
ATAD3 mediante estimacion del peso molecular aparente tras la separacién mediante SDS-PAGE y
mediante 1D-Blue Native-PAGE seguida de 2D-SDS-PAGE. Las proteinas ATAD3A y ATAD3C
sobreexpresadas en fibroblastos, mostraron un comportamiento similar. Se detectaron formando
especies compatibles con homo-dimeros, homo-tetrameros y homo-hexdmeros en la membrana
mitocondrial. Para ambas proteinas se detectd ademas un complejo de alto peso molecular, en los
gue los hexameros estarian unidos a otras proteinas, en el caso de ATAD3A, entre 800 y 900 kDa
(Frazier et al.,, 2021; Gilquin, Taillebourg, et al., 2010; Peralta et al., 2019). En los fibroblastos control,
también detectamos en la membrana mitocondrial la proteina ATAD3A a bajo peso molecular (en
2D-SDS-PAGE), compatible con la existencia de un reservorio de homo-dimeros, confirmando que

también la proteina enddgena forma complejos a partir de dimeros.

Para ATAD3B no logramos una alta sobreexpresidon en fibroblastos, a pesar de repetir la
transfeccién aumentando el nimero de particulas virales. Mediante Western Blot detectamos tanto
monomero como dimeros, pero en analisis de Blue Native no detectamos la presencia de oligémeros
en la membrana mitocondrial. A ATAD3B se le ha atribuido la funcidon de receptor de mitofagia que
participa en la eliminacion de mitocondrias disfuncionales (Shu et al., 2021). Esto podria ser la causa
de la reduccién del consumo de oxigeno que hemos encontrado en los fibroblastos que
sobreexpresan ATAD3B v la dificultad de aumentar la sobreexpresién de la proteina en la linea
celular. La isoforma 1, con la que hemos trabajado, se ha considerado la principal porque da una
proteina (72,573 kDa) compatible con el tamafio que detecta el anticuerpo especifico para ATAD3B.
Sin embargo, algunos autores consideran que esa banda puede corresponder a proteina ATAD3A
fosforilada (H. Y. Fang et al., 2010; Li et al., 2014). Seria necesario llevar a cabo el estudio de
sobreexpresién y formacion de oligémeros con la isoforma 3 de ATAD3B, que clonamos con facilidad

a partir de células HEK293T, para determinar su comportamiento en los estudios moleculares.

En estudios previos se ha descrito que la sobreexpresiéon de ATAD3A puede causar
fragmentacion mitocondrial (Cooper et al., 2017), y la expresion del gen ortélogo en Drosophila (bor)
produjo elongacion de las mitocondrias sin afectar la viabilidad, indicando que se necesita una
cantidad correcta de ATAD3A funcional para mantener la dindmica mitocondrial en equilibrio (Harel

et al, 2016). Sin embargo, nosotros no observamos fragmentacién mitocondrial tras la
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sobreexpresion de ATAD3A en fibroblastos. Tampoco detectamos disminucién del consumo de

oxigeno.

Hemos detectado que la proteina ATAD3C interacciona con ATAD3A en experimentos de
inmunoprecipitacién, y que reduce el tamafio del complejo de ATAD3A (de 800-900 kDa hasta
aproximadamente 700 kDa). La separacion en segunda dimensién de este complejo de menor peso
molecular confirmé que contenia subunidades de ATAD3C, ya sea por introduccién de homo-
dimeros de ATAD3C, o de hetero-dimeros de ATAD3A y ATAD3C. Estos resultados indican que
ATAD3C puede ser una proteina reguladora de ATAD3A. La sobreexpresion de ATAD3C llevé ademas
a la acumulacién de complejo Il dimérico en la membrana mitocondrial, que parece causada por la
reduccién del ensamblaje de Clll; en supercomplejos. Esta alteracion puede explicar por qué la
sobreexpresion de ATAD3C fue mas tdxica para los fibroblastos, afectando al consumo de oxigeno,
gue la sobreexpresion de ATAD3A. Podriamos especular que la acumulacién de ClIl; se produce
porque ATAD3A no lleva a cabo correctamente su funcién de mantenimiento de la estructura de la

membrana mitocondrial en presencia de ATAD3C.

Nuestros estudios demuestran que la proteina ATAD3C puede regular la funciéon de ATAD3A
modificando el complejo que esta forma en la membrana mitocondrial y proporcionar un posible
mecanismo por el que alteraciones en ATAD3C pueden llevar a patologia en pacientes. Aunque
parece confirmado que ATAD3A es el gen mas importante del locus ATAD3, para considerar ATAD3C
un pseudogén con funcion reguladora, seria necesario confirmar que no tiene funcién bioldgica de
la proteina de la que derivd, ATAD3A. Sin embargo, a pesar de que se ha asociado su funcion a
diversos procesos en la membrana mitocondrial, queda por elucidar cual es el sustrato translocado

a través del poro de la AAA* ATPasa ATAD3A.

En resumen, en este trabajo se describe el primer caso de mutaciones en ATAD3C en un
paciente. El paciente presenta un fenotipo que puede ser compatible con alteraciones descritas en
la literatura en el locus ATAD3, sin embargo, pone de manifiesto la dificultad de asociar el fenotipo
con las mutaciones, cuando los conocimientos del gen son escasos y no hay casos previos descritos.
La confirmacién de que el gen ATAD3C genera una proteina que puede interaccionar con ATAD3A
regulando la funcién de ATAD3A proporciona informacién molecular de como ATAD3C puede
participar en la patologia del paciente. Sin embargo, nuestros resultados de interaccion se han
obtenido al sobreexpresar la proteina ATAD3C. Se estudiard la oligomerizaciéon de ATAD3A en
fibroblastos del paciente y en células reprogramadas a partir de fibroblastos del paciente (Cooper et
al., 2017) antes de concluir que las mutaciones en ATAD3C suponen la causa etioldgica del cuadro

clinico del paciente.
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5.11. Conclusiones

Las conclusiones que se han extraido de la realizacion de este estudio son:

132

1.

La expresidn del gen ATAD3C es menor que la expresion de ATAD3A o ATAD3B en lineas

celulares y tejidos.

El gen ATAD3C da lugar a una proteina localizada en la membrana mitocondrial interna con
su extremo carboxilo protegido en la membrana mitocondrial interna y su extremo amino

terminal expuesto en el espacio intermembrana.

La sobreexpresion de las proteinas ATAD3A, ATAD3B o ATAD3C en fibroblastos ha permitido

identificar homo-dimeros unidos por puentes disulfuro en lisados celulares.

La sobreexpresion de las proteinas ATAD3A, ATAD3B o ATAD3C en fibroblastos ha permitido
identificar en la membrana mitocondrial especies compatibles con homo-dimeros,

tetrameros y hexameros para ATAD3A y ATAD3C pero no para ATAD3B.

La separacion en geles nativos seguida de segunda dimensién desnaturalizante ha permitido
detectar que en la membrana mitocondrial ATAD3A se acumula en forma de dimeros,

ademas de encontrarse en un complejo de alto peso molecular.

La proteina ATAD3C interacciona con la proteina ATAD3A en la membrana mitocondrial

interna alterando el complejo de alto peso molecular del que esta forma parte.

La presencia de ATAD3C lleva a la acumulacién del dimero del complejo Ill; en la membrana

mitocondrial.

Las mutaciones p.Leu231Proy c.152+1G>A en el gen ATAD3C en los fibroblastos del paciente
no alteran la formacién de crestas en la membrana, la respiracién celular, el nimero de

copias de mtDNA o la cantidad de los complejos respiratorios ensamblados.

El gen ATAD3C podria ser el causante del fenotipo del paciente, pero son necesarios mas
estudios para confirmarlo.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

6.1. Edicion del genoma por CRISPR-Cas9

Hemos puesto a punto es la ediciéon del genoma mediante el sistema Alt-R CRISPR-Cas9 (IDT).
Se utilizd para silenciar los genes del locus ATAD3 en la linea celular HEK293T. Debido al alto
porcentaje de homologia entre las secuencias de los tres genes, no se consiguio el disefio de una
guia especifica para ATAD3C. Por ello, se disefiaron dos guias de RNA comunes para los 3 genes. Se
comprobaron las secuencias de los genes de numerosos clones utilizando oligonucledtidos
especificos para amplificar cada gen. Conseguimos dos clones, en el primero se detectaron pequefias
deleciones en las secuencias de ATAD3B y ATAD3C, y en el otro Unicamente en ATAD3B. Los niveles
de proteina de ATAD3B disminuyeron en ambos clones, sin embargo, debido a la falta de anticuerpo
frente la proteina ATAD3C no se pudo confirmar su expresion. Puesto que la linea celular es
aneuploide (Lin et al., 2014), aunque detectamos dos tipos de deleciones en un gen, puede que
todavia se exprese alguna copia. Con estas guias se intentara editar el genoma de fibroblastos o

incluso de iPSCs y, estudiar a nivel funcional el silenciamiento de los genes del locus ATAD3.

La técnica de edicion del genoma mediante el sistema Alt-R CRISPR-Cas9 puede servirnos en
el futuro como alternativa a la complementacion genética. Podriamos eliminar la mutacién o las
mutaciones consideradas patoldgicas en genes nucleares que afectan a la funciéon mitocondrial, en

fibroblastos derivados de un pacientes, para confirmar su patogenicidad.

6.2. Estudio de la funcién mitocondrial de iPSCs derivadas de fibroblastos

Existen algunas variantes en el genoma humano que no pueden estudiarse en organismos
modelo. El gen ATAD3C y sus pardlogos solamente estdn presentes en el genoma de primates, por
ello, una vez que se tenga informacion molecular sobre la funcién del gen, la enfermedad no puede
estudiarse en modelos habituales de ratén o Drosophila. Sin embargo, la disponibilidad de

fibroblastos del paciente permite generar células madre pluripotentes inducidas, iPSCs.

Los modelos en iPSCs estan siendo una herramienta muy valiosa para el estudio de algunas
enfermedades humanas, puesto que permiten el estudio de la mutacién en diversos linajes celulares
como tejido nervioso, muscular, etc. Las iPSCs son, por otro lado, otra posible fuente de terapia
celular. En el futuro, se estudiara la funcién mitocondrial de las iPSCs derivadas de los fibroblastos
del paciente con mutaciones en ATAD3C (generadas en el Banco de Células Madre de Barcelona, del
Instituto de Investigacion Biomédica de Bellvitge (IDIBELL). Se realizaran diferenciaciones a neurona

y a cardiomiocito, y se estudiaran en ellas la funcién mitocondrial.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cultivos celulares

7.1.1. Lineas celulares

Los fibroblastos primarios y las lineas celulares establecidas y utilizados durante este trabajo se

recogen en la Tabla 7.1.

Tabla 7.1. Fibroblastos primarios y lineas celulares utilizados durante el desarrollo de la tesis.

Células

HEK293T

SH-SY5Y

RPMI 8826

cic*

C3(C3) *

P3

P(P)*

Tipo celular

Células embrionarias de rifion humano

Células de neuroblastoma procedente de
médula ésea de una nifia de 4 afios

Células humanas de mieloma multiple
procedente de sangre periférica de un

paciente de 61 afios

Fibroblastos primarios derivados de un

individuo control de 1 mes
derivados de un

Fibroblastos primarios

individuo control de 3 afios
Fibroblastos primarios derivados de un
paciente de 6 afios con las mutaciones
€.554 _558delTTCTT; (p.Tyr187AsnfsTer65) vy
¢.371T>C (p.lle124Thr) en NDUFAF6
Fibroblastos primarios derivados de una
paciente de 4 aflos con las mutaciones
c.2591A>G  (p.Asn864Ser) y ¢.3649G>C
(p.Ala1217Pro) en POLG

Fibroblastos primarios derivados de un
paciente de 3 afios (en el momento de la
extraccién) con  mutaciones  ¢.692T>C

(p.Leu231Pro) y ¢.152+1G>A en ATAD3C

Procedencia

“SH-SY5Y ATCC ® CRL-2266TM Homo
sapiens bone marrow neuroblast.”

https://www.lgcstandards-
atcc.org/Products/All/CRL-
2266.aspx?geo_country=es.

RPMI 8226  (ATCC®

https://www.lgcstandards-
atcc.org/Products/All/CCL-
155.aspx?geo_country=es#

CCL-155™)

Cedidos por el Hospital San Joan de Deu
de Barcelona

Departamento de Neurologia
pediatrica del Hospital Vall d’'Hebrén e
Instituto de Investigacion (VHIR) de
Barcelona

Instituto de Investigacién Sant Joan de
Déu (Barcelona)

Hospital Universitario 12 de Octubre de
Madrid

*Cuando la linea se inmortalizé se utilizd el plasmido lentiviral pLOX-Ttag-iresTK (Tronolab) (Anexo Il, Figura 10.3), y la linea
se nombro afiadiendo el superindice i.
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7.1.2. Materiales y medios de cultivo celulares

Los fibroblastos primarios y las lineas celulares HEK293T y SHSY-5Y se crecieron en el medio
de cultivo DMEM de Gibco (ThermoFisher Scientific) con 4,5 g/ de D-glucosa, L-glutaminay 1 mM
de Piruvato de sodio, suplementado con suero fetal bovino al 10 % (SFB, Invitrogen). Este medio se

denominard a partir de ahora como DMEM completo.

Cuando fue necesario, como en la seleccién de clones modificados mediante CRISPR-Cas9,

se adiciond uridina a una concentracién final de 50 ug/ml.

Cuando se indica medio con baja glucosa, los fibroblastos se crecieron durante 3 dias en el
medio DMEM de Gibco con baja glucosa (ThermoFisher Scientific), 1 g/l D-glucosa, L-glutaminay 1

mM de Piruvato de sodio.

Los experimentos en que se indica medio con galactosa, las células se crecieron con el medio
DMEM sin glucosa de Gibco (ThermoFisher Scientific) suplementado con 0,9 g/l de galactosa, 1 mM
de piruvato de sodio y 10 % de SFB.

La linea celular RPMI 8826 se cultivd en el medio de cultivo RPMI, de Gibco (Invitrogen).

Las placas de cultivo celular de 9,2, 22,1, 60,1y 147,8 cm?, asi como los frascos de cultivo de
25y 75 cm?, y las placas de 6, 12, 24 y 96 pocillos estériles empleadas para el cultivo de las células
fueron adquiridas de la casa comercial TPP. Los tubos de 15 mly 50 ml utilizados fueron de la casa

comercial Corning®.

7.1.3. Siembray cultivo celular

El trabajo con cultivos celulares tuvo lugar en condiciones de esterilidad, utilizando para ello
una campana de flujo laminar vertical modelo Biological Safety Cabinet Class Il de Nuaire y tomando
las medidas necesarias para evitar contaminaciones. Durante el desarrollo de esta tesis se ha
cultivado en ausencia de antibidticos, excepto en aquellos experimentos en los que se quiso evaluar
el efecto de los mismos y durante la seleccion de las lineas celulares transducidas con un vector
lentiviral resistente a un antibiético. El material de vidrio usado en la manipulacion de las células se
esterilizd a 120 °C en un autoclave (Autoester Mod 4376, Selecta) durante 20 minutos a 1 atmosfera
de presion vy los reactivos se filtraron a través de filtros de jeringa Corning® de 0,2 um de tamafio de
poro (Sigma-Aldrich). Todo el material se limpid con etanol al 70 % antes de introducirlo en la
campana. Los conductos empleados para succionar los medios de cultivo mediante bomba de vacio
se lavaron con lejia al 20 % tras cada uso y al finalizar la sesion de trabajo. Todo el material en
contacto directo con cultivos celulares fue desechado en los contenedores adecuados para ser

procesado por empresas especializadas.
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7.1.4. Mantenimiento de los cultivos celulares

Todos los medios usados para lavar, tripsinizar, centrifugar y cultivar las células se

precalentaron a 37 °C en un bafio de agua.

Los cultivos se mantuvieron durante su crecimiento en un incubador de Nuaire a 37 °C, en
atmdsfera hiumeda al 5 % de CO,, renovando el medio periddicamente cada 2-3 dias hasta llegar a
una confluencia del 80 %. En este punto, se retiré el medio de cultivo por succién, las células se
lavaron con tampdn fosfato salino (PBS, phosphate buffered saline, ThermoFisher Scientific) para
eliminar las proteinas del suero que inhiben la tripsina, y posteriormente se incubaron con unos
0,012 ml/cm? de una solucién conteniendo 0,05 % de tripsina (Sigma) y 0,02 % de EDTA (Panreac)
en PBS (esterilizada mediante filtros Corning® de 0,2 um de tamafio de poro, Sigma-Aldrich) durante
2-3 minutos a 37 °C. Transcurrido este tiempo, se comprobd con un microscopio invertido que las
células se hubieran despegado, se resuspendieron en un volumen de medio 3-5 veces mayor que el
volumen de la tripsina y se centrifugaron a 2000 x g en la centrifuga Hermle Z300 durante 5 minutos

a temperatura ambiente. El pellet celular obtenido fue procesado segln el uso que se le fuera a dar.

7.1.5. Congelacién y descongelacion celular

Para la congelacion de células se utilizaron criotubos de 2 ml de capacidad resistentes a N;
liquido de la marca TPP. Las células para congelar se dejaron crecer hasta alcanzar un 70-80 % de
confluencia en placas de 100 mm, se tripsinizaron y se recogieron por centrifugacién. El pellet celular
obtenido, se resuspendid en 0,750 ml de medio de cultivo suplementado con un 20 % de SFB y un

10 % de dimetilsulféxido (DMSQO), compuesto organico que actla como crioprotector.

Los criotubos se almacenaron en una caja de congelacion con isopropanol a -80 °C durante
al menos un dia, para favorecer la congelacion paulatina y uniforme (descenso de aproximadamente
1 °C/min). Tras 24 h, se pasaron a una caja almacenada en un congelador a -80 °C. Los criotubos se
mantuvieron en un congelador a -80 °C durante un minimo de 24 horas antes de trasladarlos al
contenedor de N; (-196 °C), donde pueden mantenerse durante largos periodos de tiempo sin sufrir

deterioro.

La descongelacién de los criotubos almacenados se realizé diluyendo la suspensién vy
eliminando el agente preservante (DMSO) con la mayor rapidez posible. Para ello, se tomd el vial
indicado del tanque de N; liquido o del congelador a -80 °C, se resuspendio el contenido en 4 ml de
medio de cultivo en un tubo de 15 ml, que se centrifugd a 2000 x g (en la centrifuga Hermle Z300)
durante 5 minutos para eliminar el DMSO, que resulta téxico a temperatura ambiente. El pellet se

disgregd y las células se sembraron en una placa de cultivo adecuada. Una vez que las células se
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adhirieron a la placa, se cambid el medio de cultivo para eliminar posibles trazas de DMSO que

perjudicarian el crecimiento celular.

7.1.6. Recuento celular

El recuento celular se realizd con el aparato de contaje automatico de células Countess Il FL
Automated Cell Counter (ThermoFisher Scientific). Este aparato esta disefiado para el contaje de
células (rango de concentraciones entre 1 x 10*y 1 x 107 células/ml) y la evaluacion de su viabilidad
utilizando la técnica estandar del azul tripan, siendo necesaria la misma cantidad de muestra que
con un hemocitémetro o cdmara de Neubauer. El azul tripan es un colorante capaz de penetrar en
las células muertas, ya que éstas presentan su membrana plasmatica desestructurada. Asi, se
mezclaron 20 pl de suspension celular con la misma cantidad de azul tripan y se pipetearon 10 ul en
el interior de la cdmara desechable (Countess™ cell counting chamber slides de Invitrogen Thermo
Fisher Scientific) por duplicado, de manera que las células fueron contadas de forma automatica por

el aparato en unos 30 segundos.

7.1.7. Tratamiento con farmacos

En los experimentos en que se utilizé -ceftriaxona (Ceftriaxone disodium salt
hemi(heptahydrate) (CFT) de Sigma), antibidtico de la clase de las cefalosporinas de tercera
generacion, se prepararon soluciones a 0,1 pug/ml, 10 ug/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml, 300 pg/ml, 1000
ug/mly 1500 pg/ml de ceftriaxona en agua destilada estéril (Gibco, Fisher Scientific).

La lidocaina (lidocaine hydrochloride, de Sigma-Aldrich GmbH) es un anestésico local que
suele suministrarse junto con ceftriaxona, para reducir la intensidad y frecuencia de dolor por la
inyeccién (Mohamed & Kamal, 2018). En este trabajo, se prepararon soluciones a 0,05 mM, 0,2 mM,

1 mM, 2 mM, 4 mM, 6 mM, 8 mM y 10 mM de lidocaina disuelta en agua.

El AZT o azidotimidina (3"-Azido-3"-deoxythymidine de Ghentham Life Sciences), es un
andlogo del sustrato natural (nucledsido de timidina) de la transcriptasa inversa, y actla

inhibiéndola. Se prepard una solucién de 10 uM de AZT disuelto en carbometilcelulosa.

De forma paralela a los tratamientos, se cultivaron controles de células tratadas Unicamente
con el vehiculo en el que fue disuelta cada droga, con el fin de descartar efectos inespecificos de los

mismos.

7.1.8. Analisis y tratamiento de contaminacién por Mycoplasma sp.

El control de contaminacién por micoplasma se llevd a cabo periddicamente a partir de una

alicuota del medio de cultivo tras 48 horas de contacto con las células. Para ello, se empled un kit
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comercial que se basa en la amplificacion del DNA de los micoplasmas por PCR (Mycoplasma Gel

Detection Kit, Biotools).

En caso de ser necesario, se procedid a la eliminacion de los mismos empleando una
combinacién comercial de antibidticos (BM Cyclin, Roche), BM cyclin 1 (derivado de pleuromitilina),
10 pg/ml, 3 dias; y BM cyclin 2 (derivado de tetraciclina), 5 ug/ml, 4 dias. El ciclo se repitio tres veces,

tras los cuales se volvié a comprobar la presencia de contaminacién.

7.1.9. Estudios de proliferacion celular: curvas de crecimiento

Para determinar la velocidad de crecimiento celular en distintos medios y en presencia de

drogas se realizaron curvas de crecimiento en las que se evalud el tiempo de duplicacion celular.

Se sembraron fibroblastos primarios a una densidad de 25000 células en placas de cultivo
de 6 pocillos para los primeros puntos de las curvas y placas de Petri de 60 mm o 100 mm para los
Ultimos dias del estudio. Una vez se adhirieron las células (entre 6 y 24 horas), se tripsinizé un pocillo
de cada una de las condiciones en estudio y se procedid al recuento celular para establecer el tiempo

cero de la curva de crecimiento.

Los contajes se realizaron a tiempo 0, 2, 6, 8, 10 dias, siguiendo el protocolo descrito

anteriormente (Apartado 7.1.6) cada uno de ellos por cuadruplicado.

Para calcular el tiempo de duplicacidn celular, se representd graficamente el nimero de
células frente al tiempo transcurrido y se ajustd a una curva exponencial del tipo: N = a - ePt, donde
N es el nimero de células y t el tiempo expresado en horas. A partir de esta ecuacion, el tiempo de

duplicacion (DT) se obtuvo utilizando la formula: DT =1n2/b.

7.1.10. Inmunocitoquimica

Para determinar la localizacién subcelular de las proteinas de interés mediante
inmunocitoquimica en las diferentes lineas celulares, las células se tripsinizaron y sembraron en
pocillos de placa de 6 pocillos sobre cubreobjetos (Microscope cover glasses 22 x 22 mm, de VWR)
debidamente esterilizados con etanol y secados. Se permitié la adherencia de las células al
cubreobjetos, al menos durante 12 horas. Tras llegar a una confluencia de entre el 30 y el 50 %, se

retird el medio de las células y se efectud un lavado con PBS.

Para tefiir las mitocondrias, las células se incubaron con MitoTracker® Red CMXRos
(ThermoFisher Scientific), colorante mitocondrial fluorescente cuya acumulacién depende del
potencial de membrana mitocondrial, en medio DMEM sin aditivos a una concentracién final de 150

nM durante media hora a 37 °C. A continuacién, las células se incubaron con medio completo
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durante 30 minutos a 37 °C. Tras las incubaciones, se lavaron una vez con PBS durante 5 minutos en

agitacion.

Las células se fijaron en 2 % de paraformaldehido (Panreac) durante 15 minutos a
temperatura ambiente sin agitacidn. Se lavaron seguidamente tres veces con PBS durante 5 minutos
en agitacion suave. Para permeabilizar las membranas celulares se incubaron en metanol frio al 100
% durante 15 minutos en agitacién suave. Con objeto de rehidratar las preparaciones, se efectuaron

tres lavados con PBS en las mismas condiciones que los anteriores.

Tras fijar y permeabilizar las células, se incubaron con el anticuerpo primario, diluido en una
solucion de BSA al 2 % en PBS a la concentracion deseada, durante toda la noche a 4 °C. Se lavaron
las preparaciones tres veces con PBS en las mismas condiciones. A continuacién, se afiadié el
anticuerpo secundario Alexa Fluor® (con un fluoréforo que emita a la longitud de onda de interés) a
una dilucion de 1:500 en PBS al 2 % BSA durante 1 hora a temperatura ambiente en la oscuridad.

Por ultimo, se volvieron a lavar las preparaciones tres veces con PBS en las mismas condiciones.

Los cubreobjetos se colocaron sobre portaobjetos (Microscope) limpios y secos con una
pequefia cantidad de solucién de montaje SlowFade® Gold Antifade Reagent with DAPI (Invitrogen).
Cuando las células se observaron mediante microscopia confocal se afiadieron 25 pl de DraQ5™
Fluorescent Probe Solution (5 mM) a la solucién de montaje. Las células fijadas quedan entre las dos
superficies de vidrio y éstas Ultimas adheridas entre si mediante soluciéon de montaje. Finalmente,
las preparaciones se dejaron secar en un ambiente fresco y protegido de la luz hasta su visualizacién

en el microscopio de fluorescencia Zeiss o en el microscopio confocal.

En algunas ocasiones, en lugar de utilizar MitoTracker® Red CMXRos para tefiir las
mitocondrias, se utilizé el anticuerpo frente SDHA (Thermo Fisher Scientific, Anexo Il, Tabla 10.1),
proteina que se localiza en la membrana interna mitocondrial, seguido del anticuerpo secundario
anti-mouse Alexa Fluor® 594 goat (Molecular Probes) que se visualizd a través del canal rojo (Em =
617 nm, Ex =590 nm). La visualizacion de los nucleos con DAPI o DraQ5 se llevd a cabo a través del
canal azul (Em=446/33 nm, Ex=390/40 nm). Y el anticuerpo de interés a través del canal verde, con

el anticuerpo anti-rat IgG(H+L) Alexa fluor 488 (Em = 519nm, Ex = 495nm).

En todos los casos se llevd a cabo paralelamente un control de anticuerpo secundario
(mismo procedimiento, pero sin la incubacion con anticuerpo primario) para descartar la existencia

de uniones inespecificas con el mismo.
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7.1.11.Fijacion de células en cultivo para microscopia electrénica

Para observar células en cultivo mediante microscopia electrénica se sembraron en la
cdmara de Permanox® de 8 pocillos de 0,8 cm?/pocillo (Permanox® chamber slide de Lab-Tek © Sigma

Aldrich).

Dependiendo el tipo celular que se queria observar mediante microscopia electrénica, se
sembrd de 10000 a 35000 células por pocillo. Cuando se obtuvo una confluencia del 80-90 %, las
células se fijaron en la camara de Permanox®. En primer lugar, se eliminé el medio de cultivo y se
realizaron 3 lavados de 2 minutos con PBS pH 7,4 (Gibco) a temperatura ambiente. La fijacion de las
células se llevd a cabo con 2,5 % de glutaraldehido (Glutaraldehyde 25 % solution de Electron
Microscopy Science, EMS) en PB 0,1 M (para preparar PB 0,1 M se diluyd a la mitad PB 0,2 M en agua
destilada; 500 ml de PB 0,2 M: 400 ml| Na;HPO4 0,2 M 4X dibasico + 100 ml NaH,PO4 0,2M 1X
monobasico), que se incubd durante 5 minutos a 37 °C, tiempo tras el cual se sustituyé por 2,5 % de
glutaraldehido fresco y se mantuvo durante 1-2 horas a 4 °C. Finalmente, se realizaron 4 lavados de
5 minutos con PBS 0,1 M y se conservaron las preparaciones en PB 0,1 M con 0,05 % de azida de

sodioa4 °C.

La cdmara de Permanox®, sin su tapa, se sumergié en la solucion de PB 0,1 M con 0,05 % de

azida de sodio a temperatura ambiente en una botella de cristal Pyrex® previamente esterilizada.

Las muestras fueron procesadas y visualizadas en el Servicio General de Apoyo a la
Investigacion-SAl de la Universidad de Zaragoza. Se observaron con un microscopio de transmision

JEOL 1010 a 80 KV, y las imédgenes se tomaron con una camara Gatan Bioscan.

Para detectar diferencias entre varias lineas celulares se cuantificé el tamafio de las
mitocondrias y se calculé el nimero de crestas que contactaban con la membrana mitocondrial
externa (Cristae Junction, CJ) por mitocondria. Se utilizo el programa Image J (National Institute of
Health) para delimitar el area de la mitocondrias después de establecer el valor del tamafio del pixel
de acuerdo con la barra de escala de las imagenes en tiff. Los resultados se exportaron a Excel para

analizar.

7.1.12.Generacidn de particulas virales y transduccién de lineas celulares

Las particulas lentivirales se generaron y la transduccién se realizd como se describe

(https://www.addgene.org/tools/protocols/plko/#E).

Se sembraron células HEK293T en placas de 6 pocillos a una densidad de 0,45 x 10° células.
Tras 24 horas, se cambié el medio y afladio la mezcla compuesta por el reactivo X-tremeGENE HP

DNA Transfection Reagent de Roche, mezcla de lipidos y otros componentes suministrados en etanol
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al 80 %, los plasmidos de la envuelta (pMD2.G de Addgene, Anexo Il, Figura 10.2 A.) y empaquetador
junto con la polimerasa (psPAX2 de Addgene, Anexo Il, Figura 10.2 B.) y el vector lentiviral con el gen
de interés (pWPXLd-ires-Neo® o pWPXLd-ires-Puro®, Anexo II, Figura 10.4) generado con anterioridad
(Apartado 7.3.9). La Tabla 7.2 recoge los reactivos necesarios para esta mezcla para un pocillo de
placa de 6 pocillos (33 mm de didmetro).

Tabla 7.2. Reactivos requeridos para la transfeccién celular.
Placa 6 pocillos (33mm)
Reactivo Volumen Cantidad
X-tremeGENE HP DNA Transfection Reagent 9 pl

Plasmido lentiviral (Y pg/ul) Xl 1,5 ug

(Y pg/ul x X ul =1,5 ug)
Plasmidos PMD2G + PsPAx2 Xul 1,5ug

Medio sin aditivos Hasta 200 ul

Entre 8 y 12 horas después de afiadir la mezcla de plasmidos, se cambid el medio de la placa
de 6 pocillos. Paralelamente se sembraron las células para ser transducidas. El nimero de células
dependid del tipo celular y del tamafio de la superficie donde se transduciran las células. En el caso
de células HEK293T en placa de 100 mm se sembraron 3 x 10° células; en el caso de células SH-SY5Y
en placa de 100 mm se sembraron 2,6 x 10°células, y en pocillo de placa de 6 p se sembraron 0,43 x
10°células. Cuando se traté de fibroblastos primarios, se sembraron 0,4 x 10° células para una placa

de 100 mm.

48 horas después de afiadir los plasmidos a las células se recogieron las particulas virales.
Para ello, se recogié el sobrenadante del pocillo de placa de 6 pocillos y se centrifugd a 3750 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente. El sobrenadante se filtré con un filtro de 0,45 um vy se

conservo a 4 °C para su inmediata utilizacion o se alicuotd y congeld a -80 °C.

Por otro lado, las células preparadas para ser transducidas se incubaron durante 15 minutos
a 37 °C con polibreno (Sigma) a una concentracién de 5 ug/ul, polimero catidénico usado para
incrementar la eficiencia de transduccién de las células con retrovirus en cultivo celular. A
continuacion, se afiadid un volumen de 50 pl por placa de 100 del sobrenadante con particulas
virales. Como control negativo de la transduccion, se sembrd una placa de células que también se

traté con polibreno.
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Tras las 24 horas de la transduccion con los virus, se retird el medio de las células y se afiadid
medio con el antibidtico (Tabla 7.3). Las células se mantuvieron en seleccién durante 10 dias,
cambiando el medio diariamente.

Tabla 7.3. Concentraciones de antibiético requeridas para la seleccién celular tras una transduccién con un vector lentiviral.

Concentracion de
Plasmidos lentivirales Antibiético Concentracion stock .

trabajo
pWPXLd Ires NeoR Geneticina (Gibco) 50 mg/ml 400 pg/ml

HEK293T

1,5 pg/ml

Puromicina (Gibco, Life

WPXLd Ires Puro®
P res Furo Technologies)

10000 pg/ul
Fibroblastos
0,4 pug/ml

7.1.13. Inmortalizacion de cultivo primario

A excepcién de algunos cultivos derivados de tumores, la mayoria de los cultivos celulares
primarios tienen un periodo de vida limitado. Después de un cierto nimero de divisiones las células
entran en el proceso de senescencia por lo que dejan de dividirse. Por ello, algunos de los cultivos
primarios establecidos se sometieron a la transfeccién con el plasmido lentiviral pLOX-Ttag-iresTK
(Tronolab, Anexo Il, Figura 10.3), que permite la insercion estable en el genoma de las células del
antigeno Large T (Tag) del virus SV40 de simios, lo cual conduce a la desprogramacion del ciclo celular

sin necesidad de la expresién de otras oncoproteinas para la inmortalizacion del cultivo.

La transfeccion de las células de interés se realizdé mediante infeccién viral siguiendo el
procedimiento descrito en el Apartado 7.1.12, con alguna modificacion. En este caso, las células
transfectadas eficientemente con el vector pLOX-Ttag-iresTK fueron naturalmente seleccionadas, al
entrar en senescencia aquellas que no fueron infectadas y que, consecuentemente, no expresaron

el antigeno large T. Unos 10 dias después, se pudo observar un cambio en la tasa de duplicacién.

7.2. Cultivos bacterianos

7.2.1. Cultivos bacterianos

El trabajo realizado con cultivos bacterianos fue llevado a cabo en condiciones asépticas,
trabajando bajo la atmdsfera creada por el mechero Bunsen. Todo el material usado fue esterilizado
previamente mediante tratamiento a 120 °Cy 1 atm de presién durante 20 minutos en un autoclave
(Autoester Mod 4376, Selecta). Una vez terminada la sesién de trabajo, se limpid con etanol al 70 %

el drea destinada al trabajo con bacterias y los residuos bioldgicos se desecharon convenientemente.
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7.2.2. Medios de cultivo

Las cepas bacterianas usadas en este estudio se cultivaron en medio liquido LB (Luria-
Bertani) bajo en sal: para un volumen de un litro, se disolvieron 10 g de peptona, 5 g de extracto de
levadura y 5 g de NaCl en agua destilada. El medio se esterilizé en un autoclave tal y como se ha
descrito anteriormente. Una vez terminado el tratamiento de esterilizacién, la disolucion se dejé
enfriar hasta 55 °C y se afiadid, cuando se requeria, antibidtico en la cantidad conveniente, o se

almacend a 4 °C hasta su uso.

Las placas de LB-agar se prepararon del mismo modo que el medio LB liquido, pero
afiadiendo 15 g de agar/litro, antes de esterilizar. Del mismo modo, una vez enfriado a 55 °C se
afiadié ampicilina a una concentracién final de 100 pg/ml, o 50 pg/ml en el caso de kanamicina. A
continuacion, se vertieron unos 25 ml en cada placa de Petri de 10 cm, dejandolas solidificar.
Finalmente, se almacenaron a 4 °C de forma invertida selladas con Parafilm® (Bemis) y protegidas

de la luz, hasta su uso.

7.2.3. Preparacién de bacterias competentes

A 10 ml de medio LB se le afiadieron bacterias E. coli DH5a procedentes de un glicerol y se

incubaron a 250 rpm a 37 °C durante toda la noche.

Al dia siguiente, se inocularon 2,5 ml del cultivo de bacterias en 250 ml de medio LB sin
antibidtico en un Erlenmeyer de al menos medio litro de capacidad e incubaron a 250 rpm a 37 °C.
Las bacterias se mantuvieron en cultivo hasta alcanzar una densidad éptica a A=590 nm (OD590),
determinada mediante un espectrofotémetro (UNICAM UV 500, de Thermo Spectronic), de 0,4
(aproximadamente a las dos horas de la inoculacién). El cultivo bacteriano se dividié en dos frascos
previamente esterilizados y para detener el crecimiento, se incubaron en hielo durante 10 minutos.
A continuacién, se centrifugaron a 1600 x g durante 7 minutos a 4 °C en la centrifuga Beckman
Coulter™ Avanti™ J-25. Se desech6 el sobrenadante y cada pellet se resuspendié en 12,5 ml de

solucién de cloruro célcico (CaCly) y se incubaron en hielo durante 30 minutos.

Tras la incubacidn, las bacterias se centrifugaron a 1100 x g durante 10 minutos a 4 °Cen la
misma centrifuga. Seguidamente, el pellet de bacterias se resuspendid en 4 ml de la solucion de

cloruro calcico y se prepararon para su congelacion a -80 °C en alicuotas de 50 pl.

7.2.4. Transformacion de bacterias DH5a por choque térmico

En la realizacion de este trabajo se utilizaron tanto bacterias competentes MAX Efficiency™
DH5a Competent Cells (Thermo Fisher Scientific, 18258012), como bacterias competentes

preparadas en el laboratorio (Apartado 7.2.3).
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La transformacion se llevé a cabo afiadiendo 2 ul de la mezcla de ligacién (ver Apartado
7.3.9.3) a 25 ul de bacterias MAX Efficiency™ DH5¢ o a 50 pl de bacterias competentes preparadas
en el laboratorio, éstas se incubaron durante 30 minutos a 4 °C. A continuacion, se realizé el choque
térmico durante 45 segundos a 42 °C sin agitacién, e inmediatamente las bacterias se transfirieron

al hielo e incubaron durante 3 minutos.

Tras el choque térmico, se afiadieron 250 pl de medio LB (sin antibidtico) o medio SOC
(medio de caldo superdptimo con represion por catabolito; 2 % de triptona, 0,5 % de extracto de
levadura, NaCl 10 mM, KCl 2,5 mM, MgCl, 10 mM, MgSO4 10 mM vy glucosa 20 mM, de Invitrogen™)
a temperatura ambiente a las bacterias, y se incubaron en agitacion horizontal (250 rpm) durante 1
h a 37 °C a fin de permitir su recuperacion. Pasado este tiempo, la suspension bacteriana se sembré
en una placa de LB con el antibidtico de interés, kanamicina (50 pg/ml) o ampicilina (100 pg/ml) y se

incubd toda la noche a 37 °C.

Se seleccionaron las bacterias que contuvieran vectores plasmidicos por la resistencia a
kanamicina o ampicilina codificada en el vector y por la interrupcién del gen letal ccdB. Por lo que,

las colonias que crecieron en el medio con el antibidtico tenian el inserto clonado.

7.2.5. PCR de comprobacion

Se verificd por PCR que las colonias que habian crecido sobre la placa con kanamicina o
ampicilina contenian el gen de interés. Para ello, se picaron colonias individuales, se crecieron en 50
ul de medio LB. Se guardaron 20 pul de la suspension bacteriana a 4 °C, y los 30 pl restantes se
incubaron durante 5 min a 95 °C. Las bacterias lisadas se centrifugaron a 1500 x g durante 5 minutos
en una microcentrifuga Sorvall Legen micro 17 y con el sobrenadante obtenido se preparé la reacciéon

de PCR detallada en la Tabla 7.6 y Tabla 7.7 (Apartado 7.3.6) con la DNA Polimerasa /IBIAN.

El producto amplificado se analizé por electroforesis en un gel de agarosa al 1 % en TAE 1X
(Apartado 7.3.7). 20 ul de bacterias seleccionadas, previamente conservados a 4 °C, se inocularon
en 5 ml de medio LB con kanamicina o ampicilina, y se mantuvieron en agitacién orbital (250 rpm)

durante toda la noche a 37 °C.

7.3. Extraccidn, manipulacidon y analisis de acidos nucleicos

7.3.1. Aislamiento de DNA total a partir de cultivos celulares
7.3.1.1. Con fenol-cloroformo

Para el aislamiento de DNA a partir de lineas celulares en cultivo se resuspendié el pellet

celular obtenido por tripsinizacion y lavado con PBS en 250 ul de tampdn TE pH 7,5 (Tris 10 mM
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/EDTA 1mM), y se afiadieron 1,25 pl de proteinasa K (20 mg/ml, Invitrogen) para degradar proteinas,
5 ul de Ribonucleasa A (10 mg/ml, Sigma) que cataliza la degradacién del RNA, y 5 ul de SDS al 25 %

(Sigma). La mezcla se incubd durante toda la noche a 37 °C.

Tras la incubacidn, se trabajo en la campana de flujo para evitar la inhalacién de los reactivos
téxicos. Se llevaron a cabo dos procesos de extracciéon con 1,5 volumenes de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, de Sigma), se agitd la muestra y centrifugd a 17000 x g
durante 5 minutos. Tras cada extraccion, se recogié la fase acuosa (superior) en un tubo nuevo. A
continuacion, se realizd una extraccion con 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1,
Panreac), se agitd y centrifugd en las mismas condiciones que en las primeras extracciones. La fase
acuosa se recogié en un nuevo tubo vy se realizé la precipitacion del DNA mediante la adicion de 0,1
volumenes de acetato de amonio 7,5 M y 1,5 volimenes de isopropanol frio (-20 °C). Se mezclaron
por inversién, momento en el cual se pudo observar el ovillo de DNA en suspension, y se centrifugd
a 17000 x g durante 5 minutos a 4 °C, se elimind el sobrenadante. Finalmente se afiadieron dos
volumenes de etanol frio (-20 °C) al 75 % vy se volvid a centrifugar en las mismas condiciones. Tras
dejar secar el pellet, se resuspendié en 75-10 pl de Tris-HCI 10 mM pH 8 o TE (Tris 10 mM, EDTA 0,1

mM). Se almacend a -20 °C hasta su utilizacion.
7.3.1.2. Con QuickExtract™ DNA Extraction Solution 1.0 de Epicentre®

Un método rdpido para extraer DNA gendmico para realizar PCR es la utilizacién de la
solucion 1.0 de QuickExtract™ DNA Extraction, de Epicentre® siguiendo el protocolo QuickExtract
DNA Extraction Protocol. En esta tesis, se realizé este tipo de extraccién para aislar el DNA durante

la seleccion de clones modificados mediante CRISPR-Cas9.

Para cada 10 células se afiadieron 500 pl de la solucién 1.0 de QuickExtract que se mezclaron
mediante voértex durante 15 segundos, e incubaron a 65 °C durante 6 minutos. A continuacion, la
mezcla se vorted durante 15 segundos e incubd a 98 °C durante 2 minutos. Tras la incubacion, el

DNA esta preparado para utilizarse en la PCR o para congelar a -20 °C.

7.3.2. Aislamiento de RNA total a partir de cultivos celulares

Para extraer RNA se utilizd el Reactivo TRIzol® de Invitrogen. La extraccion se realizod bajo la
campana de flujo para evitar inhalar los reactivos téxicos que se utilizaron. Ademas, para evitar la
introduccién accidental de RNAsas en la preparacidon y la consecuente degradacion del RNA, se

trabajo con material de trabajo estéril.

Se resuspendio el pellet celular obtenido por tripsinizacién y lavado con PBS en 500 ul de

TRIzol®, el cual mantiene la integridad del RNA mientras lisa las células y disuelve los componentes
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celulares. Se pipeted hasta asegurarse de resuspender totalmente el pellet. Seguidamente el
homogeneizado se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la disociacién

completa de los complejos formados entre proteinas y acidos nucleicos.

A continuacion, se afiadieron 200 ul de cloroformo por mililitro de TRIzol® utilizado para
realizar la separacion de fases. Se agité vigorosamente durante 15 segundos, se incubo durante 2-3
minutos a temperatura ambiente y se centrifugd a 12000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Se observé
la aparicion de distintas fases: una fase organica inferior de color rosa compuesta de fenol-
cloroformo, una interfase blanca y una fase acuosa incolora en la parte superior. EIl RNA se
encontraba exclusivamente en la fase acuosa. La fase acuosa se transfirid a otro tubo para continuar
con la precipitacién del RNA. Se afiadieron 500 ul de isopropanol (Panreac) por cada mililitro de
TRIzol® utilizado, incubandose durante 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugando a 12000
x g durante 10 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante con cuidado para evitar arrastrar el RNA
precipitado depositado en el fondo del tubo. Para lavar el precipitado, se utilizd 1 ml de etanol al 75
% en agua libre de RNAsas por cada mililitro de TRIzol® afiadido. Se agitd con un vértex y centrifugd
a 7500 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y el precipitado se dejé secar al aire
a temperatura ambiente. Finalmente, el precipitado de RNA se redisolvié en 60 - 100 pl de agua libre
de RNAsas (Gibco) y se incubd en agitacién durante 10 minutos a 60 °C en un termobloque
(Eppendorf Thermomixer® comfort) para garantizar su correcta disolucién. Las muestras se
cuantificaron empleando el espectrofotometro Nanovue™ (Apartado 7.3.3) y se almacenaron a -80

°C hasta su utilizacion.

7.3.3. Cuantificacién de material genético

Para determinar la concentracién y la pureza del DNA o RNA en distintas muestras, se
empled el espectrofotémetro NanoVue™ de GE Healthcare que mide la absorbancia de la muestra
a distintas longitudes de onda. La medida se realizé depositando 2 pl de la muestra en la placa del
aparato y se obtuvieron los valores de absorbancia a 260 y 280 nm vy la concentracidén en ng/ul. La
pureza de la muestra viene dada por la relacién de las absorbancias a 260 nm y 280 nm (A260/A280),

en el caso del DNA una pureza aceptable oscilaria entre 1,7-1,9 y en el del RNA préxima a 2.

7.3.4. Retrotranscripcion de RNA total

El cDNA monocatenario se obtuvo mediante el kit Transcriptor First Stand cDNA Synthesis
Kit de Roche utilizando como molde el RNA total extraido a partir de células en cultivo (Apartado

7.3.2).

151



Materiales y Métodos

En primer lugar, el RNA, el oligo(dT)1s y el agua se incubaron durante 10 minutos a 65 °C para
asegurar la desnaturalizaciéon de las estructuras secundarias del RNA. Para todos los tipos celulares
se partio de 1 pg de RNA (Tabla 7.4).

Tabla 7.4. Reactivos utilizados en la reaccién de desnaturalizacién de RNA previa a la sintesis de cDNA.

Reactivo Concentracion Volumen (ul)
RNA total 1ug Variable
Oligo (dT)1s 2,5 uM 1

H,0 - Variable
Volumen total 13

Tras 5 minutos a 4 °C, se afiadieron el resto de los reactivos recogidos en la Tabla 7.5 hasta
completar un volumen de 20 pl. Cuando el RNA a retrotranscribir fue menor de 4 Kb se incubd media
hora a 55 °C; cuando el RNA fue mayor de 4 Kb se incubd durante una hora a 50 °C. En ambos casos
se inactivo la transcriptasa reversa incubando la mezcla durante 5 minutos a 85 °C.

Tabla 7.5. Reactivos utilizados en la reaccién de sintesis de cDNA.

Reactivo Concentracion Volumen (pl)
Transcriptasa reversa 20 U/pl 0,5

Tampén de reacciéon 5X 4

Inhibidor de RNAsas 40 U/ul 0,5

dNTPs 10 mM 2

Volumen total 20

7.3.5. Disefio de oligonucleétidos para amplificaciones por PCR

Para disefiar los oligonucledtidos para amplificar un gen, se accedid a la secuencia
codificante de los genes en la base de datos Ensembl (Yates et al., 2020). De todos los transcritos, se
eligié el candnico (segun Uniprot, (Bateman et al., 2021)) excepto cuando se clonaron isoformas. En
base a esta secuencia, se disefid manualmente una pareja de oligonucledtidos, cuyas caracteristicas

se analizaron con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 de IDT (Anexo Il, Tabla 10.3).

Para disefiar las parejas de oligonucledtidos se procurd que la temperatura de hibridacion
(Tm) de los oligonucledtidos directo y reverso fuera lo mds parecido posible entre si y que el

contenido en G+C estuviera comprendido entre un 40-60 %.
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7.3.6. Amplificacién de DNA mediante PCR

La PCR o la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, permite obtener un gran nimero de copias
de un fragmento de DNA de interés. Las PCRs se realizaron en un termociclador, utilizando como
molde el cDNA retrotranscrito a partir de RNA (Apartado 7.3.2 y 7.3.4) o el DNA total o genémico

aislado como se ha descrito anteriormente (Apartado 7.3.1).

Las condiciones de la PCR varian en funcién de las caracteristicas de la regién de DNA que se
desea amplificar y de la enzima DNA polimerasa utilizada. La reaccion se llevd a cabo siguiendo las
recomendaciones del fabricante, generalmente con la enzima IBIAN® Tag DNA Polymerase, para PCR
de comprobacién, y la Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo Fisher Scientific)
para clonajes, realizandose en tubos de 200 pl y en un volumen final de 50 o 20 ul que contenian los
reactivos recogidos en la Tabla 7.6.

Tabla 7.6. Reactivos necesarios para la reaccién de PCR.

Reactivos para la reaccién de PCR con IBIAN® Tag DNA Reactivos para la reaccién de PCR con Phusion Hot Start

Polymerase Il High-Fidelity DNA Polymerase
Reactivo Concentracién Volumen Reactivo Concentracion Volumen
final (ul) final (ul)
Tampodn de reaccion  1X 5 Tampodn de 11X 4
10X reaccion 5X
Mix dNTPs (40mM) 800 um (200 pm 1 Mix dNTPs (10 mM) 200 uM cadauno 0,4
cada uno)
Oligonucledtido 0,2 uM 1 Oligonucledtido 0,5 uM 1
Directo (10 uM) Directo (10 uM)
Oligonucledtido 0,2 uM 1 Oligonucledtido 0,5 uM 1
Reverso (10 uM) Reverso (10 uM)
IBIAN® Taq DNA 1,25-5unidades 1 Phusion Hot Start Il 0,02 unidades/ul 0,2
Polymerase High-Fidelity ~DNA
Polymerase
DNA - cDNA 5 cDNA 2
H,0 36 H,0 11,4
Total 50 Total 20

Para minimizar el error debido a la manipulacion de volumenes pequefios y para facilitar el

trabajo, se prepard una mezcla previa que contenia todos los reactivos necesarios para todas las

muestras excepto el cDNA o el DNA. Para comprobar la ausencia de contaminacion durante la
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preparacion de los reactivos, en cada experimento se utilizd, ademas de las muestras, un tubo

adicional que contenia la mezcla de reaccién pero que carecia de DNA (blanco).

Se establecid una temperatura de hibridacién adecuada para cada par de oligonucledétidos
empleados. Las condiciones generales de amplificacién se recogen en la Tabla 7.7.

Tabla 7.7. Condiciones generales de amplificacién en la reaccién de PCR.

IBIAN® Tag DNA Polymerase Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase
94 °C 2 minutos 98 °C 30 segundos

94 °C 10 segundos 30 ciclos 98 °C 10 segundos 30 ciclos
55-68 °C* 20 segundos 55-68 °C* 20 segundos

72°C 30 segundos / 500 bp 72°C 15-30 segundos / kb

72°C 5 minutos 72°C 5 minutos

4°C oo 4°C oo

*Normalmente la temperatura de hibridacién o6ptima es 5 °C menos que la temperatura de hibridacion de los
oligonucledtidos.

La temperatura de hibridaciéon (T, 0 melting temperature) de los oligonucledtidos para la
PCR con la Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase se calculd mediante la herramienta de
calcuo de Tm de  Thermo  Scientific  disponible  en la pagina  web:

www.thermoscientific.com/pcrwebtools.

Las secuencias de oligonucledtidos utilizados durante el presente trabajo se muestran en

Anexo I, Tabla 10.3.

7.3.7. Separacioén electroforética de acidos nucleicos

Para separar fragmentos de DNA segun su tamafio se utilizaron geles de agarosa al 1 % (p/v)
en TAE 1X. Durante el transcurso de este trabajo se realizaron geles con distinta porosidad segun

los objetivos.

Para lo obtencion de los geles se disolvié la cantidad de agarosa necesaria para obtener la
concentracién requerida en 50 ml de TAE 1X (Tris 40 mM, Acido acético 20 mM, EDTA 1 mM, pH 8).
Para disolver la agarosa, la solucion se calenté en el microondas sin llegar a ebullicion, cuando la
temperatura de la disolucion descendid, se adiciond bromuro de etidio a 10 mg/ml (concentracion
final en el gel de 0,8 ug/ml de bromuro de etidio), para poder realizar la observacidén posterior con
luz UV. A continuacidn, se vertio en el soporte electroforético (de Bio-Rad), previamente sellado con

cinta de carrocero y con los peines necesarios. Una vez polimerizado, se retird la cinta de carrocero
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y se colocé en la cubeta de electroforesis, que se llend hasta cubrir el gel con TAE 1X y se retiraron

los peines.

La carga de las muestras se realizé mezclando 5 pl de los productos de amplificacién con
unos 2 pl de tampdn de carga (Ficoll 400 al 15 %, azul de bromofenol al 0,2 %, en tampdn TAE 1X).
Se confirmé el tamafio de las bandas utilizando marcadores de peso molecular de 100 bp a 2000 bp
(Low DNA Mass Ladder, Life Technologies, Invitrogen) o de 1000 bp a 10000 bp (High DNA Mass

Ladder, Life Technologies, Invitrogen).

Finalmente, se procedid a la separacién electroforética aplicando un voltaje 100 V durante
unos 30-40 minutos. El resultado se visualizo tras la exposicion del gel a una fuente de radiacion

ultravioleta (Gel-Doc™, Bio-Rad).

7.3.8. Clonaje de productos de PCR

Para el clonaje de los distintos productos de PCR se utilizaron el vector pCR™-Blunt II-TOPO®
(Life Technologies™) y pCR™-4Blunt-TOPO® (Life Technologies™) (Anexo Il, Figura 10.1), haciendo
uso del kit comercial Zero Blunt® Topo® PCR Cloning Kit (Life Technologies™) y siguiendo las
instrucciones de éste durante el proceso. Los reactivos se muestran en la Tabla 7.8. Las distintas
mezclas se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se
transformaron las bacterias o se congelaron a -20 °C hasta su transformacion.

Tabla 7.8. Reactivos para el clonaje de los productos de PCR en los vectores pCR™-Blunt II-TOPO® y pCR™-4Blunt-TOPO®
de Life Tecnhologies™.

Producto de PCR* Solucién Vector H»0 Total
de sal #
1-4 pl 1l 1l Hasta 6 ul 6 ul

* La cantidad de producto de PCR afiadido varié segun la intensidad de banda en el gel de agarosa.

#Solucion de sal: NaCl 1,2 M, MgCl, 0,06 M.

7.3.8.1. Clonacion de ATAD3C, ATA3A y ATAD3B

Se disefiaron oligonucledtidos especificos para clonar en los vectores de expresiéon la
proteina ATAD3C, las isoformas Q9NVI7-1 y Q9NVI7-2 de ATAD3A (por homologia de secuencia en
los extremos amino y carboxilo, se disefiaron una pareja de oligonucléotidos para ambas isoformas)
y las isoformas Q5T9A4-1 y Q5T9A4-3 de ATAD3B (se disefiaron dos oligonucledtidos directos, por

diferencias en el comienzo de la secuencia, y se utilizd el mismo oligonucledtido reverso).
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La clonacién de ATAD3C (NCBI: NM_001039211, NP_001034300) se realizo a partir de cDNA
de la linea celular RPMI 8226, mediante los oligonucledtidos ATAD3C F y ATAD3C R (Anexo Il, Tabla
10.3). Se introdujo en el vector de expresion pCR-Blunt-II-TOPO utilizando los enzimas de restriccién
BamHIy Pmel. A continuacion, la falta de un anticuerpo especifico para la proteina ATAD3C, condujo
a la clonacién de la secuencia del péptido HA, (YPYDVPDYA; TACCCCTATGATGTGCCAGATTACGCC)
derivado de la proteina hemaglutinina de la gripe, que se trata de un péptido facil de reconocer por
anticuerpos especificos. El péptido HA se clond tanto en el extremo amino de ATAD3C, mediante el
oligonucledtido ATAD3C-HA Nterminal F; como en el extremo carboxilo de ATAD3C, mediante el
oligonucledtido ATAD3C-HA R. Ambas amplificaciones se realizaron con la polimerasa Phusion Hot
Start Il High-Fidelity DNA Polymerase de ThermoFisher y, los insertos obtenidos, se clonaron en el

vector de expresién pCR™-4Blunt-TOPQ®.

El cDNA de la isoforma 2 de ATAD3A (NCBI: NM_001170535, NP_001164006) se obtuvo de
la linea celular HEK293T con los oligonucledtidos ATAD3A F (2) y ATAD3A R (Anexo I, Tabla 10.3)
mediante una PCR especifica con la polimerasa AccuPrime™ Pfx SuperMix de Invitrogen. Se
incluyeron los sitios de corte de los enzimas de restriccion BamHl en el 5" y Pmel en el 3° de ATAD3A

y se clond en el vector de expresion pCR™-Blunt [I-TOPQ®.

A partir de HEK293T también se clond el cDNA correspondiente a la isoforma 3 de ATAD3B
(Q5T9A4-3) con los oligonucledtidos ATAD3B small Fy ATAD3B R (Anexo Il, Tabla 10.3). Sin embargo,
no se consiguio clonar la isoforma 1 de ATAD3B a partir de cDNA de las lineas celulares HEK293T,
fibroblastos y SH-SY5Y. Por tanto, se compro el clon 313B578 de bacterias en glicerol en Dharmacon
(MHS6278-202827180, MGC Human ATAD3B Sequence-Verified cDNA), que contenian el vector de
expresion pOTB7 con resistencia a cloranfenicol (25 pg/ml) con la isoforma 1 de ATAD3B (NCBI:
NM_ 031921, NP_114127). A partir de ese vector, se consiguid aislar ATAD3B con los
oligonucledtidos ATAD3A F (2) (comun a ATAD3A y ATAD3B) y ATAD3B R (Anexo Il, Tabla 10.3)
mediante una PCR con la Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase de ThermoFisher
incluyéndole los sitios de los enzimas de restriccion BamHI en el 5’ y Pmel en el 3’ de la secuencia. A
continuacion, se clond en el vector de expresién pCR™-4Blunt-TOPO® con los enzimas de restriccion

BamHIy Pmel.

Para realizar el analisis de inmunoprecipitacién con el anticuerpo HA, se cloné el epitopo HA
en el extremo carboxilo de ATAD3A y de ATAD3B, y se utilizaron los oligonucleétidos ATAD3A-HA R
y ATAD3B-HA R, respectivamente.
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7.3.9. Clonaje de insertos en vector lentiviral

Tras la transformacion de bacterias DH5a (Apartado 7.2.4) con los pldsmidos pCR™-Blunt II-
TOPO® o pCR™-4Blunt-TOPO® vy los insertos, se realizd una PCR de comprobacion (Apartado 7.2.5)
para verificar por PCR que las colonias que habian crecido sobre la placa con kanamicina o ampicilina
contenian el gen de interés. Las colonias que correctamente habian incorporado el gen de interés se
inocularon en 5 ml de medio LB bajo en sal con el antibidtico correspondiente y se incubaron en
agitacion (250 rpm) durante toda la noche a 37 °C. Se extrajo el DNA plasmidico (kit NucleoSpin®
Plasmid EasyPure, Macherey-Nagel), y finalmente, se comprobd el clonaje mediante secuenciacién
(Apartado 7.3.10), se procedi6 a la liberacidon de los distintos insertos y la posterior clonacién en el
vector lentiviral pWPXLd Ires Neo o pWPXLd Ires Puro (Anexo Il, Figura 10.4), versiones modificadas

de pWPXLd (Tronolab, Addgene #12258).
7.3.9.1. Digestion de pldsmido e insertos

En los oligonucledtidos utilizados para la amplificacién de los insertos mediante PCR
(Apartado 7.3.6), se introdujeron las secuencias de corte de las enzimas de restriccién BamHIy Pmel
(New England BiolLabs®). Mediante digestidon enzimatica (Tabla 7.9) se liberaron los insertos de
pCR™-Blunt II-TOPO® o pCR™-4Blunt-TOPO®. De la misma forma se digiri6 el plasmido lentiviral
pWPXLd Ires Neo o pWPXLd Ires Puro vy se linealizé. Las mezclas se incubaron 1 hora a 37 °C. Tras
este tiempo, a la mezcla de digestion del plasmido lentiviral se le afiadio fosfatasa alcalina (CIAP,
Invitrogen) para evitar la recirculacion de éste, y se incubd durante 30 minutos a 37 °C. El resto de
las muestras se mantuvieron en hielo.

Tabla 7.9.Reactivos necesarios para realizar la liberacién de los insertos de interés.

Plasmido DNA Pmel BamHiI Tampdn Agua
(actividad  (actividad ~ Cut Smart
10Ul/ul) 20 Ulful)

pWPXLd Ires Neo / Puro 1000 ng/[pWPXLd Ires Neo] 2 ul 1l 5ul Hasta 50 pl
pCR Blunt II TOPO®/pCR 1000 ng/[inserto] 2 ul 1l 5 ul Hasta 50 pl
4Blunt TOPO®

A continuacion, se realizd un gel de agarosa al 0,7 % (p/v) en TAE 1X (Apartado 7.3.7). Se
cargd todo el volumen de las muestras digeridas (25 pl/pocillo) junto a 2 pl de tampdn de carga
(Ficoll 400 al 15 %, azul de bromofenol al 0,2 %, en tampdn TAE 1X). Como marcadores de peso
molecular se usaron High DNA Mass Ladder y Low DNA Mass Ladder (Invitrogen). Finalmente, se

aplicé un voltaje constante de 100 V hasta la correcta separacion.
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7.3.9.2. Purificacion de DNA desde gel de agarosa y cuantificacion en gel de agarosa

Tras la separacion electroforética en un gel de agarosa al 0,7 % (p/v) utilizando tampdn TAE
1X, se visualizé el gel bajo luz UV. Se cortaron las bandas de interés con un bisturi estéril. El DNA se
purificd utilizando el kit comercial DNA gel extraction kit de Norgen Biotek Corp siguiendo paso a

paso las instrucciones del fabricante.

Una vez purificadas las bandas de DNA, tanto del inserto como del pldsmido, se llevd a cabo
una cuantificacién en gel de agarosa. Para ello, se realizd un gel de agarosa al 2% (p/v) en TAE 1X
(Apartado 7.3.7). Se cargaron 4 pl de marcador de peso molecular (Low DNA Mass Ladder o High
DNA Mass Ladder) preparado en una proporcion 1:1 con el tampdn de carga 10X BlueJuice™ Gel
Loading Buffer (ThermoFisher). Tras la separacion electroforética, se procedié a la visualizacién bajo
luz UV. La determinacién de la concentracion se realizd por comparacién por intensidad de banda
de las muestras con las bandas de marcador. Las concentraciones de las bandas del marcador son
conocidas y afiadiendo la misma cantidad de muestra que de marcador (2 pl) se pudo hacer una

correlacién de concentraciones de DNA.
7.3.9.3. Reaccién de ligacion

En la mezcla de ligacion del inserto con el pldasmido pWPXLd Ires Neo o Ires Puro debe de
haber una proporcion vector:inserto de 1:3. La cantidad de DNA de cada componente que hay que
afiadir a la mezcla viene dada por la ecuacién: Cantidad DNA (ug)= X fentomol/3000 - kb de
fragmento. Para calcular la cantidad de DNA del vector, X se sustituye por 10 fentomoles, y para la

cantidad del inserto, por 30 fentomoles.

Una vez determinada la cantidad de DNA de inserto y vector necesaria, teniendo en cuenta
las concentraciones de cada uno de ellos, se calculé le volumen a adicionar para la mezcla de ligacion
(volumen=cantidad DNA necesario/[DNA]). Asi se mezclé el volumen de inserto y de vector
necesario, junto con 1 ul de enzima T4 DNA ligasa (New England BiolLabds®), 2 pl de tampdn de
ligacién (New England BioLabds®) y agua hasta completar un volumen total de 20 pl. Las mezclas se

incubaron durante toda la noche a 16 °C. La mezcla de ligacién se conservd a -20 °C hasta su uso.

Tras la ligacion, se transformaron bacterias DH5a competentes por choque térmico
(Apartado 7.2.4) y a continuacidn se realizd la PCR de colonias bacterianas (Apartado 7.2.5). Las
positivas se crecieron en medio LB y se aislé el plasmido mediante el kit NucleoSpin® Plasmid
Transfection-grade (Macherey-Nagel). Por Ultimo, se secuencio el plasmido para comprobar que el

gen de interés se clond en el vector lentiviral sin mutaciones (Apartado 7.3.10).
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7.3.10.Preparacion de muestras para la secuenciacién

La secuenciacion se realizd en el Servicio de Secuenciacién de DNA de la empresa Secugen
S.L. Las muestras se prepararon a la concentracion solicitada por el servicio, dependiendo del
tamafio del fragmento de DNA, en un volumen total de 15 pl. En el caso de plasmidos de 3-20 kb, la
concentraciéon requerida fue de 100 ng/ul; para plasmidos >20 kb, de 200 ng/ul. En el caso de
productos de PCR: para los menores de 500 pb, la concentracién necesaria fue de 10 ng/ul; de 500
a 1000 pb, 20 ng/ul; de 1000 a 1500 pb, 30 ng/ul; y de 1500 a 2500 pb, 40 ng/ul. A las muestras se
les adicioné 1,5 ul de los oligonucledtidos pertinentes para la secuenciacion a una concentracion de
5 uUM. Finalmente, los resultados se analizaron con el programa de alineamiento de secuencias

Codon Code Aligner v3.7.1.

7.3.11. Mutagénesis dirigida

Mediante el Kit QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis de Agilent Technologies y siguiendo
las recomendaciones del fabricante, se generaron las mutaciones de interés en las secuencias

clonadas.

El método utiliza la DNA polimerasa PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase de elevada
fidelidad para la replicaciéon de ambas cadenas del pldsmido. Se partié de plasmido de doble cadena
(pCR™-Blunt 1I-TOPO® o pCR™-4Blunt-TOPO®) que contiene el gen a mutar y dos oligonucledtidos
complementarios a las cadenas opuestas del vector, ambos conteniendo la mutacion deseada. Los
reactivos y pasos del protocolo se recogen en la Tabla 7.10. En primer lugar, se desnaturalizd el DNA
del vector, se hibridaron los oligonucleétidos disefiados previamente y se extendieron con la DNA
polimerasa PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase. Se generd un plasmido mutado que contiene
mellas en las dos cadenas de DNA. A continuacion, el producto se tratd con Dpn |, una endonucleasa
especifica de DNA metilado y hemimetilado, para digerir el DNA inicial (el DNA aislado de la mayoria
de las cepas de E.coli es metilado vy, por tanto, susceptible a la digestion por Dpn 1) y seleccionar el
DNA amplificado en la PCR, que contiene la mutacién. El vector que se obtuvo conteniendo la

mutacién deseada fue, entonces, transformado en bacterias competentes DH5a (Apartado 7.2.4).

El ultimo paso fue comprobar que la mutacion se habia generado mediante la secuenciacién
del plasmido aislado de bacterias (Apartado 7.3.10). Si esto era positivo, se realizd la clonacion del
inserto de interés que contenfa la mutacién generada en un plasmido lentiviral y posterior
generacion de las células transducidas, siguiendo los protocolos descritos en los Apartados 7.3.9 y

7.1.12.
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Tabla 7.10. Reactivos y programa utilizado para la reaccion de mutagénesis dirigida.

Reactivos Concentracién Volumen
Buffer de reaccién 10X 5 ul
pCR™-Blunt II-TOPO® o pCR™-4Blunt-TOPO® + gen de interés 50 ng Xl

Primer F 125 ng 1,14 pl
Primer R 125 ng 1,14 pl
dNTPs 10 uM 1ul
PfuUltra High-Fidelity DNA Polymerase 1l

Agua Hasta 50 pl

Programa PCR
95°C30s
95°C30s

55 °C 1 min 14 ciclos
68 °C 1 min/kb

4°Coo

Se realizdé mutagénesis dirigida en ATAD3C para introducir la mutacién ¢.692T>C
(p.Leu231Pro, L231P) del paciente, utilizando QuikChange™ Site-Directed Mutagenesis Kit (de
Stratagene), con los oligonucledtidos Primer F ATAD3C mutagénesisy Primer R ATAD3C mutagénesis

(Anexo I, Tabla 10.3).

7.3.12. Sistema Alt-R CRISPR-Cas9

Para la ediciéon del genoma se utilizd el sistema Alt-R CRISPR-Cas9 de IDT. Se basa en el
sistema de CRISPR nativo bacteriano de S. Pyogenes, que requiere de dos moléculas cortas de RNA,
una secuencia de RNA CRISPR (crRNA) especifica del gen que se quiere editar, y una conservada,
crRNA transactivado (tracrRNA), que interactian mediante homologia parcial para formar el duplex
crRNA:tracrRNA que normalmente se llama como la guia de RNA (gRNA). La guia de RNA junto con
la enzima Cas9 se introducen en las células mediante la lipofeccidn, se encuentran en un liposoma
catiénico que entra en la célula por endocitosis. La gRNA dirige y provoca que Cas9 corte la doble
cadena de DNA targets, activando el sistema de recombinacién no homodloga (NHEJ) o generando
un sitio para la insercion de DNA exdgeno donador por el sistema de reparacion directa (HDR) (Figura

7.1).
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crRNA RNP:gRNA complex

crRNA:tracrRNA Cas9
1:1 (lipo)

\ 11 1:1.2 (electro)
O WA Y (=

ERNA complex

tracrRNA ZRNA complex

Figura 7.1 Edicidn del genoma mediante CRISPR-Cas9 mediado por ribonucleoproteinas (RNP) de la web de CRISPR-Cas9
de IDT. El crRNA, secuencia especifica del RNA del gen a editar, y el tracrRNA, secuencia conservada, forman el duplex
crRNA:tracrRNA mediante homologia parcial. La guia crRNA:tracrRNA junto con la enzima Cas9 y la lipofectamina forman
los complejos que se introducen en las células.

A continuacién, se detallan los procedimientos que se siguieron:

En primer lugar, se prepararon los oligonucledtidos de RNA o guias Alt-R CRISPR-Cas9 crRNA
a 100 uM en agua libre de nucleasas. Se mezclaron con el tracrRNA a concentraciones equimolares
a 1 UMy seguidamente se calentaron a 95 °C durante 5 minutos y se dejaron enfriar hasta 20-25 °C

(crRNA:tracrRNA).

A continuacién, se produjeron las ribonucleoproteinas (RNP). Para ello, primero se prepard
la enzima Cas9 Alt-R S.p. en solucién de trabajo (HEPES 20 mM; KCl 150 mM, pH 7.5) a 1 uM de
concentracion final. Y se mezclaron los reactivos recogidos en la Tabla 7.11 (afiadiéndolos en el orden
en el que se describen), para cada guia de RNA (gRNA), y se incubaron durante 5 minutos a
temperatura ambiente.

Tabla 7.11. Reactivos necesarios para la produccién de RNP.

Reactivo Volumen por pocillo
Buffer de Trabajo
21,4 ul
HEPES 20 mM,; KCI 150 mM, pH 7,5
Reactivo Cas9 PLUS™ 0,6 ul
Enzima Cas9 (1 uM) 1,5 ul

Guia oligo RNA (1 uM):

1,5 ul
crRNA:tracrRNA

A continuacion, se mezclaron los reactivos de la Tabla 7.12, y se incubaron durante 20

minutos a temperatura ambiente para formar los complejos de transfeccion.
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Tabla 7.12. Reactivos necesarios para formar los complejos de transfeccion.

Reactivo Volumen
RNP (preparado anteriormente) 25 ul
Reactivo de transfeccion CRISPRMAX: Lipofectamina* 1,2 ul
PBS 1X 23,8 ul
Volumen total 50 ul

*Lipofectamine® CRISPRMAX, transfection reagent, Invitrogen CMAX00003.

Durante la incubacion, se prepararon las células a transfectar, se diluyeron a 400000
células/ml en medio DMEM sin aditivos. Primero, se afiadieron 50 pl de la mezcla de transfeccién a
cada pocillo de la placa de 96 pocillos, y seguidamente, 100 ul de las células diluidas, consiguiendo
una concentracion final de células de 40000 células/pocillo, y una concentracién final de RNP de 10

nM. Las placas se incubaron durante 48 horas a 37 °C, 5 % CO,.

Cuando las células crecieron, se recogieron los clones y el DNA o RNA se extrajo para analizar
mediante secuenciacién si se habia producido un cambio de uno o varios nucledtidos (Apartado

7.3.10).

Las guias y los oligonucledtidos que se utilizaron en este trabajo se recogen en la Tabla 7.13.
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Tabla 7.13. Guias de RNA Alt-R CRISPR-Cas$ utilizadas en este trabajo y los oligonucledtidos utilizados para secuenciarlas.

Gen al Guia Secuencia de la guia Oligonucleétido  Secuencia

:IU: k;’:: Alt-R  CRISPR-Cas9
g gRNA
ATAD3A, ATAD3-36 ATAD3C GCAGGAGGAGTCCGTGCAGAAG
ATAD3B, guias36112 F
apse  PTGGACTACGCCATCATGAC
ATAD3C AGTCGAACTGCTCGGGGTGGCA
guias36112 R
ATAD3AB GAGCGGGAGAATGCAGACATC
ATAD3-112 guias36112 F
TTGACTGGGCCAATACCAGC ATAD3B AGTCGAACTGCTCAGGCAGATT
guias36112 R
ATAD3AB GAGCGGGAGAATGCAGACATC
guias36112 F
ATAD3A AGTCGAACTGCTCTGGTTGGTT
guias36112 R
ATAD3A, ATAD3AB-30 ATAD3AB ATGTCGTGGCTCTTCGGCATTA
ATAD3B 166G AGCAACTTCGACCCCAC guias303> F
ATAD3AB CATCTGGCCACGCCTTGGCC
ATAD3AB-35 guias3035 R
CAACTTCGACCCCACCGGCC
7.3.13. Medida de expresiéon de transcritos mediante PCR cuantitativa a
tiempo real
7.3.13.1. Genes estudiados

En este trabajo se midié la cantidad de transcritos de varios genes nucleares mediante PCR
cuantitativa a tiempo real. Los transcritos ATAD3A, ATAD3B, ATAD3Cy el gen de referencia 8-actina
se estudiaron mediante la tecnologia TagMan®. Por otro lado, mediante el reactivo Sybr Green
(Roche) se determind la expresion de la polimerasa mitocondrial gamma (POLG) y del factor de

ensamblaje NDUFAF6 y el gen de referencia 68-actina.
7.3.13.2. Tecnologia TagMan®

La expresién de los genes se determind mediante la PCR cuantitativa o PCR a tiempo real en

el sistema ViiA7 de Applied Biosystems utilizando las sondas TagMan® de Thermo Fisher Scientific.
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Esta técnica permite la deteccidn y cuantificacion de una sonda fluorescente cuya sefial aumenta en

proporcion directa a la cantidad de producto de PCR durante la reaccién.

La tecnologia TagMan® permite medir la produccién de productos de PCR mediante un
sistema de sondas marcadas mediante dos fluorocromos. Su utilidad radica en que poseen un
fluoréforo en su extremo 3' y una molécula en el 5' que bloquea su emisién de fluorescencia
(denominada en inglés quencher); esta sonda marcada hibrida especificamente en la parte central
del producto de PCR a obtener. De este modo, cuando se efectla la PCR (con la sonda mas el par de
cebadores especificos), la sonda hibrida en el amplicdn pero, debido a la cercania del fluordforo al
quencher, no se emite fluorescencia; cuando la polimerasa se topa con la sonda la hidroliza mediante
su actividad exonucleasa 5'-3', lo cual provoca la separacion del guencher del fluorocromo vy, por
tanto, la emisién de fluorescencia, que esta relacionada con la cantidad de amplicon producido (Heid

et al., 1996).

Para cada muestra, ademas de los genes deseados (marcados con el fluoréforo FAM), se
realizd la amplificacion de un gen de referencia, en nuestro caso la 6-actina (marcada con el
fluoréforo VIC), que cumple una serie de caracteristicas necesarias para actuar como tal: se expresa

en todas las muestras y su expresion es cuantitativamente constante e intensa.

Se utilizdo como molde el cDNA previamente sintetizado (Apartado 7.3.4). La reaccion se llevo
a cabo en placas de 96 pocillos de Applied Biosystems, afiadiendo a cada uno de ellos los reactivos
que se muestran en la Tabla 7.14. Las condiciones de reaccion se recogen en la Tabla 7.15.

Tabla 7.14. Mezcla de reaccién para determinar la expresion de genes por PCR a tiempo real.

Componentes de la mezcla de reaccion  Concentracion Volumen por reaccion (ul)
de PCR

TagMan® Gene Expression Assay 20X 0,5

TagMan® Gene Expression Master Mix 2X 5

cDNA Directamente de la reaccién de RT 2

Agua libre de RNasas - 2,5

Volumen total 10
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Tabla 7.15. Programa para realizar la qPCR.

Parametro Incubacion Activacién PCR (40 ciclos)

UNG polimerasa

Incubacion Incubacion Desnaturalizacién Anillamiento/Extension
Temperatura 50°C 95°C 95°C 60 °C
Tiempo 2 minutos 10 minutos 15 segundos 1 minuto

Las sondas que se utilizaron se recogen en la Tabla 7.16:

Tabla 7.16. Sondas TagMan utilizadas en este trabajo.
Gen Cddigo de la sonda - Casa comercial
ATAD3A Hs01587333_m1, Thermo Fisher Scientific
ATAD3B Hs02577779_Mh, Thermo Fisher Scientific
ATAD3C Hs03008589 g1, Thermo Fisher Scientific

6-actina Hs99999903_m1, Thermo Fisher Scientific

7.3.13.3. Estudio de la especificidad de las sondas TagMan de ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C utilizando pldsmidos control

La casa comercial ThermoFisher describe para las sondas pre-disefiadas la longitud del
amplicén o secuencia donde se une la sonda, una secuencia de 25 pares de bases, y el punto medio
de la secuencia del amplicdn (assay location). Tanto para ATAD3A (posicién assay location 1391 y
longitud del amplicon 163 nucledtidos) como para ATAD3B (posicion assay location 1391 y longitud
del amplicon 165 nucledtidos), esta secuencia se encuentra dentro de la secuencia de cDNA
anteriormente clonada. Hay que destacar que la sonda TagMan frente ATAD3B es capaz de detectar
la isoforma candnica 1 como la isoforma 3, resultando imposible determinar cual de las dos
isoformas se detectan. En la Figura 9.1 de Anexo | se recoge el alineamiento de ambas isoformas
indicando su homologia. Por el contrario, para ATAD3C (posicion assay location 2287 y longitud del
amplicdn 160 nucledtidos) la secuencia donde se une la sonda se localiza en la zona 3’ UTR (regién
no traducida), que no se clond junto con la zona codificante. Por tanto, para obtener un plasmido
control, se disefiaron oligonucleétidos especificos para amplificar una secuencia de 540 pb en el
extremo 3’ UTR de ATAD3C (TagMan ATAD3C 540 F y TagMan ATAD3C 540 R, Anexo Il, Tabla 10.3)
con la polimerasa Phusion Hot Start Il High-Fidelity DNA Polymerase y se clond en el vector de

expresion pCR™-4Blunt-TOPO®.
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Para determinar la especificidad de las sondas, se realizaron diluciones seriadas (10, 100, 1000
y 10000 copias) de los vectores (pCR™-4Blunt-TOPO® con las secuencias de los genes ATAD3A,
ATAD3B y region 3" UTR de ATAD3C clonadas). Se realizd una gPCR y se utilizaron las diferentes
sondas frente a los tres vectores de expresién. Unicamente se detectd sefial de amplificacién cuando

la sonda TagMan era la especifica del pldsmido.

7.3.13.4. Estudio de la eficiencia de la gPCR con las sondas TagMan especificas de
ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en lineas celulares

Para determinar la eficiencia de la gPCR con las sondas TagMan especificas de ATAD3A,
ATAD3By ATAD3C en las lineas celulares se midio su eficiencia (Pfaffl, 2001). Se realizaron diluciones
seriadas del cDNA de cada linea celular y se llevd a cabo una gPCR con las sondas especificas para
ATAD3A, ATAD3By ATAD3C. Se represento el ciclo Ct (ciclo umbral) obtenido en cada dilucién frente
a las diluciones de cDNA. Se obtuvo la eficiencia aplicando la siguiente férmula: Eficiencia = 10°
1pendiente delarecta) | Jng pendiente de -3,3 + 10 % refleja una eficiencia del 100 % + 10 % (Eficiencia =
2). Una reaccién de gPCR con menos eficiencia tendria menor sensibilidad. Los graficos Ct vs.
diluciones de cDNA de cada linea celular y sonda TagMan, asi como las eficiencias calculadas para

las sondas utilizadas se pueden observar en la Figura 7.2.

La Tabla 7.17 recoge la eficiencia de las sondas TagMan para ATAD3A, ATAD3B o ATAD3C

para fibroblastos Cy para las lineas celulares HEK293T y RPMII.
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Figura 7.2 Gréfico que representa los ciclos (Ct) obtenidos en la qPCR con las sondas TagMan respecto el logaritmo de las
diluciones del cDNA de las lineas celulares de fibroblastos C y de las lineas celulares HEK293T y RPMI. Las ecuaciones de
las rectas obtenidas se anotaron en la leyenda. La pendiente de la recta se aplica en la férmula: Eficiencia= 10(-1/pendiente de
larecta) | 35 eficiencias calculadas se recogen en la Tabla 7.17.
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Tabla 7.17. Eficiencias calculadas para las sondas TagMan utilizadas para detectar la expresion de ATAD3A, ATAD3B y
ATAD3C mediante qPCR.

Sonda Linea celular Pendiente Eficiencia
TagMan de la recta de gPCR
Fibroblastos C -3,1493 2,0774514

ATAD3A
HEK293T -3,0142 2,1466586
Fibroblastos C -3,4515 1,9486287

ATAD3B
HEK293T -2,9 2,2122163
Fibroblastos C -0,7647 20,309647
AILADEIC HEK293T -2,4733 2,5369863
RPMI -3,11 2,0967343

7.3.13.5. Sybr Green

Cuando la expresidon de los genes se determind utilizando Sybr Green, un fluorocromo que
se une inespecificamente al DNA de doble cadena, permitiendo detectar la generacion de productos
especificos durante la PCR cuantitativa o PCR a tiempo real, se utilizé en el sistema Light Cycler 2.0

de Roche.

Se prepard la mezcla de reaccién en los capilares adecuados para el Light Cycler 2.0 de
Roche, se centrifugaron a 1,3 x g durante 1 minuto y se introdujeron en el carrusel del aparato. Las

etapas que se llevaron a cabo se recogen en la Tabla 7.18.

Tabla 7.18. Reactivos y programa para realizar la qPCR utilizando Sybr Green

Reactivos Volumen Cuantificacién

Mezcla de oligonucleétidos 5uM 0,5 ul Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Mezcla SYBR Green 2 ul Desnaturalizacién 95°C 10 min 1
cDNA 1ul Desnaturalizacién 95°C 10s

Agua 6,5 pl Anillamiento 60 °C 10s 55
Volumen total/capilar 10 pl Extensién 72 °C 10s

Tras la gPCR, las muestras se analizaron con el programa LightCycler Software 4.05.

Se analizaron duplicados o triplicados de todas las medidas. Los oligonucledtidos que se

utilizaron se muestran en Anexo I, Tabla 10.3. Para evitar posibles contaminaciones, las muestras se
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prepararon en campana de flujo laminar y el material se irradid previamente con luz UV. Las

muestras con Sybr Green se mantuvieron en todo momento preservadas de la luz.

7.3.14.Cuantificacion del nimero de copias de DNA mitocondrial por qPCR

Para medir los niveles de mtDNA se utilizaron sondas TagMan® con las que se determinaron
simultaneamente el genoma mitocondrial y el nuclear (Marcuello et al., 2005). La sonda mitocondrial
(fluoréforo FAM, Em=518 nm, Ex=494 nm) estd disefiada para que hibride en una zona muy
conservada del mtDNA (en el gen MT-RNR1), mientras que la nuclear (fluoréforo VIC, Em=554 nm,
Ex=538 nm) lo hace en el gen de la RNAsa P, que se encuentra en monocopia en el genoma haploide.

Los resultados se expresan como relacion DNA mitocondrial/ DNA nuclear.

En la Tabla 7.19 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos y de la sonda
mitocondrial.

Tabla 7.19. Oligonucledtidos necesarios para cuantificar el namero de copias de mtDNA por gPCR.

Oligonucledtido Secuencia Tm

MT-L (directo) CCACGGGAAACAGCATGTATT 58,4 °C
MT-H (reverso) CTATTGACTTGGGTTAATCGTGTGA 58,2 °C
Sonda MT-FAM FAM-TGC CAG CCA CCG CG 69,3 °C

La sonda especifica de RNasa P marcada con el fluoréforo VIC se obtuvo de la casa comercial
Applied Biosystems (TagMan® RNase P Control Reagents Kit de Applied Biosystems), la cual ya
contenia los oligonucledtidos en el mismo tubo (la casa comercial no proporciona las secuencias de
éstos). De esta casa comercial también se obtuvo el Master Mix (TagMan® Universal PCR Master
Mix, Applied Biosystems) necesario para realizar la gPCR, con la DNA polimerasa, Uracil-N glicosilasa
(UNG, enzima utilizado para eliminar productos de PCR residuales de previas amplificaciones de
PCR), dNTPs con dUTP, ROX™ Passive Reference (colorante inerte cuya fluorescencia no cambia
durante la reaccidn, se afiade para normalizar las diferencias entre pocillos que pudieran ocurrir

dadas por artefactos como el error de pipeteo o limitaciones del instrumento) y el buffer.

Para realizar las rectas estandar se partié de una mezcla de dos pldsmidos: uno presentaba
un inserto con la regién del mtDNA del gen MT-RNR1 y otro el gen de la RNAsa P. Esta mezcla
contenia 9 x 10° copias del gen mitocondrial y 9 x 10* copias del gen nuclear. A partir de la misma se

realizaron diluciones seriadas 1:3 en tampodn Tris-HCl 10 mM pH 8,5.

Para preparar las muestras, se ajusto la concentracién de DNA a aproximadamente 2 ng/ul.
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Los volumenes de la reaccién y las condiciones se recogen en la Tabla 7.20. Y las reacciones
tuvieron lugar en el StepOne™ System de Applied Biosystems siguiendo las condiciones universales
recogidas en la Tabla 7.20.

Tabla 7.20. Mezcla de reaccién y condiciones universales para cuantificar el nimero de copias de DNA mitocondrial por
gPCR.

Concentracion Volumen de

Reactivos . ., Condiciones para gPCR
inicial reaccion
2X TagMan™ Gene Expression 10 ul
Master Mix W
Oligonucleétido Directo 12S-F 5uM 0,5 ul 50 °C 2 min
Oligonucleétido Reverso 125-R 5 uM 0,5 ul 95 °C 10 min
. . 40
Sonda mitocondrial-FAM 5uM 0,5 ul 95 °C 15s .
ciclos
RNAsa P-VIC 20X 1l 60 °C 1 min
H,0 2,5 ul 50 °C 30s
DNA total 5ul
Volumen Total ul

7.3.15. Medida de deplecidon del DNA mitocondrial y cinética de repoblacién

Para determinar la cinética de recuperacién del DNA mitocondrial, se analizd la ratio de
mtDNA respecto nDNA tras la deplecion por bromuro de etidio (EtBr) y recuperacion del mtDNA en
las lineas celulares. El bromuro de etidio es un conocido intercalante del DNA con efectos
mutagénicos, que impide la replicacién del DNA mitocondrial, provocando de esta manera que se
produzca un descenso progresivo en el nimero de copias. Su efecto, no obstante, es reversible, y

por ello tras aplicar este medio se sustituyé con medio normal.

Se sembraron 2 x 10° células por pocillo en placas de 6 pocillos. Cuando se encontraban al
80 % de confluencia, se indujo la deplecién de DNA mediante la sustitucion del medio por medio de
tratamiento (o medio de deplecién, medio DMEM suplementado con 10 % de SFB, 50 ng/ml de
bromuro de etidio (stock 500 pg/ml) y 50 ug/ml de uridina (stock 10 mg/ml)) durante 8 dias. Se
recogieron células a diferentes tiempos (0, 4, 8 dias) para posteriormente extraer el DNAy cuantificar
el nimero de copias de mtDNA (Apartado 7.3.14). Tras la exposicion, se permitio la recuperacién de
las lineas celulares durante 12 dias con medio DMEM completo, y se recogieron las células a

diferentes tiempos (5, 10, 20 dias) para extraer el DNA y cuantificar el nimero de copias de mtDNA.
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Todas las células se mantuvieron entre el 50 y el 80 % de confluencia para asegurar que se

encontraran en fase de crecimiento exponencial. El experimento se realizé por triplicado.

7.4. Analisis de proteinas

7.4.1. Preparacion de extractos celulares totales

Para extraer las proteinas a partir de extractos celulares totales, se partié de células
cultivadas en una placa de 100 mm de didmetro al 80 % de confluencia, mantenidas en medio de
baja glucosa (1 g/l) durante 3 o 4 dias, que se tripsinizaron y recogieron, se lavaron con PBS, se

centrifugaron y el pellet se guardd a -80 °C hasta el momento de su uso.

El pellet de células se resuspendidé en el tampdn RIPA (Tris HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM,
10 % NP-40, deoxicalato de sodio 2,5 %, EDTA 10 mM, Millipore) con 1X de la mezcla de inhibidores
de proteasas (cOmplete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets provided in EASYpack de Roche). La
suspension celular se incubd en la rueda giratoria (rotator SB2, Stuart®) durante 15 minutos a 4 °C,
favoreciendo la rotura de las membranas celulares por accién del detergente. A continuacién, esta
suspension se centrifugd a 13000 x g durante 15 minutos a 4 °C (Eppendorf centrifuge 5415 R) para
eliminar los restos celulares. Finalmente, se recogié el sobrenadante en un tubo nuevo y se procedié
a la medida de la concentracién de proteinas en las muestras mediante el método Bradford

(Apartado 7.4.2). Las proteinas se almacenaron a -80 °C hasta su uso.

7.4.2. Determinacién de la cantidad de proteinas totales por el método Bradford

La cuantificacion de la concentracidn proteica de los extractos celulares se llevé a cabo por
espectrofotometria utilizando el método Bradford (Bio-Rad) en un espectrofotémetro (UNICAM UV
500, de Thermo Spectronic). Este procedimiento estd basado en la medida de la cantidad de
proteinas totales presente en un homogenado celular mediante una reaccién colorimétrica entre el
colorante y las proteinas en solucién. El complejo colorante-proteina causa un cambio en el maximo
de absorcién del colorante de 465 a 595 nm. La cantidad de absorcidon es proporcional a la proteina

presente.

Para ello, se prepararon diferentes diluciones de una solucion de albumina sérica bovina
(BSA) de concentracién conocida (1 mg/ml), con el objetivo de construir una recta de calibrado que
constara de los siguientes puntos: 0, 1, 2, 3, 5, 10, 15 ug de proteina/ul, el reactivo Bradford (200 pl)
y agua hasta 1 ml. Tras 5 minutos de incubacion a temperatura ambiente y protegida de la luz, se

midio la absorbancia a 595 nm. Para calcular la concentracion de proteina en las muestras se
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interpolaron los valores de absorbancia en la ecuacién de la recta obtenida, teniendo en cuenta la

dilucién realizada. Las muestras se midieron por duplicado o triplicado.

Al representar los valores de Absorbancia (595 nm) frente a la concentracion de proteina
BSA (mg/ml), se obtuvo la recta patrén, que se ajusta a una ecuacién del tipo y = ax + b, donde a
es la pendiente de la recta y b la ordenada en el origen. Comparando esta ecuacién con la Ley de
Beer-Lambert, la pendiente a se corresponde con el coeficiente de extincién molar (€) a 595 nm. La

concentracion de proteinas en la muestra es:

Abs medida — ordenada en el origen

[proteina] = .
7.4.3. Purificacion de fraccion mitocondrial
7.4.3.1. Preparacion de mitoplastos y solubilizacion con digitonina para Blue Native-

PAGE

La extraccion de mitoplastos se realizé partiendo de pellet celulares siguiendo el protocolo
qgue se detalla a continuacion. Para la obtencién de mitoplastos (mitocondrias sin membrana
externa) se recogieron 2 millones de células y se lavaron dos veces con PBS frio. A continuacion, se
resuspendid el pellet celular en 200 pl de PBS frio, se afiadieron 200 ul de digitonina 8 mg/ml en PBS,
y se incubd en hielo durante 10 minutos. Tras la incubacién, se afiadié 1 ml de PBS frio y centrifugd
a 10000 x g durante 5 minutos a 4 °C. Se repitio el Ultimo paso, se descarté el sobrenadante y se

congelé el pellet a -80 °C hasta su uso.

El pellet se resuspendié en 75 pl de Acido Aminocaproico 0,75 My Bis-Tris/HCl 50 mM pH 7
y 7,5 ul de DDM 10 % (concentracién final de DDM 1 %), se incubd en la rueda giratoria durante 20
minutos a 4 °Cy se centrifugd a maxima velocidad (18000 x g) durante 30 minutos a 4 °C (centrifuga
Eppendorf® 5415 R). El sobrenadante se recogié en un tubo nuevo y se cuantificé la cantidad de
mitoplastos presente en cada muestra mediante el método Bradford (Apartado 7.4.2). Se cargaron

en el gel de Blue Native-PAGE de 8 a 10 ug de mitoplastos por pocillo (Apartado 7.4.5.2).
7.4.3.2. Extraccién de mitocondrias

La purificacion de mitocondrias se realiza con el fin de poder analizar mediante electroforesis
nativa Blue Native-PAGE e inmunodeteccion los complejos de la cadena respiratoria y otras proteinas

de interés de nuestras lineas celulares, control y mutantes.
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7.4.3.3. Extraccién de mitocondrias a partir de la linea celular HEK293T

La extraccion de mitocondrias se realizé siguiendo el protocolo de Fernandez-Vizarra et al,,

2006.

Para la extraccion y purificacion de mitocondrias se partié de 15 a 25 placas de 150 mm de
didmetro de células con una confluencia del 80-90 %. Se tripsinizaron y recogieron en un tubo de 50
ml. Los pellets celulares se lavaron dos veces con PBS frio y centrifugaron a 600 x g durante 8 minutos
a 4 °C. En el Ultimo lavado, las células se transfirieron a un tubo de 15 ml y se centrifugaron en las
mismas condiciones que anteriormente. Se midié el volumen ocupado por las células y se

mantuvieron en hielo durante todo el protocolo.

Las células se resuspendieron en la mitad del volumen ocupado por las células de medio
hipotdnico IB 0,1X (dilucion 1:100 a partir de 1B 10X (NaCl 0,35 M, MgCl, 50 mM Tris-HCI 0,35 M pH
7,8) para facilitar la rotura de las células. Se pipeted la suspension celular en un homogeneizador de
vidrio de 2 0 5 cm?® adecuado para homogeneizar la muestra. La suspension celular que quedd en el
tubo de 15 ml se recogio con la otra mitad del volumen original ocupado por las células de IB0O,1 Xy

se pipeted junto con el resto de suspension celular.

A continuacion, se realizd la rotura de las células mediante homogeneizacion realizando 25
strokes o movimientos manuales verticales rapidos en el homogeneizador de tejidos Tefldon tipo
Potter. Inmediatamente, se afiadié una décima parte del volumen inicial ocupado por las células de
IB 10X (NaCl 0,35 M, MgCl, 50 mM, Tris-HCI 0,35 M pH 7,8), con el fin de hacer el medio isotdnico.
Las células homogeneizadas se transfirieron a varios tubos de 1,5 ml y centrifugaron a 1600 x g
durante 3 minutos a 4 °C en la centrifuga Eppendorf® 5415R, precipitando las células que no se han
rotoy los nucleos. El sobrenadante se transfirid a un tubo nuevo de 1,5 ml. Y el pellet se resuspendié
en la mitad de su volumen con el medio hipotdnico IB 0,1X y se transfirié al tubo de cristal. El resto
de suspensién celular que quedd en el tubo de 1,5 ml se transfirié al mismo tubo de cristal con la
otra mitad de su volumen de medio hipotdnico IB 0,1 X. Se realizaron 25 strokes en el
homogeneizador y se afiadié una décima parte del volumen del pellet de IB 10X. Se centrifugaron en

tubos de 1,5 ml a 1600 x g durante 3 minutos a 4 °C.

A continuacion, el sobrenadante se mezcld con el sobrenadante obtenido en la primera
centrifugacién, y se centrifugd en las mismas condiciones que anteriormente. El pellet que se obtuvo
se guardd vy el sobrenadante se centrifugd a 17900 x g durante 2 minutos a 4 °C consiguiendo la

precipitacion de las mitocondrias.
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Se realizaron dos lavados del pellet mitocondrial con medio A (sacarosa 0,32 M, EDTA 1 mM,
Tris-HCI 10 mM, pH 7,4), seguidos de centrifugaciones a 17900 x g durante 5 minutos a 4 °C, y un
ultimo lavado con medio de mitoplastos (manitol 250 mM, sacarosa 70 mM, HEPES 2 mM, pH 7,4).
Se realizé la cuantificacion del enriquecido mitocondrial mediante el método Bradford (Apartado
7.4.2). A continuacién, las mitocondrias se resuspendieron en la solucion Thomas Langer (Mg-
Acetato 4 mM, Aminocaproico 5 mM, NaCl 50 mM, ATP 1 mM, Tris-HC| 30 mM, pH 7,4, (Koppen et
al., 2007)) e inhibidor de proteasas (cOmplete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets provided in
EASYpack de Roche), para evitar la degradacion de las proteinas, a una concentracion final de 5 ug/pl.

Las mitocondrias se conservaron a -80 °C hasta su uso.
7.4.3.4. Extraccién de mitocondrias a partir de fibroblastos primarios

La extraccion y purificacion de mitocondrias de fibroblastos se realizo siguiendo el protocolo
de (Schagger & Pfeiffer, 2000) con algunas modificaciones (Acin-Pérez et al., 2008), en el que se

requieren solamente de 5 a 10 placas de células 150 mm de didmetro.

Se partié de al menos 5 placas de fibroblastos 150 mm al 80 % de confluencia. Las células se
tripsinizaron en el menor tiempo posible, se recogieron en PBS suplementado al 10 % con SFBy se
mantuvieron siempre a en hielo a partir de este momento, con el fin de inhibir la accion de las

proteasas.

Tras centrifugar las células a 460 x g durante 5 minutos (Centrifuga Eppendorf® 5415 R), el
pellet celular se lavd dos veces con PBS 1X frio mediante resuspension y centrifugacién. A
continuacion, el pellet de células se congeld a -80 °C durante, como minimo, 10 minutos para facilitar

la ruptura celular. El proceso se puede parar en este momento conservando las células a -80 °C.

El pellet celular se descongeld lentamente en hielo y se resuspendid en tampdn hipotdnico
(sacarosa 83 mM, MOPS 10 mM, pH 7,2), en una proporcién aproximada de volumenes
tampodn:pellet celular de 7:1. La suspensién de células se incubd durante 2 minutos en hielo en un
homogeneizador de vidrio de 2 cm?, y se homogeneizé mediante 10 “pops” o strokes o movimientos
manuales verticales rapidos para conseguir la rotura de las células al sacar el émbolo del
homogeneizador, en el homogeneizador de tejidos Teflon tipo. Rdpidamente, se le afiadid 1 volumen
de tampdn hipertdnico (sacarosa 250 mM, MOPS 30 mM, pH 7,2) vy, tras mezclar bien, se centrifugd
a 1000 g (en la centrifuga Beckman Coulter Allegra X30R) durante 5 minutos a 4 °C, para eliminar los

nucleos y las células que no se han roto.

A continuacion, y opcionalmente, se recogio el sobrenadante y el pellet se rehomogeneizd

en las mismas condiciones que la primera vez. Los sobrenadantes de las dos homogeneizaciones se
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mezclaron, se transfirieron a tubos de 1,5 mly se centrifugaron a 17900 x g durante 2 minutos a 4
°C. El pellet de mitocondrias obtenido se suspendid en medio A (sacarosa 320 mM, Tris 10 mM, EDTA
1mM, pH 7,4), se dividieron las mitocondrias en dos tubos de 1,5 ml y se volvieron a centrifugar en
las mismas condiciones que la primera vez. Este paso de lavado y centrifugacion se repitié hasta

tener todas las mitocondrias en un Unico tubo.

El pellet de mitocondrias resultante se resuspendié en 500 pl de medio A, de los que se
tomaron 4 ul para medir la concentraciéon de proteinas de la muestra por duplicado mediante el
método Bradford (Apartado 7.4.2). A continuacion, se volvié a sedimentar la muestra a 17900 x g
durante 2 minutos a 4 °C, y se resuspendié en el volumen necesario de solucién de Thomas Langer
(Mg-Acetato 4 mM, Aminocaproico 5 mM, NaCl 50 mM, ATP 1 mM, Tris-HCI 30 mM, pH 7.4, (Koppen
etal., 2007)) para que la concentracién final fuese 5 ug/ul, ademas se afiadié la mezcla de inhibidores
de proteasas 1X (cOmplete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets provided in EASYpack de Roche) para

evitar la degradacion de las proteinas. Las mitocondrias se conservaron a -80 °C hasta su uso.
7.4.3.5. Obtencion de enriquecido mitocondrial a partir de tejido (musculo)

La muestra de musculo se homogeneizd con el buffer de homogeneizacién (sacarosa 250
mM, imidazol 20 mM, inhibidor de proteasas AEBSF 1 mM). A continuacion, se centrifugd la muestra
homogeneizada a 20000 x g durante 20 minutos a 4 °C, se descarté el sobrenadante y se congelé el
pellet. Tras descongelar la muestra, se lisd con el buffer de lisis (acido aminocaproico 5 mM, NaCl 50
mM, imidazol/HClI 50 mM pH 7, inhibidor de proteasas AEBSF 1 mM). Seguidamente se afiadié DDM
(10 %) e incubd durante 10 minutos en hielo. Se centrifugd a 100000 x g durante 15 minutos a 4 °C,

y se recogio el sobrenadante.

En la microfuga se centrifugaron a 17000 rpm durante 88 minutos. Se recogié el
sobrenadante, se realizé la cuantificacion de las proteinas mediante Bradford y se almacend a -80

°C.

7.4.3.6. Preparacién de mitocondrias obtenidas de extractos celulares para andlisis en
Blue Native-PAGE

Tras la extraccidon de mitocondrias (Apartado 7.4.3.3 y 7.4.3.4), éstas se solubilizaron
utilizando detergentes suaves, que permiten que los complejos respiratorios se mantengan intactos
y no se disgreguen las proteinas que los componen. Se utilizé el dodecilmaltdsido (DDM, Sigma) a
una concentraciéon de 1,5 % de DDM en la solucién, o la digitonina (Sigma) que se utilizd a una
concentracion de 1,5 % digitonina en la solucion. Las muestras se incubaron en la rueda giratoria

durante 20 minutos a 4 °Cy se centrifugaron a 13000 x g durante 15 minutos a 4 °C. Finalmente, se
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recogid el sobrenadante y se cargd en un gel Blue Native o SDS-PAGE (Apartados 7.4.5.2 y 7.4.5.1) o

se congeld a -80 °C hasta su uso.
7.4.3.7. Separacion de proteinas mitocondriales solubles y de membrana

Para determinar la localizacién submitocondrial de ATAD3C, se realizaron dos tratamientos

con mitocondrias intactas siguiendo el protocolo de Ryan et al., 2001.

Se llevé a cabo la rotura fisica de las mitocondrias aisladas. Para ello, un pellet de 400 ug de
mitocondrias frescas se resuspendid en una solucion de Tris-HCl 10 mM pH 7,4 y NaCl 100 mM.
Posteriormente, se realizd el procedimiento de congelado-descongelado (Freeze-thawing),
congelando la muestra en nitrégeno liquido durante 30 segundos y descongelandola en el bafio a 37
°C, seguido de un vortex para favorecer la descongelacién. Tras cinco ciclos de congelacidn-
descongelacion, se sonicé la muestra dos veces durante 5 segundos a 20 % amplitud y ciclo de 0,5 %
en un sonicador UP 200S Ultrasonic Processor, Hielscher, Germany, de este modo se realizoé la rotura
de las membranas de las mitocondrias. Las muestras se centrifugaron a 18000 x g durante 1 hora a
4 °C, y se obtuvieron dos fases: las proteinas que precipitaron probablemente estarian unidas a la
membranay, las proteinas que se localizaban en el sobrenadante eran proteinas solubles de la matriz
o espacio intermembrana. El precipitado se resuspendid en la solucion de Tris-Cl 10 mM pH 7,4, NaCl
100 mM e inhibidor de proteasas y, junto con el resto de las fracciones mitocondriales, se cargaron

en un gel desnaturalizante SDS-PAGE (Apartado 7.4.5.1).

Para separar las proteinas asociadas a la membrana de las integradas en la membrana, se
llevd a cabo una extraccion con carbonato sédico a pH 11,3. Para ello, se partio de alicuotas de 400
ug de mitocondrias purificadas que se centrifugaron a 17900 x g durante 4 minutos a 4 °C. El pellet
obtenido se incubd en la solucion alcalina de carbonato sédico Na,CO5; 0,1 M pH 11,3 e inhibidor de
proteasas durante 30 minutos en hielo (mezcldndola cada 5 minutos), y posteriormente, se
centrifugd a 18000 x g durante 1 hora a 4 °C. Tras esta extraccion, la mayoria de las proteinas
integrales de membrana permanecen en el pellet mientras que en el sobrenadante se encuentran
las proteinas solubles o no embebidas en la membrana. El pellet se resuspendid en la solucién
alcalina Na;CO3 0,1 M pH 11,3 e inhibidor de proteasas vy, junto con el resto de las fracciones, se
cargaron en un gel desnaturalizante de SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana y se analizaron

por inmunodeteccién con anticuerpos especificos (Anexo Il, Tabla 10.1).
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7.4.3.8. Tratamiento de mitocondrias con Tripsina y Proteinasa K

Para determinar la localizacién submitocondrial de las proteinas de interés se realizaron
tratamientos de mitocondrias intactas recién aisladas con tripsina (Sigma) y proteinasa K

(Invitrogen).

Para ello, se prepararon alicuotas de 50 pg de mitocondrias (10 pl de mitocondrias a una
concentracion de 5 pg/ul), se centrifugaron a 17900 x g durante 5 minutos a 4 °C, y el pellet de
mitocondrias se resuspendié en 20 ul de buffer de Tomas Langer o medio hipotdnico (HEPES 20 mM

pH 7,5).

Por un lado, se afiadié 1 pl de tripsina a 0,1 ug/ul en cada alicuota de 50 g de mitocondrias
(concentracion de tripsina final 5 ug/ml) y se incubaron durante 2, 5, 10 y 20 minutos en un bafio a
30 °C. Se detuvo la reaccién con 25 ul de PBS al 10 % SFB. Las alicuotas se centrifugaron a 17900 x g

durante 5 minutos a 4 °C.

Por otro lado, 50 pg de mitocondrias con 0,2, 1, 2 o 4 pg de proteinasa K se incubaron
durante 15 minutos a 25 °C con agitacidn ocasional. Para detener la reaccién, las alicuotas se dejaron
en hielo y se afiadieron 2 mM de inhibidor de proteasas PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) en

etanol. Por ultimo, se centrifugaron a 17900 x g durante 5 minutos a 4 °C.

En ambos casos, las proteinas de los pellets del enriquecido mitocondrial se extrajeron

mediante RIPA 1X (Apartado 7.4.1) y se cargaron en un gel de SDS-PAGE (Apartado 7.4.5.1).

7.4.4. Inmunoprecipitacidn con anticuerpo anti-HA

Para determinar interacciones entre proteinas se realizé una inmunoprecipitacién con el
anticuerpo contra el epitopo HA unido a bolas magnéticas (Pierce Anti-HA Magnetic Beads, Thermo
Scientific). La inmunoprecipitacién se realizo siguiendo el protocolo de (Callegari et al., 2016) con

algunas modificaciones.

Tras la extraccion de mitocondrias, 200 pg de mitocondrias se solubilizaron en el buffer de
Solubilizacién con digitonina (Tris HCl 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, glicerol 10 %, EDTA 1 mM, 1 %
Digitonina e inhibidor de proteasas (cOmplete, Protease Inhibitor Cocktail Tablets provided in
EASYpack, de Roche)) en un agitador orbital en horizontal (Orbital Shaker SO3, Stuart Scientific) en

movimiento (110 rpm) durante 30 minutos a 4 °C.

Las mitocondrias solubilizadas se centrifugaron a 10000 x g durante 10 minutos a 4 °Cen la
centrifuga 5427 R de Eppendorf. Al sobrenadante se le afiadid buffer de Solubilizacidn sin digitonina

(Tris HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, glicerol 10 %, EDTA 1 mM, inhibidor de proteasas 1X). A
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continuacion, la muestra se incubd en una rueda giratoria durante dos horas y media a 4 °C con 0,2
mg de bolitas magnéticas unidas al anticuerpo anti-HA prelavadas 3 veces con el buffer de lavado
(Tris HCI 50 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, glicerol 10 %, EDTA 1 mM, Digitonina 0,2 %, inhibidor de
proteasas 1X). Tras la incubacion, las proteinas unidas a las proteinas con epitopo -HA unidas a su
vez a las bolitas magnéticas se separaron del resto con ayuda de un iman que las atrajo hacia un
lateral del tubo, mientras se eliminaba el sobrenadante. Las bolitas se lavaron y volvieron a separar

de la soluciéon de lavado 10 veces.

Finalmente, las proteinas se eluyeron de las bolas magnéticas resuspendiendo la mezcla de
proteinas y bolas magnéticas en 1 X Laemmli Sample Buffer en condiciones no reductoras (glicerol 5
% (v/v), SDS 2%, azul de bromofenol 0,01 % (p/v), Tris HCI 0,04 M pH 6,8) e incubando la solucion
durante 5 minutos a 95 °C. Seguidamente, se analizaron en un gel de SDS-PAGE (Apartado 7.4.5.1) y

se realizd un Western Blot (Apartado 7.4.7) o se conservaron a -80 °C hasta su utilizacién.

7.4.5. Electroforesis de proteinas
7.4.5.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

La separacion electroforética de proteinas se realizé en geles de poliacrilamida, que

permiten la separacion de las mismas en funcion de su peso molecular.

Los geles de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE o SDS-Tris-Glicina) estan
formados por dos fases que difieren en composicién y funcién. La fase superior, que se conoce como
fase de concentracidon, contiene un 2 % (p/v) de poliacrilamida. La inferior, llamada fase de
resolucion, puede contener un porcentaje variable de acrilamida-bisacrilamida en funcion del
tamafio de las proteinas que nos interesa separar, siendo menor el porcentaje cuanto mas grande
es la proteina, en general del 8-14 % (p/v). En el desarrollo de esta tesis se prepararon geles SDS-

PAGE (Tabla 7.21) utilizando el sistema de Mini-Protean de Bio-Rad.
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Tabla 7.21. Componentes necesarios para preparar los geles separador y concentrador para la electroforesis de proteinas
SDS-PAGE.

Gel separador
Gel concentrador

8% 12,5% 14 %
Acrilamida:Bisacrilamida 1333 ml 515 ml 533 mi 0333 ml
(30:0,8) ’ ' ’ ’
Tampdn 4X* 1,250 ml 1,25 ml 1,25 ml 0,5 ml
H,0 mili-Q 2,420 ml 1,5 ml 1,42 ml 1,167 ml
APS 20 % 15l 30 ul 30ul 20 ul
TEMED Sul Sul 5l S ul

*Tampon 4X: Tampon del gel separador 4X: Tris-HCl 1,5 M pH 8,8, SDS 0,4%, EDTA 8 mM. Tampdn del gel concentrador
4X: Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, SDS 0,4 %, EDTA 8 mM.

En primer lugar, se prepard el gel separador y se vertié entre los cristales que forman el
soporte (de 1 mm de anchura), dejando 1,6 cm por encima para el gel concentrador. Seguidamente,
se afiadid una capa de isopropanol para formar un frente recto y evitar la posible entrada de oxigeno
gue dificultaria la polimerizacién. Tras la polimerizacion del gel separador, se elimind el isopropanol
y se lavo la superficie con agua destilada. Seguidamente se afiadié la mezcla del gel concentrador
hasta rebosar, se inserté el peine para delimitar los pocillos y se dejé polimerizar. A continuacion, se
retird el peine y se montaron los geles en vertical en la cubeta de electroforesis. Tras afiadir el
tampon de electroforesis (running buffer 1X) a la cubeta, se limpiaron los pocillos a presién con
ayuda de una jeringuilla, para eliminar la acrilamida que se hubiera podido quedar en ellos y facilitar
la entrada de las proteinas. Se cargaron las muestras de proteinas mezcladas con el tampdén de carga
Laemmli Buffer 4X (Glicerol 10 %, Tris- HCl 160 mM pH 6,8, SDS 8% (p/v), azul de bromofenol 0,04 %
(p/v), B-mercaptoetanol 4 % (v/v)). El marcador de pesos moleculares que se empled fue el Precision

Plus Protein™ Standards, de Bio-Rad.

La electroforesis se realizd a un amperaje constante de 12 mA por gel hasta que las muestras
atravesaron el gel concentrador y llegaron al separador, momento en el que se incremento la

intensidad a 20 mA hasta que el frente alcanzd la parte inferior del gel.
7.4.5.2. Electroforesis nativa: Blue Native

La electroforesis nativa en gradiente de poliacrilamida permite la resolucion electroforética
de complejos proteicos en su estado nativo, incluidos los complejos que integran la cadena de
transporte electrénico que se encuentran en la membrana mitocondrial interna (Schagger, 1995;

Wittig et al., 2006). El colorante azul de Coomassie G-250, presente en el buffer del catodo, se une
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a los complejos y les confiere una carga neta negativa que permite su movilidad electroforética sin

alterar su estado nativo.

Para llevar a cabo este tipo de electroforesis, se utilizaron los geles en gradiente
NativePAGE™ 3-12% Bis-Tris Protein Gels (1.0 mm, 10-well) de Invitrogen™. Tras la limpieza de los
pocillos con un papel de filtro, se montd el gel en el soporte adecuado, a 4 °C, y se afiadieron los
tampones comerciales del 1X NativePAGE™ Running Buffer y NativePAGE™ Cathode Buffer Additive,
de Novex® de Life technologies, diluidos en agua destilada. Las mitocondrias solubilizadas con un
detergente suave se mezclaron con 1/5 de su volumen de tampdn de carga (Blue G 5 %) y se cargaron
en el gel. La mayor parte de las veces también se cargd el marcador de pesos moleculares

NativeMark™ Unstained Protein Standard de Invitrogen™.

La electroforesis se llevd a cabo en el soporte XCell Surelock™ Mini-Cell Electrophoresis
System (Novex by Life Technologies) a4 °Cy a 100 V durante 1 hora y 15 minutos, tras este tiempo
el tampdn del catodo se cambid por un tampdn de la misma composicion, pero con menor
concentracion de Coomassie G (10 veces menos). A continuacion, el gel corrié a 150 V durante 1

hora mas, después, se aumento el voltaje a 200 V durante 20-40 minutos.

Una vez finalizada la electroforesis, los complejos proteicos separados en el gel se
transfirieron a membranas de PVDF vy las proteinas de interés se analizaron por Western Blot

(Apartados 7.4.6 y 7.4.7).
7.4.5.3. Electroforesis en segunda dimension: Blue Native-2D

Tras la separacion de proteinas nativas mediante Blue Native (Apartado 7.4.5.2), en algunos
casos, se realizaron geles desnaturalizantes de SDS-PAGE-Tricina (Schagger, 2006), técnica que

permite la separacion de las subunidades de los complejos en funcién de su peso molecular.

Para realizar la segunda dimensién, se recortaron los carriles del gel Blue Native de primera
dimensién, se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente en 1 % de SDSy 1 % de B-
mercaptoetanol en agua para que se disociaran los complejos. A continuacién, se dispusieron de
forma horizontal en el pocillo Unico del gel concentrador sobre un gel separador SDS-PAGE-Tricina

previamente elaborado (Figura 7.3).
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Figura 7.3 Diagrama de la electroforesis Blue Native y de la segunda dimensién SDS-PAGE-Tricina.

Los geles de SDS-PAGE-Tricina que se utilizaron fueron de 1,5 mm de grosor. Se prepararon

de acuerdo con la Tabla 7.22.

Tabla 7.22. Reactivos utilizados para realizar geles de SDS-PAGE-Tricina.

4 % gel concentrador 10 % gel separador
1gel 1,5mm 2 geles 1,5mm 1gel 1,5mm 2 geles 1,5mm
AcriIamida(ABl;s;c)rilamida% 500 4 iml 24 ml 48 ml
Gel Buffer 3 X 1,5 ml 3ml 4 ml 8 ml
Agua MiliQ 4 ml 8 ml 5,6 ml 11,2 ml
APS 20 % 90 l 180 pl 120 pl 240 l
TEMED 4,5l 9 ul 6 ul 12 pl

La electroforesis se llevo a cabo a 30 V hasta que el carril de la Blue Native entrod en el gel

separador, entonces se incrementd el voltaje a 80 V hasta que el frente llegé al final del gel.

La composicion de los reactivos utilizados para este tipo de geles se muestra en la Tabla 7.23.

Tabla 7.23. Composicidn de los reactivos utilizados en los geles SDS-PAGE-Tricina.
Tampodn del cdtodo 10 X Tris 1 M, Tricina 1 M, SDS 1 %, pH 8,25

Tampon del anodo 10 X Tris 1 M, HCI 0,225 M, pH 8,9

Tampon del Gel 3 X Tris 3 M, HCl 1 M, SDS 0,3 %, pH 8,45

Acrilamida-Bisacrilamida-3 (AB-3) 48 g acrilamida y 1,5 g de bisacrilamida en 100 ml de agua
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7.4.6. Transferencia de proteinas a membranas de PVDF

La transferencia de las proteinas desde el gel de electroforesis a membranas de PVDF se
realizd mediante electrotransferencia himeda, utilizando el sistema Mini Trans-Blot® Cell de Bio-
Rad. Para ello, se cortd un rectangulo de la membrana de PVDF (Polifluoruro de vinilideno Hybond-
P de Amersham) adecuado al tamafio del gel, se activé con metanol durante 10 segundos y se lavd
con agua destilada. A continuacién, la membrana se sumergié en el tampdn de transferencia frio o
BSN (Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20 % (v/v)) durante unos minutos. Simultdneamente, se
prepararon cuatro papeles Whatman® (Sigma) y dos esponjas para cada gel junto con los soportes.
Cuando todo estaba equilibrado en buffer BSN, se procedié a montar el sistema, de acuerdo con las

instrucciones del fabricante (Figura 7.4). La transferencia se realizd a 80 V durante 2 horas a 4 °C.

La eficiencia de la transferencia se comprobd mediante la tincién reversible con Rojo
Ponceau (Sigma), que tifie las proteinas y permite observar todas las proteinas presentes en la
membrana. Tras observar que efectivamente la transferencia se habia realizado de forma adecuada,

la membrana se lavd con agua destilada varias veces.

Almohadilla

Papel de filtro
Membrana

Papel de filtro
Almohadilla

Figura 7.4 Montaje del casete para la transferencia himeda.

7.4.7. Inmunodeteccién de proteinas mediante Western Blot

Tras la electrotransferencia de las proteinas, la membrana de PVDF se incubd con PBS-T
(Tween20 al 0,1 % en PBS, Tampdn Fosfato Salino, PBS 1X: NaCl 150 mM, K;HPO,4 - 3 H,0 8 mM,
KoHPO4 1,6 mM, pH 7,4) al 5 % p/v de leche desnatada en polvo durante toda la noche a 4 °C o
durante 1 hora a temperatura ambiente, para bloguear los posibles sitios de union inespecificos y

evitar asi falsos positivos en la deteccion proteica.
7.4.7.1. Incubacion con anticuerpos

Antes de realizar la incubacién con el anticuerpo primario, se elimind el exceso de agente

bloqueante mediante 3 lavados con PBS-T de 5 minutos cada uno. Tanto los lavados como las
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incubaciones se llevaron a cabo en cubetas con agitacion suave a temperatura ambiente. La
membrana se incubd durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo primario diluido a
la proporcion adecuada (Anexo Il, Tabla 10.1) en una disolucién de PBS-T al 0,05 % de leche

desnatada en polvo o durante toda la noche a 4 °C.

Transcurrido este tiempo, se retird la solucién y se realizaron tres lavados con PBS-T de 5
minutos cada uno. El anticuerpo secundario (anti-IgG de conejo, ratén o rata, segun el origen del
anticuerpo primario) conjugado con una peroxidasa de rdbano se diluyé a la proporcién
correspondiente en PBS-T al 0,05 % de leche y se incubd de 30 minutos a 1 hora. Finalmente, se

retird el anticuerpo secundario y se realizaron los ultimos 3 lavados de 10 minutos con PBS-T.
7.4.7.2. Deteccion quimioluminiscente

Para detectar las proteinas presentes en la membrana se utilizd un sistema de
inmunodeteccion indirecta. Este sistema se basa en la utilizacién de un anticuerpo primario para
localizar la proteina de interés, y un anticuerpo secundario que detecta al primario y que, ademas,
estd conjugado con una peroxidasa, que al entrar en contacto con su sustrato quimioluminiscente
(Pierce™ ECL Western Blotting Substrate de Thermo Scientific), el luminol, produce una sefial

luminosa.

La membrana se incubd durante 1 minuto con el sustrato quimioluminiscente. La luz emitida
en dicha reaccién fue detectada por el aparato Amersham Imager 600 de GE Healthcare Life Science

programado para realizar exposiciones de distinta duracion.

El tiempo de exposicién dependid de la cantidad de muestra cargada en el gel y de la
sensibilidad del anticuerpo utilizado. Una vez obtenidas las imdagenes, las bandas fueron

cuantificadas con el programa ImageQuant TL de Amersham.
7.4.7.3. Reutilizacion de membranas

Con el fin de eliminar los anticuerpos unidos a las proteinas fijadas en la membrana y hacer
posible la reutilizacion de ésta en otra inmunodeteccién, la membrana se sumergid en solucion de
stripping (B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2 %, Tris-HCl 62,5 mM pH 6,7) y se incubd durante 30
minutos a 58 °C. Transcurrido este tiempo, es necesario volver a bloquear la membrana con PBS-T
al 5 % p/v de leche desnatada en polvo durante toda la noche a 4 °C o durante 1 hora a temperatura

ambiente.
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7.4.8. Tincién de geles con azul de Coomassie

Los geles se tifieron en una solucién de 0,1 % de azul de Coomassie G-250 en 50 % Metanol
y 10 % Acido Acético durante una hora. A continuacién, se realizaron varios lavados con la solucién
de destefiir (metanol al 40 % en agua destilada). Los resultados mejoraron si una vez que se observan

las bandas se retiraba la solucion de destefiir y se dejaba el gen en agua destilada un dia.

7.5. Analisis de la interaccion de proteinas mediante protedmica

La preparacién de muestras, identificacion de péptidos en el espectrometro de masas vy el
analisis de datos obtenidos se realizaron en la Unidad de Protedmica del Instituto Nacional (PRB3-

ISCIII) de Protedmica de la Universidad Complutense de Madrid.

7.5.1. Preparacion de las muestras

Las bandas de proteinas recortadas del gel o la solucion de proteinas se redujeron con DTT,
se afladid iodoacetamida y se digirieron con Tripsina (Trypsin sequencing grade; Roche) durante toda
la noche a 37 °C. Los péptidos procedentes de la digestion de las bandas o muestras en dilucion se
desalaron y concentraron mediante cromatografia de fase reversa C18 en punta (ZipTip, Merck
Millipore). Los péptidos fueron disueltos con acetonitrilo al 80 % y acido trifluoroacético 0,1 %.
Finalmente, las muestras se secaron por centrifugacién a vacio en el Speed-vacy resuspendieron en

2 % AN, 0,1 % acido férmico, antes del anélisis Nano LC-MS/MS.

7.5.2. Cromatografia liquida y analisis de espectrémetros de masas

Para detectar los péptidos de las diferentes proteinas ATAD3, se realizd un método

combinado.

Los péptidos se analizaron por nano-cromatografia liquida (nano Easy-nLc 1000, Thermo
Scientific) acoplada a un espectrometro de masas de alta resolucién Q-Exactive HF (Thermo
Scientific, Bremen, Germany). Los péptidos se concentraron “on-line” por cromatografia de fase
reversa (RP) usando una precolumna Acclaim PepMap 100 (ThermoScientific) 20 mm x 75 um ID,
C18 de 3 um didmetro de particulay 100 A de tamafio de poro y entonces separados en una columna
C18 Picofrit (Thermo Scientific Easy Spray Column, PepMap RSLC C18n de 500 mm x 75 um ID, 2 um
de didmetro de particula, 100 A de tamafio de poro) con punta integrada para spray, operando a un
flujo de 250 nl/min. Los péptidos se eluyeron utilizando un gradiente desde el 2 % hasta el 35 % de
buffer B en 90 minutos, hasta 45 % de buffer B en 10 minutos mas (Buffer A: 0,1 % AF en Agua; Buffer
B: 0,1 % AF en ACN).
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El nano-HPLC esta acoplado on-line a la fuente nanoelectrospray del espectrémetro de
masas Q-exactive HF con el que se analizaron los péptidos. La entrada de los péptidos se realizé por

ionizacion con electrospray utilizando la punta integrada en la columna analitica.

La adquisicion de datos se realizé con un voltaje de 1,8 Kv para el electrospray y el ién
transfer tube que guia los iones desde el espray hasta el interior del espectrémetro de masas tenia
una temperatura de 280 °C. Se utilizé un método de protedmica dirigida combinado para detectar

las proteinas ATAD3 en la muestra, ademas de otras proteinas.

En este método combinado los péptidos fueron detectados en modo Full scan MS con una
resolucion de 60.000 en un rango de masas m/z de 225-1800 Da. Los datos MS/MS fueron adquiridos
en modo de adquisicion dependiente de la informacion (Data-dependent acquisition (DDA)) del MS
con una resolucién de 30.000. Asi, en cada microscan se seleccionaron hasta 15 precursores con
carga de 2+ a 8+, en funcién de su intensidad (thershold: 2,1 x 10%), con exclusién dindmica de 10
segundos, seguidos de su aislamiento con un ancho de ventana de +/- 2 unidades de m/z, en un
tiempo maximo de 120 ms para su fragmentacion por HCD (High Collision Dissociation) con una

energia de colision normalizada del 20 %. Los espectros MS/MS se adquirieron en modo positivo.

7.5.3. Identificacion de proteinas
7.5.3.1. Identificacion contra bases de datos

Se adquirieron entre 33.000 y 44.000 espectros MS/MS en el analisis de cada una de las

muestras analizadas.
7.5.3.2. Parametros de Busqueda

Los datos de MS/MS se analizaron de doble forma. Primero, a través de la herramienta
informatica Proteome Discoverer v.2.2 (Thermo Scientific) con el motor de busqueda MASCOT 2.6
(MatrixScience, Londres, RU) para identificar los péptidos frente a la base de datos DataBase con la
secuencia FASTA de las proteinas diana, la base de datos de contaminantes (secuencia 247) y
SwissProt DataBase con restriccién taxondmica para humanos (553089 secuencias; 2017/02/21). Los
parametros empleados en Mascot para las busquedas para identificar péptidos fueron: tolerancia
del péptido precursor de 10 ppm, tolerancia del fragmento de 0,02 Da, 2 puntos de corte perdidos
para la tripsina, carbamidometil cisteina como modificacion fija y oxidacion de metionina, como
modificacion variable. Los scores resultantes de MASCOT fueron ajustados por el algoritmo
percolator, que consigue discriminar mejor entre las identificaciones correctas e incorrectas de los

péptidos.

184



Materiales y Métodos

Se consideraron proteinas “correctamente” identificadas aquellas que estaban por debajo
de un FDR del 1 % y tenian al menos 1 péptido Unico identificado con un intervalo de confianza (Cl)
gue superara el 99 % (la probabilidad de que el péptido identificado se debiera al azar es menor del

1% (p< 0,01)).

En segundo lugar, se utilizé la herramienta informatica Skyline v 20.1 para asignar los
precursores y transiciones a los péptidos seleccionados en el método de protedmica dirigida y

comprobar la deteccidn de cualquiera de las proteinas ATAD3.

Los resultados de identificacién obtenidos se incorporaron como libreria de espectros en
Skyline con el fin de confirmar la concordancia (dotp) entre las transiciones y las secuencias
(espectros MS/MS) de los péptidos. En la mayoria de los casos en los que existia confirmacién por

MS/MS, la concordancia superaba el 90 % y como minimo el 80 %.

Tras un primer analisis de los resultados en Skyline, se eliminaron aquellos péptidos,

precursores y transiciones que no fueron detectadas, filtrando el método.

7.6. Estudio funcional del sistema de fosforilacidn oxidativa

7.6.1. Medida de niveles de ATP mitocondrial

Para la medida de los niveles de ATP mitocondrial se utilizaron placas de 96 pocillos de fondo
blanco (Casa comercial Nunc), especiales para medidas de luminiscencia. En el ensayo se midio la
cantidad de ATP por el método luciferina/luciferasa y el nimero de células viables mediante
fluorescencia. Para cada medida se utilizaron 6 pocillos por linea celular, es decir, un total de 12
pocillos/linea celular. 10-14 horas antes del ensayo se sembraron 2 x 10* células por pocillo, en
medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (SFB) hasta un volumen de 200 pl. El dia del
ensayo, se realizaron dos lavados con PBS de todos los pocillos y se afiadieron 100 ul de medios de
cultivo correspondientes para cada ensayo (Tabla 7.24). Se incubaron 2 horas a 37 °Cy 5 % de CO..

Tabla 7.24. Reactivos utilizados para el ensayo de ATP mitocondrial y nimero de células viables.

Reactivo ATP mitocondrial Ndmero de células viables
Medio de cultivo DMEM libre (sin glucosa) * DMEM libre (sin glucosa) *

Piruvato 1mM 1mM
2-deoxi-glucosa* 5mM -

Celltiter-Blue® Cell Viability Assay

| ill
(Promega)* ul/pocillo
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* El uso de medios sin glucosa y suplementados con piruvato impiden la sintesis de ATP por la via glucolitica. Ademas, el
uso de 2-deoxi-glucosa inhibe la primera enzima de esta via. El reactivo CellTiter-Blue® Cell Viability Assay es metabolizado
por las células viables produciendo fluorescencia a una longitud de onda de 600 nm.

Tras las 2 horas, se midié la fluorescencia (600 nm) en los pocillos destinados a la estimacion
de ndmero de células. A continuacién, en los pocillos destinados a la medida de ATP, se afiadid un
volumen de la solucion luciferina/luciferasa (CellTiter-Glo® Luminiscent Cell Viability Assay,
Promega), se agitd durante 1-2 minutos, para permitir el lisado celular, y se incubé durante 15
minutos a temperatura ambiente. Finalmente, se realizaron las medidas de luminiscencia. Para

ambas medidas se utilizé el lector de placas NOVOStar MBG (Labtech).

7.6.2. Medida de actividades enzimaticas de los complejos en espectrofotdometro

7.6.2.1. Preparacion de extractos celulares para ensayos enzimaticos de complejos

respiratorios

Para realizar ensayos enzimaticos de complejos respiratorios se prepararon extractos
celulares totales a partir de células en cultivo. Para ello, se partié de dos placas de 100 mm de
didmetro, se lavaron dos veces con PBS, se tripsinizaron las células y se resuspendieron en PBS con
10 % de suero. Tras la centrifugacion, las células se lavaron dos veces con PBS 1 X. A continuacion,
el pellet se resuspendié en 400 pl de buffer A (MOPS KOH 20 mM pH 7,4, sacarosa 250 mM), se
afiadieron 400 pl de solucion de digitonina 0,2 mg/ml en buffer Ay se mezclaron e incubaron durante
5 minutos en hielo. Se centrifugd a 5000 x g durante 3 minutos y se descarté el sobrenadante que
contenia la fraccion citosdlica. El pellet se resuspendié en 600 pl de buffer B (MOPS KOH 20 mM pH
7,4, sacarosa 250 mM, EDTA Nas 1 mM), y se incubd durante 5 minutos en hielo. Se centrifugd a

10000 x g durante 3 minutos y se eliminé el sobrenadante.

Los pellets se pueden almacenar a -80 °C hasta tres meses para usarse en ensayos

enzimaticos o medir inmediatamente.

Antes de realizar el ensayo enzimatico, el pellet se resuspendid en 200 pl de buffer fosfato
potdsico 10 mM a pH 7,4. Las células se rompieron tras someterlas a tres ciclos de freeze-thawing
en los cuales la mezcla se congeld en Ny (I) y se descongeld rapidamente en un bafio de agua a 37
°C. A continuacién, se midié la concentracion de proteina de la muestra y se continud con el ensayo

enzimatico.
7.6.2.2. Ensayos enzimdticos

Las determinaciones se llevaron a cabo en un espectrofotémetro (UNICAM UV 500, de
Thermo Spectronic) termostatizado mediante un sistema Peltier PCB150 de DBS y los datos se

registraron utilizando la herramienta informatica Vision 32. Las muestras se depositaron en cubetas
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de plastico de 1 mly se incubaron a la temperatura de medida durante un tiempo antes de afadir el

iniciador de la reaccion y registrar la actividad.
7.6.2.3. Medida del complejo IV (Citocromo c oxidasa)

La citocromo c oxidasa es la Ultima enzima de la cadena de transporte de electrones,
midiendo su actividad se determind la funcionalidad del sistema OXPHOS en la linea celular. Para

ello, se midid la reaccién de oxidacién del citocromo ¢ en homogenados celulares.

Primero, se prepard una disolucion de citocromo c al 1 % (10 mg/ml) reducido en tampdn
fosfato (10 mM pH 7,4). Se afiadio ditionito de sodio, agente reductor, para reducir totalmente el

citocromo ¢, y se agité e incubd en hielo durante 1 hora.

A continuacion, se prepararon las cubetas con 100 ul de tampdn fosfato 100 mM pH 7, 100
ul de BSA (en EDTA 10 mM a pH 7,4) y 670 ul de agua destilada, y calentaron a 38 °C. Una vez
atemperadas, se afiadieron 100 pl de citocromo c e incubaron a 38 °C durante 2 minutos.
Seguidamente, se realizé un vortex a 30 ul de muestray se afladieron a la cubeta. Se realizé la medida

de la oxidacion del citocromo ¢ como disminucion de la absorbancia a A=550 nm durante 2 minutos.

Cada muestra se midié por triplicado. La férmula que se usé para calcular la actividad
citocromo oxidasa especifica (Unidades: nmol/(min*mg prot)) fue la siguiente (se debe tener en
cuenta que para obtener la actividad especifica se necesité medir previamente la concentracion de

proteina que hay en cada muestra mediante el método de Bradford):

AAbs(550nm)/min * 1000 * Volumen total (ml)
€ (= 21 ml/nmol x cm) * Volumen muestra (ml) * [prot] mg/ml 1 cm

7.6.2.4. Medida de la actividad citrato sintasa

La citrato sintasa (CS) es una enzima que cataliza la reaccién de condensacion tipo alddlica
del acetato, proveniente del acetil-CoA, y del oxalacetato para formar citrato. La citrato sintasa se

utilizé como marcador enzimatico cuantitativo para la presencia de mitocondrias intactas.

Para determinar la actividad de la citrato sintasa, se midio el incremento de la absorbancia
aA=412 nm que se produce debido a la formacién de la forma anidnica del DTNB tras afiadir 250 uM
de oxalacetato. Primero, se prepararon las cubetas con 100 pl de tampdn Tris-HCI 750 mM pH 8, 100
ul de DTNB (0,4 mg/ml), 20 pl de Tritén X-100 al 5 %, 50 pl de Acetil-CoA 8 mM (7 mg/ml), 650 ul de
agua y 30 pl de muestra, que se preincubaron durante 2 minutos a 30 °C. A continuacion, se

afiadieron 50 pl de oxalacetato 10 mM (1,32 mg/ml) y se midid la absorbancia durante 2 minutos.
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Cada muestra se midié por triplicado. A continuacién, se detalld el célculo de la actividad

especifica de la citrato sintasa (Unidades: nmol/(min*mg prot)).

AAbs(412nm)/min x 1000 * Volumen total (ml)
€ (= 13,8 ml/nmol * cm) * Volumen muestra (ml) * [prot] mg/ml x 1 cm

7.6.3. Medida de actividades enzimaticas de los complejos en gel

Para la medida de la actividad enzimatica de los complejos de la cadena respiratoria en gel,

se separaron los complejos mediante electroforesis no desnaturalizante Blue Native-PAGE.

Tras la electroforesis, para la deteccién del complejo | el gel se incubd a temperatura
ambiente un minimo de 20 minutos en la solucién de deteccién que se describe en la Tabla 7.25.
Cuando una banda proporcional a la actividad de Cl aparecio en el gel, se realizé una captura en el
aparato Amersham Imager 600 de GE Healthcare. A continuacién, se realizaron lavados con agua

ultrapura Milli-Q®, con el fin de eliminar la solucién de deteccién del complejo I.

En el mismo gel nativo Blue Native-PAGE (o en uno nuevo), para la deteccién del complejo
IV, se requirié de una incubacién previa de media hora con el tampdn fosfato TPK 50 mM, pH 7,2.
Tras la incubacion, se afiadio la solucion de deteccidn que se recoge en la Tabla 7.25 y dejé actuar
durante toda la noche. Cuando el CIV se pudo observar, se capturé una imagen con Amersham

Imager 600.

Se parod la reaccién cuando se elimind la solucion y se fijé el gel con 10 % de 4cido acético y
0 .
40 % de metanol

Tabla 7.25. Soluciones de deteccién para medir las actividades de Cl y CIV.

Cl Nitro Blue tetrazolium chloride (NTB) (2,5 mg/ml) + NADH (0,1 mg/ml) en Tris-HCI 5 mM, pH 7,4
Clv 0,05 % de Diaminobenzidina (DAB) + Citocromo c (5 mM) en TPK 50 mM, pH 7,2
7.6.4. Consumo de oxigeno en electrodo de alta resolucién en células intactas

El consumo de oxigeno se midid en un oxigrafo de alta resolucion (Oroboros®), asociado a la
herramienta informatica Datlab utilizado para la adquisicion y analisis de datos o en un sistema
Oxytherm+ de Hansatech Instruments. En ambos casos se introdujeron las células en una cdmara

cerrada del aparato y se midié la velocidad del consumo de oxigeno (Chance & Williams, 1955).

Para las medidas en un oxigrafo de alta resolucion (Oroboros®), se partié de células en

crecimiento exponencial que se tripsinizaron, se centrifugaron, se contaron y se resuspendieron a 1
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millén de células por mililitro de medio DMEM bajo en glucosa (ThermoFisher Scientific). Se
introdujeron 2 ml en la camara de medida, se cerré la cdmara, y se midid la caida de la concentracién
de oxigeno con el tiempo, se obtuvo asi la denominada respiraciéon enddgena o basal. Las unidades

en las que se obtuvo el consumo de oxigeno fueron de pmol de 0,/s x 10° células.

Para analizar el efecto de farmacos en el consumo de oxigeno, se afiadieron concentraciones
crecientes a la camara de medida. Finalmente, se afiadid KCN para obtener la mediada del consumo

de oxigeno residual no debido a cadena respiratoria.

Se realizaron al menos tres medidas independientes por linea celular, alternando las dos

camaras de medida del aparato.

Cuando se utilizé el sistema Oxytherm+ de Hansatech Instruments. Se recogieron las células
en crecimiento exponencial y se contaron. El pellet celular obtenido se diluyé de tal forma que en
500 ul (volumen introducido en la cdmara de medida) hubiera 1,3 millones de células. Después de
introducir la muestra, se cerrd la camara, y una vez que se estabilizo el flujo registrd la respiracion

enddgena.

Seguidamente, se afiadié KCN obtener la medida del consumo de oxigeno residual no debido

a cadena respiratoria.

7.7. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé empleando StatView 6.0. Los datos se expresan
como la media + SD (desviacién estandar). El test Mann-Whitney non-parametric se utilizd para
evaluar la significacion estadistica entre grupos experimentales, en los capitulos | y Ill. Los valores p

value menores de 0,05 (*p < 0,05) se consideraron estadisticamente significativos.

Ademas, también se realizé un test estadistico ANOVA t-test (unpaired) para analizar los datos
del capitulo Il, considerandose significativos los valores de p menores de 0,05 o de 0,001 (*p < 0,05,

**xp < 0,001).
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Anexo |

9. ANEXO | — EXTENSION del estudio

del gen ATAD3C

Tabla 9.1 Niveles de expresién de los genes ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en diferentes lineas celulares.
Los datos se obtuvieron de Expression Atlas (12 Abril 2021) (Papatheodorou et al., 2020).
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Figura 9.1 Alineamiento de las isoformas 1y 3 de ATAD3B. Se muestra una parte de la secuencia de cDNA alineada. La
zona de union de la sonda TagMan (165 nt) se subraya en morado, comun entre las dos isoformas. El assay location o
punto medio de la secuencia donde se hibrida la sonda TagMan de la isoforma 1 de ATAD3B, posicién 1391 (incluyendo
la zona 5’UTR, 0 1275 de la secuencia codificante), que equivale a la posicion 1137 de la isoforma 3 (de la secuencia
codificante) se recuadra en gris.
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ATAD3A:09NVI7-1
ATAD3A:Q9NVI7-2
ATAD3B:Q5T9A4-1
ATAD3B:Q5T9A4-3
ATAD3C:Q5T2N8

ATAD3A:Q9NVI7-1
ATAD3A:QONVI7-2
ATAD3B:Q5T9A4-1
ATAD3B:Q5T9A4-3
ATAD3C:Q5T2N8

ATAD3A:Q9NVI7-1
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LRATLNAFLYHMGQHSNKFMLVLASNLPEQFDCAINSRIDVMVHFDLPQQEERERLVRLH
LRATLNAFLYRTGQHSNKFMLI IDVMVHFDLPGQEERARLVRMY

kokokkokokokokokok o kokokoRkokokokok « kKK REKKk  kkk koo kokokkokokok kokkok Rk, .

FDKYVLKPATEGKQRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGREIAQLAVSWQATAYASEDGY
EDKYVLKPATEGKQRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGRETIAQLAVSWQATAYASEDGY
EDNCVLKPATEGKRRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGRETIAQLAVSWQATAYASKDGY
FDNCVLKPATEGKRRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGRETAQLAVSWQATAYASKDGY
LNEYVLKPATEGKRRLKLAQFDYGRKCLEIARLTEGMSCRKIAQLAVSWQATAYASKDGY

ook ok ok ok ok kok ok o skokokokoskokok ok ok kokskok ok dkokokokskokok ok sk o skokok sk okok ok ok ok kok ok kok ok o kokok

LTEAMMDTRVQDAVQQHQQKMCWLKAEGPGRGDEPSPS----------------------
LTEAMMDTRVQDAVQQHQQKMCWLKAEGPGRGDEPSPS-------~---------------
LTEAMMDACVQDAVQQYRQKMRWLKAEGPGRGVEHPLSGVQGETLTSWSLATDPSYPCLA
LTEAMMDACVQDAVQQYRQKMRWLKAEGPGRGVEHPLSGVQGETLTSWSLATDPSYPCLA
LTEAMMDACVQDFVQQHQQMMRWLKGERPGPEDEQPSS-------~---------------

kkokdokdkok . ckokk kkck . .k ok ckokk ok kk * *

---------------------------------------- 634
---------------------------------------- 586
GPCTFRICSWMGTGLCPGPLSPRMSCGGGRPFCPPGHPLL 648
GPCTFRICSWMGTGLCPGPLSPRMSCGGGRPFCPPGHPLL 602
---------------------------------------- 411

536
488
488
442
313

596
548
548
502
373

634
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608
562
411

Figura 9.2 Alineamiento de las secuencias de las proteinas ATAD3A (isoforma 1y 2), ATAD3B (isoforma 1y 3) y ATAD3C.

Tabla 9.2. Se recoge la leyenda correspondiente al alineamiento de las secuencias de las proteinas ATAD3.

Dominio rico en

prolinas

CC1 (NPS@,
Network Protein
Sequence

Analysis)

CC2 (NPS)

dominio

transmembrana

220

Secuencia Isoforma

ATAD3A-1, ATAD3A-2

PPPPLPPAQP
y ATAD3B-1
LQLEQQSKLKEYEAAVEQLKSEQIRAQAEERRKTLSEETRQHQARAQ ATAD3A-2
LOLEQQSKLKEYEAAVEQLKSEQIRAQAEERRKTLSEETROHQARAQ ATAD3B-1
NLAQMQEQTLQOLEQQ SKLKQLVNEDLRKQEESVQ ATAD3C
EENLRKQEESVQKQEAMRRATVEREMELRHKNEMLRVEAEARARA ATAD3A-2
KAERENADIIREQIRLKAAE
EENLRKQEESVQKQEAMRRATVEREMELRHKNEMLRVETEARARA
ATAD3B-1
KAERENADIIREQIRLK
VTATVAGLTLLAVGVYSA ATAD3A-2
VTATVAGLTLLAVGVYSA ATAD3B-1

Posicion (aa)

18-28

86-131

86-131

7-40

153-217

153-214

247-264

247-264



Dominio AAA+

ATPasa

Walker A

Walker B

Arginina (posicién

4)

Segunda region de

homologia (SHR)

Dedo de arginina

(R)

Sensor 2

Anticuerpo Anti-

ATAD3B (Sigma)

CLAGPCTFRICSWMGTGLCPGPLSP

VTATVAGLTLLAVGVYSA

ATAD3A-2

ATAD3B-1

ATAD3C

R
R
R
R
R

KAERENADIIREQIRLKASEHRQTVLESIRTA

ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3A-2

ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3A-2

ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3A-2 y ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3A-2

ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3A-2 y ATAD3B-1

ATAD3A-2 y ATAD3B-1

ATAD3C

ATAD3B-1
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606-630

71-88

320-518

320-518

145-343

352-360

352-360

178-185

407-412

407-412

232-407

420

245

451-466

451-466

276-291

466

528

353

198-229
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HPAO58968

Mutaciones en 3
L: c.692T>C (p.Leu231Pro) EXON 8

ATAD3Cen el

IR: c.152+1 G>A (secuencia donante de splicing); DNA EXONintron: CCATCAGg>a; Entre exdn 2y exoén 3
paciente

Mt Proteina total

HEK293TATAR3C

—
5 o
g 8
& <
w w
T= 1 oF

Figura 9.4 Imagen de la inmunodeteccion de la proteina ATAD3C en un enriquecido mitocondrial (mt) y en extracto de
proteinas totales de las lineas HEK293T y HEK293TATAD3C | as muestras se analizaron en geles SDS-PAGE, y se
inmunodetectd con el anticuerpo anti-ATAD3C de Origene.

A. HEK293T B. HEK293T+ ATAD3C-HAWT-Ct

Figura 9.3 Imagen de inmunofluorescencia de las lineas celulares HEK293T (A.) y HEK293TATAD3CHA (Ct) (B). La red

mitocondrial se visualizé en rojo (anticuerpo anti-SDHA), los ndcleos en azul (DAPI) y la proteina ATAD3C-HA en verde
(anticuerpo anti-HA).
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Isoforma 2 de ATAD3A:
SPSLEARVRDIAIATRNTKKNRSLYRNILMYGPPGTGKTL

- ---EEEEEEEE-—-—--
o0 Bl ol

FAKKLALHSGMDYAIMTGGDVAPMGREGVTAMHKLEFDWANTSRRGLLLFVDEADAFLRKR

—--EEEEEE-———————HHHHHHHHHHHEHEHH - =====— EEEE-————————
p2 a2 R3

ATEKISEDLRATLNAFLYRTGQHSNKFMLVLASNQPEQFDWAINDRINEMVHFDLPGQEE

a3 R4 a4 5 ab

RERLVRMYFDKYVLKPATEGKOQRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGREIAQLAVSWQAT

a6 o7

AYASEDGVLTEAMMDTRVQDAVQOHQQOKMCWLKAEGPGRGDEPSPS

a8

Isoforma 1 de ATAD3B:

SPSLEARVRDIAIATRNTKKNRGLYRHILLYGPPGTGKTL

- -—-EEEEEEEE--—-—-
a0 R1 al

FAKKLALHSGMDYAIMTGGDVAPMGREGVTAMHKLFDWANTSRRGLLLFMDEADAFLRKR

---EEEEEE---------HHHHHHHHHHHHH------ EEEEEE-————————
p2 a2 B3

ATEEISKDLRATLNAFLYHMGQHSNKFMLVLASNLPEQFDCAINSRIDVMVHFDLPQQEE

——————————— EEEEEEE-- -—-EEEE-
o3 R4 o4 B35 ab5

RERLVRLHFDNCVLKPATEGKRRLKLAQFDYGRKCSEVARLTEGMSGRETAQLAVSWQAT

ab a7
AYASKDGVLTEAMMDACVQDAVQQYROQKMRWLKAEGPGRGVEHPLSGVQGETLTSWSLAT
——————— -—---EEEEE-—-—--—-- -
a8
DPSYPCLAGPCTFRICSWMGTGLCPGPLSPRMSCGGGRPFCPPGHPLL

----EEEE----- EEE-----—-- EEEEEE------- EE-----——--
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ATAD3C:

SPSLEARVRDIAIMTRNIKKNRGLYRHILLYGPPG

- --—-EEEEEEEE----
a0 Rl

TGKTLFAKKLALHSGMDYAIMTGGDVAPMGREGVTAMHKLFDWANT SRRGLLLFVDEADA

-- ---EEEEEE------—-- --—--EEEEEE----
al p2 a2 B3

FLRKRATEKISEDLRATLNAFLYRTGOQHSNKFMLILASCHPEQFDWAINACIDVMVHEDL

--EEEE---

a3 R4 a4 B35
PGOQEERARLVRMYLNEYVLKPATEGKRRLKLAQFDYGRKCLEIARLTEGMSCRKIAQLAV

ob

a8

o6

o7

Figura 9.5 Estructura secundaria del dominio AAA+ ATPasa. Se detallaron las secuencias de los dominios AAA+ ATPasa

de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C, asi como sus motivos conservados obtenidos mediante Alphafold.

Figura 9.6 Secuencia primaria de la proteina humana ATAD3C indicando los sitios de corte para la tripsina. Se indican
en amarillo los aminodcidos de Arginina (R) y Lisina (K) que corta la tripsina. El fragmento transmembrana se subraya
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Tabla 9.3. Datos de la migracién de las bandas detectadas en el gel SDS-PAGE revelado con el anticuerpo anti-HA en
la Figura 5.16. Se representan los mm de la migracién de cada banda y el logaritmo del peso molecular conocido para
cada complejo. La recta obtenida se utilizé para calcular el peso molecular de las bandas detectadas con el anticuerpo
anti-HA. El marcador de pesos moleculares utilizado es Precision Plus ProteinTM Standards.

Mr (Da) Migracién (mm)  logMr
Marcador de pesos
250000 11 5,39794001 moleculares
5,5
5,4 )
150000 19,5 517609126 53
o2 y =-0,0123x + 5,4267
4,9
75000 38 4,87506126 4,8
4,7
4,6 -
50000 58 4,69897 45
4,4
37000 75,5 4,56820172 0 20 40 60 80

Migracién (mm)
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Tabla 9.4 . Péptidos comunes de las proteinas ATAD3C, ATAD3A y ATA3B analizados por LC-MS/MS. Se utilizd un
método combinado de shotgun y protedmica dirigida y se identificaron péptidos comunes de las proteinas mediante
las herramientas informaticas Proteome Discoverer y Skyline en las mitocondrias aisladas a partir de fibroblastos
derivados del control de 3 afios (C3), de la linea HEK293T y de HEK293T+ATAD3C-HAWT-Ct, En verde se indican las
isoformas a las que pertenecen los péptidos analizados. En granate se indican las muestras en las que se han detectado
los péptidos.

Isoforma de la proteina Lineas celulares

w
O
<
Y
1%
[a)
2
'_
™
for}
N
~
L
T

Secuencia del péptido

ATAD3B-1
ATAD3B-3
ATAD3C
Fibroblastos C3
HEK293T (BN-PAGE)

YVLKPATEGK
DALNLAQMQEQTLQLEQQSK
GLLLFVDEADAFLR
YVLKPATEGK
ATLNAFLYR
ISEDLR
ATAD3B HILLYGPPGTGK
y LLSRPQDVLEGVVLSPSLEAR
ATAD3C AFVTDRDK
LKEYEAAVEQLK
LKEYEAAVEQLKSEQIR
DKWSNFDPTGLER
WSNFDPTGLER
GEGAGPPPPLPPAQPGAEGGGDR
GLGDRPAPK
KTLSEETR
TLSEETR
EYEAAVEQLK
HKNEMLR
QRYEDQLK
HPIQVSR
TAGTLFGEGFR
QQQLLNEENLR
ENADIIR
LTEGMSGR
QTVLESIR
DIAIATR
AQYQDKLAR
ATVEREMELR
KQEESVQKQEAMR
ITVLEALRHPIQVSR
YEDQLKQQQLLNEENLR
AERENADIIR
QRYEDQLKQQQLLNEENLR
WLKAEGPGR
AKAERENADIIR
ENADIIREQIR
NATAVTGR
LGKPSLVR
ITVLEALR
LAQFDYGR
LFDWANTSR
EGVTAMHK
LALHSGMDYAIMTGGDVAPMGR
VTATVAGLTLLAVGVYSAK

ATAD3AY
ATADSC

IIIIII ATAD3A-1
IR

ATAD3By ATAD3A

ATAD3C, ATAD3B y
ATAD3A
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ATAD3C-HA (Nt) - + - + - +
Jp— e A

- - > - b

Figura 9.7 Imagen de la inmunodeteccidn de -HA en los fibroblastos C, C3 y P sobreexpresando ATAD3C-HA (Nt). Se
analizaron 30 pg de proteinas totales. La B-tubulina se utilizd como control de carga.

Tabla 9.5. Datos de la migracidn de las bandas detectadas en el gel SDS-PAGE revelado con el anticuerpo anti-HA y anti-
ATAD3A (Abnova) en la Figura 5.23. Se representan los mm de la migracion de cada banda y el logaritmo del peso
molecular conocido para cada proteina del marcador. La recta obtenida se utilizd para calcular el peso molecular de
las bandas detectadas con el anticuerpo anti-HAFigura 5.25 y anti-ATAD3A. El marcador de pesos moleculares utilizado
es Precision Plus Protein™ Standards.

Tamafio Da mm logMr
Marcador de pesos

250000 11,5 5,39794001 moleculares

6
150000 20 5,17609126 5 0\9\6\&\6\_@
4
100000 30 5 =
[eT]
]
75000 37,5 4,87506126 2
. y = -0,0125x + 5,4335
R2 = 0,9383
50000 57 4,69897 0
0 20 49 60 80
Migracion (mm)
37000 75 4,56820172
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ATAD3A-HA - - - 7 o
ATAD3B-HA . -
ATAD3C-HA (Nt)

250

150

100

75

e —

Anti-ATAD3B (Sigma)

Figura 9.8 Imagen de la inmunodeteccidn de los oligdmeros de las proteinas ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C en extractos
celulares de C, CATADSA-HA (CATAD3B-HA y CATADSC-HA mediante Western Blot. Se sefialan las bandas b1, b2 y b3.

Mitocondria+ 1,5 % digitonina

i B.
¢ i
. - Anti-
Anti-ATADIA = NDUFAS - o bsca L sccin
(sigme) Anti-ATAD38
Anti- !
- o cv (Sigma) A Ceav
ATPSMCI 4 o <
UQCRC2 s Clll,
I Anti- l - I - -—
p.MT-CO1

. ci
Anti-SDHB Anti-SDHB F

Figura 9.9 Imagen de las inmunodetecciones de ATAD3A (A.) y ATAD3B (B.) en mitocondrias de fibroblastos C; mediante

Blue Native-PAGE. Los anticuerpos se hibridaron secuencialmente. La llave dibujada en el gel indica la banda detectada

para ATAD3A. Las lineas naranjas indican la zona central de las dos bandas detectadas para ATAD3B. Se cargaron 42,6
ug de la fraccién mitocondrial solubilizada por calle.
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Tabla 9.6. Datos de la migracién de las bandas detectadas en el gel Blue Native-PAGE revelado con los anticuerpos
frente los complejos de la cadena respiratoria (A) o frente al marcador de pesos moleculares (B). Se representan los
mm de la migracion de cada banda y el logaritmo del peso molecular conocido para cada complejo. La recta obtenida
se utilizd para calcular el peso molecular de las bandas detectadas con el anticuerpo anti-HA (Figura 5.25). Se incluyeron
los complejos SC (Clll,+CIV+CI), Clll,+CIV, Clll;, CIV (no se muestra en la membrana) y Cll. El marcador de pesos
moleculares utilizado es NativeMark™ Unstained Protein Standard de Life Technologies. Los anticuerpos utilizados se
recogen en Anexo Il, Tabla 10.1.

A.
OXPHOS Mr (kDa) Migracién (mm)  Log Mr OXPHOS
y =-0,0231x + 3,4985
R? = 0,999
CI+CIV+CIll, 1669 12 3,22 3,5
3
CIV4Clil 687 28 2,83 (25
)
[=T)
clil 482 36 2,68 L5
1
v 205 52 2,31 O'g
0 20 40 60 80
cil 122,9 61 2,09 Migracién (mm)
B.
Mr (Da) Migracién (mm)  logMr Marcador de pesos
moleculares
1236000 3 6,09201847 ,
1048000 7 6,02036128 6
5
720000 28 5,8573325 s 4
oo
&3
480000 41,5 5,68124124
2 y =-0,0152x + 6,1964
2 _
146000 72 5,16435286 1 R®=0,9612
0
66000 82 4,81954394 0 80 100

20 ... 40, 0
MlgracPon (mm?
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Mitocondria + 1,5 % digitonina
C Cc3 P C Cc3 P

ATAD3C-HA (Nt)

Anti-ATAD3A

CliL+CIV
(Abnova)

Anti-UQCRC2
ci,

Anti-SDHB

Anti-p.MT-COI

Figura 9.10 Imagen de la inmunodeteccion de oligémeros de las proteinas ATAD3A y ATAD3C en la membrana mitocondrial
interna. Se separaron los complejos nativos, solubilizados a partir de mitocondrias aisladas de fibroblastos C, CATADIGHA 3,
C3ATADICGHA p y PATADSCHA mediante Blue Native-PAGE. Se cargaron 21 ug de mitocondrias por calle.
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Tabla 9.7 Péptidos comunes de las proteinas ATAD3C, ATAD3A y ATAD3B analizados por LC-MS/MS. Se utilizd un
método combinado de shotgun y protedmica dirigida y se identificaron péptidos Unicos de las proteinas mediante los
herramientas informaticas Proteome Discoverer y Skyline en los inmunoprecipitados de las diferentes lineas celulares.
En verde se indican las isoformas a las que pertenecen los péptidos analizados. En rojo se indican las muestras de
inmunoprecipitacion en las que se han detectado los péptidos Unicos.

Isoformas Inmunoprecipitacién-HA
Lineas celulares

Péptido

HEK293T
HEK293T

EREEN

—
I

ATAD3B-1
ATAD3B-3
ATAD3C
HEK293TATAD3C-HA
HEK293TATAD3B-HA

l HEK293TATAD3C-L321P-HA

YVLKPATEGK
DALNLAQMQEQTLQLEQQSK

GLLLFVDEADAFLR
YVLKPATEGK
ATLNAFLYR
ISEDLR

ATAD3B HILLYGPPGTGK

ATAD3A y ATAD3C

EREREE -

ATAD3C

LKEYEAAVEQLK
DKWSNFDPTGLER
WSNFDPTGLER
GEGAGPPPPLPPAQPGAEGGGDR
GLGDRPAPK
KTLSEETR
TLSEETR
EYEAAVEQLK
HKNEMLR
QRYEDQLK
HPIQVSR
TAGTLFGEGFR
QQQLLNEENLR
ENADIIR
LTEGMSGR
QTVLESIR
DIAIATR
NATAVTGR
LGKPSLVR
ITVLEALR
LAQFDYGR
LFDWANTSR
EGVTAMHK
LALHSGMDYAIMTGGDVAPMGR

ATAD3A y ATAD3B

ATAD3A, ATAD3B y ATAD3C
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10. ANEXO I
materiales y métodos

Tabla 10.1. Anticuerpos primarios utilizados.

Anticuerpo

Anti-a-Actina

Anti-Ldmina-B1

Total OXPHOS
Human WB
Antibody Cocktail

Anti-Tubulina

Anti-SDHA
(Complex Il
subunit 70 KDa)

Anti-SDHB
(Complex Il
subunit 30KDa)

Anti-RIESKE
UQCRFS1

Anti-UQCRC2
(Core2 CIll)

Anti-ATP
synthase subunit
o

Anti-ATP
synthase alpha

(ATPSAL)

Peso Molecular proteina

42 KDa

68 KDa

ATPasa 54 KDa (CV- ATP
synthase subunit alpha -
ab14748)

Core2 48 KDa (Clll-complex
Il subunit Core2 -

ab14745)

SDHB 29 KDa (ClI-
ab14714)

COXII 22 KDa (CIV-complex
CIV subunit ll- ab110258)

Subunidad NDUFB8 18 KDa
(Cl- Complex | subunit
NDUFB8-ab110242)

Aprox. 50 kDa

70 KDa

29 KDa

29 KDa

48,4 KDa

8 kDa

54 kDa

Anexo Il

— EXTENSION de

Dilucién de Tioo. especie
trabajo o

1:5000 Policlonal, conejo
1:10000 Policlonal, conejo
1:1000 Monoclonal, ratén
1:3000 Monoclonal, ratén
1:3000 Monoclonal, ratén
1:3000 Monoclonal, ratén
1:1000 Policlonal, conejo
1:2000 Monoclonal, raton
1:1000 Monoclonal, conejo
1:2000 Monoclonal, ratén

Casa commercial,
cédigo

Sigma, A2066

Abcam, ab16048

Abcam, ab110411

Sigma, 76074

Thermo Fisher
Scientific, 459200

Thermo Fisher
Scientific, 459230

Invitrogen,
PA521420

Abcam, ab14745

Abcam, ab181243

Invitrogen,
459240
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Anticuerpo

Anti-Complex IV
Subunit 1, COXI-
Col, p.MT-CO1

Anti-POLG

Anti-NDUFS3
(Complejo 1)

Anti-NDUFAS

Anti-NDUFBS8
(Complejo 1)

Anti-NDUFAF6

Anti-TOM20
Anti-VDAC1
Porina

Anti- Hsp60

Anti-ATAD3B

Sigma
Anti-ATAD3A

Abnova

Anti-ATAD3A
Sigma

Anti-ATAD3C

Anti-HA High
Affinity

Anti-HA-

Peroxidase, High
Affinity

234

Peso Molecular proteina

40 KDa

139,562 kDa

30 KDa

36 kDa

18 KDa

38,18 kDa

20 KDa

39 KDa

60 KDa

72,5 kDa

66,21 kDa

66,21 kDa

46 kDa

Dilucién de
trabajo

1:2000

1:1000

1:2000

1:1000

1:1000

1:1000

1:20000

1:3000

1:2000

1:1000

1:1000

1:1000

1:500

1:2000

1:3000

Tipo, especie

Monoclonal, ratén

Policlonal, conejo

Monoclonal, ratén

Monoclonal, ratén

Monoclonal, ratén

Policlonal, conejo

Monoclonal, conejo

Monoclonal, ratén

Monoclonal, ratén

Policlonal, conejo

Policlonal, conejo

Policlonal, raton

Policlonal, conejo

Monoclonal, rata

Monoclonal

Casa commercial,
cédigo

Thermo Fisher
Scientific, 459600

ThermoFisher
Scientific, PAS-
29676

Thermo Fisher
Scientific, 459130

Thermo Fisher
Scientific, 459100

Thermo Fisher
Scientific, 459210

Sigma, PA050545

SantaCruz
biotechnology,
Inc., Sc11415

Abcam, 14734

Sigma, H4149

Sigma,
HPA058968

Abnova,
HO00055210-D01

Sigma,
SAB1400606-
50UG

Origene,
TA332239

Roche,
11867423001

Roche,
12013819001



Tabla 10.2 Anticuerpos secundarios utilizados.

Anticuerpos secundarios

Amersham™  ECL™

Anti-rat  1gG,

Horseradish

Peroxidaselinked Species-Specific Whole Antibody (from

goat)

Goat anti-Mouse IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP

Goat anti-Rabbit IgG (H+L) Secondary Antibody, HRP

Tabla 10.3 Oligonucledtidos utilizados

Primer

POLGR

POLG 2intF

POLG 2int2 F

POLG F

qPOLG total F

gPOLG total R

NDUFAF6 F

NDUFAF6 R

NDUFAF6 R4

NDUFAF6 F4
qNDUFAF6#32 F
qNDUFAF6#32 R

B-actina F

Secuencia

GGATCCCTATGGTCCAGGCTGG

AGTGGGCCCCGTGCTCTGG

AGTGGACAGGACTGAGGGTG

GTTTAAACGCCACCATGAGCCGCCTGCTC
T

ACGCCCATAAACGTATCAGC

CATAGTCGGGGTGCCTGA

GTTTAAACGCCACCATGGCGGCCTCCGC
GCA

GGATCCTTAATATGTTTTTCTCCATGAC

GGGAAGGAACACCTTTCTTCTGCTCCC

TGACCACTACTGCCTGGAGC

CTTGCTTGAGAGCAACACCA

CCTCTTGTGAAACACCATGC

CCAACCGCGAGAAGATGA

NA935 GE Healthcare

31430 Thermo Fisher

31460 Thermo Fisher

Tm °C

61,4

65,4

58,6

67,1

59

60

71,7

’

65,4

62,7

59,2

60

59

55

Anexo Il

% GC
Confirmacion
de mutaciones
63,6 en POLGy
clonacién
POLG
Confirmacion
mutacion
73,7
p.Asn864Ser
en POLG
Confirmacién
taci
60 mutacion
p.Alal217Pro
en POLG
Clonacion
56,7
cDNA POLG
50
gPCR
61
64,5 Clonacion
cDNA
NDUFAF6
34,7
55,6 Confirmacion
mutaciones en
60 NDUFAF6
50
50 qPCR
55
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B-actina R
ATAD3C Ex8F
ATAD3C-In8 R

ATAD3C Int2-3F

Primer ATAD3C
Ex3R

ATAD3AF (2)

ATAD3AR

ATAD3A-HAR

ATAD3B R

ATAD3B-HA R

ATAD3B small F

ATAD3CF

ATAD3CR

ATAD3C-HAR

ATAD3C-HA
Nterminal R

Primer F ATAD3C
mutagénesis

Primer R ATAD3C

mutagénesis

PWPI-R Fw

236

CCAGAGGCGTACAGGGATAG

GAGTCTGCTTCTGTCGGTG

CACTCACAGTGGCTCGCTT GC

CAACTTGTCAATGAGGATTTACG

ACAAAGGCACGGAATCCTTC

GTTTAAACATGTCGTGGCTCTTCGGCATT
AAC

GGATCCTCAGGATGGGGAGGGCTCG

GGATCCCTACAACAGGGGGTGCCCT

GTTTAAACGCCACCATGCAGCTGGAAGC
CCTGAAC

GTTTAAACGCCACCATGTCAAAGGACGCC

CTGA

GGATCCTCAGGATGAGGGTTGCTCG

GGATCCTTATCAGGCGTAATCTGGCACAT
CATAGGGGTAGGATGAGGGTTGC

GTTTAAACGCCACCATGTACCCCTATGAT
GTGCCAGATTACGCCATGTCAAAGGACG
CCCTGA

CCAGCCGGCGCGGCCCCCTGCTCTTTGTG
G

CCACAAAGAGCAGGGGGCCGCGCCGGLT
GG

GGGTACAGTGCAGGGGAAAG

57

55,4

57,8

52,1

55,5

61,2

63,2

66,2

67,6

66,1

62,6

69,3

71,5

87,14

87,14

65,6

60

57,9

57,9

39,1

50

43,8

66,7

64

54,3

51,5

60

51,9

50,8

76,7

76,7

60

Confirmacion
mutaciones en
ATAD3C

Clonacion
cDNA ATAD3A

Clonacion
epitopo -HA en
ATAD3A

Clonacion
cDNA ATAD3B

Clonacion
epitopo -HA en
ATAD3B

Clonacion
cDNA de la
isoforma 3 de
ATAD3B

Clonacion
cDNA ATAD3C

Clonacion
epitopo -HA en
ATAD3C (C-
terminal)

Clonacion
epitopo -HA en
ATAD3C (N-
terminal)

Mutagénesis
ATAD3C

Primer en
pWPXLd IRES
Neoy Puro


http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs112072883;vf=19379524
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs781422464;v=rs762275330;vf=146959704;vf=127797460
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs762275330;vf=127797460
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs745945408;v=rs768658521;vf=111454340;vf=134185647
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs768658521;vf=134185647
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs774306838;vf=139838432
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs146946254;vf=31364854
http://www.ensembl.org/Homo_sapiens/ZMenu/TextSequence?db=core;factorytype=Location;g=ENSG00000215915;r=1:1449689-1470158;t=ENST00000378785;v=rs544624392;vf=77056556

Anexo Il

TagMan ATAD3C GTTTAAACTGTCCTGGCAGGCCACGGCG

540 F

67,5 58,6 Clonacion 3’

Sonda ATAD3CR GGATCCTTTCGCGTGCACTTCCCTCCA 65,9 59,3

M13 Rvaras prifiing se 5P promotenipriming she
201 CACHTAGGAR ACAGCTATGA (UATGATTAC GCCAAGC
GTIGIGTCCTT TGTCGRATACT (UTACTAATG COGTTCGATA AATCCACTGT GATATY
st

M| I ASSTISE Mg EenS NSe | Sasl "

CTICAAGCTAT GCATCRAGCT TAGTACCHAG CTCGGATCCA CTASTARCGS COGCCAGTGT

GAGTTCGATA COTAGTTCEA RCCATGGOTC GRGCCTAGGT GATCATTSCC

GCTGEAATTC GCCCTT AAGGGCEAATICT GCAGATA
CEACCTTAAG CEoeAR Ittt B 77 CCCCCTTAMGA CETCTAT

1 1 e

TCCATCACAL TOOCUICEGE TCGAGCATEC ATCTAGAGNG CCLARTTC
3 ACCGOCGGOG AGCTCGTACG TAGATCTCOD GGGTTAAG

1413 Forward {-26) priming she
TGE CCETCETTIT
ACC GGCAGCARRR

GICGIAT, ARTICH
CAGCAT T

ie |

Gomments for pCR™-Blunt I-TOPO®
3519 nucleotides

lac promoterfoperator ragion: bases 95-216
M13 Reverse priming site: bases 205-221
LacZ-alpha ORF: bases 217-576
SP8 promoter priming site: bases 239-256
Multiple Cloning Site: bases 269-399
TOPO®-Cloning site: bases 336-337
T7 promoler priming site: bases 406425
M13 (-20) Forward priming site: bases 433-448
Fugion joint: bases 577-585
ccdB |ethal gene ORF: bases 586-888
kan gene: bases 1088-2031

kan promoter: bases 1098-1236

Kanamycin resistance gene ORF: bases 1237-2031
Zeocin resistance ORF: bases 2238-2612
pUC origin: bases 2724-3387

TCGT GACTGEGAAR ACCCTGGCGT 476
TGCAGCA CTGACCCTTT

UTR de
ATAD3C
M3 Rverse P it T3 sto

201 CACACAGCGAA ACRGCTATGA CCATGATTAC GUCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GETACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

Spol Pall  Prwl  Feeitl Fesfll Mol
261 ZA‘ETAGTCCT ceaberrdan acdhnrrese m\smc dhnrreades

CTIGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTAAGDS GGA [T rocos CTTARGCECC

T peing sihs M13 Forwand (-20) priming st
s odboe 3 dean rrcsbrogee aueorormd

311 | CCGCTARATT CARTTO CGTATTACAR TTCACTGGOC GTCGTTTT
(GECCATTTAA GTTARGOSGE ATATCACTCA GUATAATGIT ARGIGACCGE CAGCARRATG |

pCR4Blunt-TOPO"g
3956 bp

N
Comments for pCR™4Blunt-TOPO®
3956 nucleotides
lac promoter region: bases 2-216
CAP binding site: bases 95-132 —

ANA polymerase binding site: bases 133-178
Lac repressor binding sie: bases 179-199
Start of transeription: bass 178
M13 Reverse priming site; bases 205-221
LacZomcedE gene fusion: bases 217-810
LacZa portion of fusion: bases 217-497
ecaB portion of fusion: bases 508-810
T3 priming site: bases 243-262
TOPC® Ciloning sits; bases 294-295
T7 priming sile: bases 328-347
M13 Forward (-20) priming sile: bases 355-370
Kanamycin promater: bases 1021-1070
Kanamycin resistance gene: bases 1158-1953
Ampicillin (ble) resistance gene: bases 2203-3063 (c)
Ampicillin (bla) promotert bases 3064-3160 (c)
pUG origin: bases 3161-3834
() = complemantary strand

Figura 10.1. Mapa de los vectores de expresion pCR™-Blunt [I-TOPO® y pCR™-4Blunt-TOPQO®, de Invitrogen.
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Anexo Il

A.
Amp Sall (2)
BamHI (8711) Spel (19)
SV40 on CMVenh
BamHI (8374) Ndel (254)
Psil (8184) H" Sna B (360)
pA / .. CApro
Ndel (7927) ‘ TATA
Ndel (7920) +
Ndel (7860) SD
Xbal (7707) CAintron
Asp 718 (7701) piPAXZ Xbal (1624)
BamH1 (7367) Hild: g SA
dEnv (TatRev) EcoR1(1720)
RRE Clal (1822)
dVpu Pstl (2410)
Sall (6136) Spel (2498)
EcoRI (6094) Gag
EVpr Pro
Pstl (3834)
Swal (4707)
Pol
AspT18 (4817)

Bam HI1(2)

Neo 1(21)
Sty 1421)
Bam 111(33)
Spe 1(176)
Sca | (3383) paaen) Nde 1(411)
e cMV

r 4 g 1

/g‘/ ) Sna Bl (h_l '3

6“4 % Neo 1(537)

x" X Sty 1(537)
f | Sac 1(745)

|T PMD2.G ’ + Asp TI8 (848)

‘f. s bp Kpn 1(852)

."f/, Sac 1(858)
Noi 1 (38%2) J( Ham 111 (860)

Spe 1(3875) \ beta-globin intror
Sty 1(3396) Feo R1(1416)
beta-globin pA { Cla 1(1430)
Sty 1(3204) Nde 1 (1967)
Feo R1(3087) Neo 1(2046)

Sty 1(2046)
VSV-G
Psr 1(2239)
Asp TIB(2459)

Figura 10.2 A. Mapa del vector empaquetador con la polimerasa, pxPAX2. B. Mapa del vector de la envuelta, pMD2.G. Ambos de

Addgene.
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EBV_rev_primer
SV40_PA_terminator
ORF frame 2

MLS

SV40 MNLS
SV40_3_splice
SV40_int

Agel (10692)
SVa0pro_F_primer
SV40_enhancer
5WV40_origin
SV40_promoter
pBABE_3_primer
pBR322_origin

Fspl (B587)
ORF frame 1
Ampicillin
AmpR_promoter
pGEX_3_primer

tet (300 - 563)
pBRrevBam_primer
Nhel (7350)
Sp6_primer

Xbal (7091)
HIV-1_5_LTR
truncHIV-1_3_LTR
loxP

U3PPT

cPPT

Mscl (6438)

ORF frame 3

pLOX-Ttag-iresTK
12290 bp

Anexo Il

fruncHIV-1_3_LTR

HIV-1_5_LTR

- ORF frame 1
HIV-1_psi_pack SV40_IrgT
Notl (1147) =

CAG_enhancer
CMV_immearly_promoter
CMV_fwd_primer
pCEP_fwd_primer
CMV_promoter
LNCX_primer

BamHI (2631)

Xmal (2637)

Smal (2638)

ORF frame 1

RRE

SVa0_int
SV40_3_splice
Sv40 NLS
NLS
SV40_IrgT
ORF frame 2

Bell (5119)
Sall (5263)
pBluescriptkS_primer
IRES

Figura 10.3 Mapa del vector lentiviral para inmortalizar las células pLOX-Ttag-iresTK.

Apal(10301)

BgllI(9372)

BgllI(474)

0®°

HindII1(9252) Q? /
NcoI(9143) o

Sacl(488)

HindIII(532)
Sacl(679)
HindIII(1088)
NotI(1144)
HindIII{1672)

Sall(2025)

\ HindIII(2034)
BgllI(2685)

Sph1(9052) B
Sph1(8080) @ _Apal(2732)
pWPXLd IRES Puro Sacl(2943)
o 'E 11326 bp XhoI(3084)
@ . XhoI(3481)
Ll y S BamHI(3499)
o £ NotI(3505)
2 /7 & Hindi(3724)
g BgllI(3747)
o . SphI(3834)
ﬁ&‘g,\ ) Apal(3988)
' m A gqf- HindII1(4099)
0 Kpn1(4316)
004g; HindI11(4447)
SphI(6578) Sal1(4589)
Nhel(6384) Neol(5128)
Xbal(6125) Nde1(5203)
IT1(5919), BglII(5960), Sacl(5974), HindII1(6018) Neol(5619)

KpnI(5817), BgllI(5853)

Figura 10.4 Mapa del vector lentiviral de expresién en eucariotas con resistencia a puromicina, pWPXLd IRES Puro.
También se utilizé el vector lentiviral pWPXLd IRES Neo, plasmido idéntico al representado, reemplazando la resistencia
a ampicilina por la de neomicina.
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