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RESUMEN

La neuropatia Optica hereditaria de Leber (LHON) es una enfermedad mitocondrial
que cursa con la pérdida de vision aguda en ambos ojos. La enfermedad se produce por
mutaciones puntuales en el DNA mitocondrial (mtDNA), encontrandose en el 90% de los
pacientes las mutaciones primarias m.3460G>A, m.11778G>A y m.14484T>C que afectan al
complejo | mitocondrial (Cl). El 10% restante posee diferentes mutaciones en genes
mitocondriales que en su mayoria codifican subunidades del CI.

Este es el caso de las mutaciones m.13094T>C y m.3700G>A. La primera de ellas fue
detectada en el paciente 2831, en el que no se encontrd ninguna de las tres mutaciones
principales. La mutacién m.13094T>C que afecta a la subunidad NT-ND5 del ClI se postula
causante del fenotipo LHON del paciente.

Asimismo, la mutacion m.3700G>A se ha detectado en diversos pacientes LHON
carentes de las tres mutaciones principales. Esta mutacion ha sido detectada en otra especie
cercana filogenéticamente a los humanos (Pongo pygmaeus) como wild-type, y sin causar
ningln fenotipo patoldgico, lo que indica que deben existir compensaciones en la cadena
respiratoria que evitan el fenotipo patoldgico en el animal.

En el presente estudio se analizaron las dos mutaciones citadas en fibroblastos del
paciente 2831, P. pygmaeus y humano control mediante distintos métodos; como PCR-RFLP,
niveles de mtDNA vy diferentes estudios de funcionalidad mitocondrial como la medida de
sintesis de ATP mitocondrial o el consumo de oxigeno, entre otros.

Los resultados mostraron que la funcidon mitocondrial de los fibroblastos del paciente
2831 presentaban un déficit estadisticamente significativo y por lo tanto la mutacion
m.13094T>C se presenta como “probablemente patoldgica”.

Sin embargo, la funcidn mitocondrial de los fibroblastos de P. pygmaeus no
mostraban una disminucion de la funcién mitocondrial respecto los fibroblastos control, lo
que indica que existen desviaciones patolégicas compensadas en esta especie que evitan el
fenotipo LHON.



ABSTRACT

Leber hereditary optic neuropathy (LHON) is a mitochondrial pathology characterized
by acute vision loss. This disorder is caused by mitochondrial DNA (mtDNA) point mutations.
90% of cases are due to primary mutations m.3460G>A, m.11778G>A and m.14484T>C
affecting mitochondrial complex | (Cl). The remaining 10% of the cases are caused by rare
mutations on genes affecting Cl subunits.

In this project we are studying two of these rare mutations: m.13094T>C and
m.3700G>A. The first one was detected in a patient suffering from LHON, and none of the
primary mutations were detected. m.13094T>C affecting NT-ND5 subunit of Cl is proposed
to be the cause of his LHON phenotype.

m.3700G>A mutation has been reported in some LHON patients. This pathological
mutation is the wild-type allele in orangutan (Pongo pygmaeus) mtDNA. This fact suggests
that this specie may have genetic compensations in their mtDNA which avoid pathological
phenotype.

In this study both mtDNA mutations were analyzed on fibroblasts of patient, P.
pygmaeus and healthy human as a control. PCR-RFLP, mtDNA levels and different
mitochondrial function studies as mitochondrial ATP synthesis or oxygen consumption were
used to analyze the functional affection of these mutations.

The results showed an accentuated decrease of mitochondrial function on patient’s
fibroblasts. Thus, m.13094T>C mutation can be defined as “probably pathological”.

Nevertheless, mitochondrial function of P. pygmaeus’s fibroblasts was not decreased
compared to control fibroblast. This fact suggests that there may be some compensated
pathogenic deviations in this specie which avoids LHON phenotype.
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GLOSARIO

e BSA: albumina sérica bovina.

e Cl: complejo | mitocondrial.

e Cll: complejo Il mitocondrial.

e Clll: complejo Il mitocondrial.

e CIV: complejo IV mitocondrial.

e CV:complejo V mitocondrial.

e DCFH-DA: 2’,7’-diclorofluoresceina-diacetato.
e DDM: dodecil maltoside.

e DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium.

e DMSO: dimetilsulféxido.

e EDTA: acido etilendiaminotetraacético.

e FBS: suero fetal bovino.

e FCCP: Carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone.
e HBSS: Hank's Balanced Salt Solution.

e LHON: neuropatia éptica hereditaria de Leber.
e mtDNA: DNA mitocondrial.

e PBS: Phosphate buffered saline.

e PCR-RFLP: Polymerase Chain Reaction. Restriction Fragment Length Polymorphism.
e PEG: polietilenglicol.

e PVDF: Fluoruro de polivinilideno.

e ROS: especies reactivas de oxigeno.

e rRNA: RNA ribosémico.

e RT-PCR: Real Time PCR.

e SDS: dodecilsulfato sédico.

e SNP: Single Nucleotide Polymorphism.

e TBE: Tris, borato y EDTA.

e TE: Tris:EDTA, 10:1.
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INTRODUCCION

La neuropatia dptica hereditaria de Leber (LHON) es una enfermedad mitocondrial de
herencia materna que provoca pérdida de la vision por degeneracién de las células
ganglionares de la retina.

Los sintomas de la enfermedad suelen aparecer entre los 15 y los 30 afios de edad,
dandose el 95% de los casos antes de los 50 afios . Comienza con la pérdida de la vision
aguda o subaguda en uno de los ojos, que poco mads tarde aparece en el otro aunque en un
25% de los casos se produce simultdaneamente en ambos ojos. Después de la fase aguda, la
pérdida de visién se vuelve crénica, debido a una atrofia de los discos oculares, a pesar de
que en algunos casos puede producirse una recuperacién parcial de la visiéon. En raras
ocasiones aparecen ciertas anormalidades neurolégicas, como temblor postural, neuropatia
periférica, miopatias inespecificas y desérdenes del movimiento. En algunas personas la
enfermedad se puede agravar cursando con un desorden neuroldgico similar a la esclerosis
multiple 2.

Esta enfermedad se produce por mutaciones puntuales en el DNA mitocondrial
(mtDNA). Las tres mutaciones mdas comunes, m.3460G>A, m.11778G>A, y m.14484T>C,
llamadas también mutaciones primarias, estdn presentes en el 90% de los pacientes, y
afectan respectivamente a los genes MT-ND1, MT-ND4, y MT-ND6 que codifican las
correspondientes subunidades del complejo | (Cl) del la cadena de transporte electrénico
mitocondrial >.

El 10% restante de los casos estd causado por diferentes mutaciones en genes
mitocondriales que fundamentalmente codifican subunidades del Cl y en las que los genes
MT-ND1y MT-ND6 acumulan la mayor parte de las mutaciones patoldgicas *>.

Aun asi, la patogenicidad de muchas de estas mutaciones LHON no ha sido
confirmada, puesto que su estudio conlleva grandes dificultades debido a que muy diversos
factores influyen en las consecuencias patoldgicas de las mismas. Una de estas dificultades
es debida a que LHON se caracteriza por presentar una penetrancia incompleta en
mutaciones homopldsmicas, hecho que aparece reflejado en alguna de las caracteristicas de
la enfermedad.

En primer lugar, LHON presenta especificidad tisular, puesto que aunque la mutacion
se encuentra normalmente en todas las células del cuerpo, sdlo las células ganglionares de la
retina resultan afectadas. La penetrancia incompleta también influiria en el hecho de que la
pérdida de vision no afecta por igual a hombre y a mujeres, afectando al 50% de los hombres
y Unicamente al 10% de las mujeres portadores de alguna de las mutaciones relacionadas
con la enfermedad % Ademds, han sido detectadas mutaciones relacionadas con LHON en
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homoplasmia en individuos sanos, sin que éstos presentaran signo alguno de la
enfermedad”.

Esto mismo ocurre en otras especies animales relacionadas filogenéticamente con los
humanos, como es el caso del orangutdn (Pongo pygmaeus), que en varias posiciones de su
mtDNA posee nucledtidos que en humano se relacionan con mutaciones patoldgicas
asociadas con LHON. Dado que el genoma mitocondrial de P. pygmaeus y el de Homo
sapiens tienen gran similitud de secuencia, se propone que en el primero de ellos puedan
existir compensaciones en la deficiencia de la cadena respiratoria. Con el estudio de este
modelo se podria conocer mas informacién acerca de las desviaciones patogénicas
compensadas. Aun asi, el estudio de estas compensaciones es muy complejo, y se presenta
como un importante reto en la investigacién de las enfermedades mitocondriales, puesto
que podria tener una aplicacion clinica clara en la mejora del fenotipo de pacientes con este
tipo de desérdenes °.

HIPOTESIS DE ESTUDIO
1. La mutacion m.13094T>C es la causante del fenotipo LHON en el paciente 2831.
2. Desviaciones patoldgicas compensadas serian una via eficiente para la busqueda de
factores que modifiquen la penetrancia de mutaciones patolégicas en el mtDNA.

OBJETIVOS

Los objetivos principales que se presentan en este proyecto son los siguientes:

1. Determinacion de la patogenicidad de la mutacién m.13094T>C.
2. Busqueda de factores que podrian afectar a la penetrancia de la mutacidn patoldgica
m.3700G>A.

MATERIALES

Informe del caso

El paciente 2831 es un vardn que presenta una clinica compatible con LHON. Se
analizd mediante PCR-RFLP la presencia de las mutaciones primarias asociadas a esta
enfermedad, dando un resultado negativo. Por ello se realizé la secuenciacién completa del
mtDNA del paciente, encontrandose los siguientes cambios (Tabla 1):
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SNPs (Gen)

Complejol | A4769G (ND2), T13094C (ND5)
Complejo Il A15326G, C15527T (cit. b)
Complejo IV

Complejo V A8860G

tRNAs

rRNAs A750G, T1113C, A1438G, G3010A,

Reg. control A263G, Ins315C, T318C, C16295T, T16519C

Tabla 1: Resumen de las variantes del mtDNA del paciente 2831

Todas las mutaciones encontradas son polimorfismos descritos en la poblacién que
incluyen al paciente en el haplogrupo mitocondrial H1, excepto las mutaciones m.13094T>C
y m.15527C>T que se postulan como posibles mutaciones patolédgicas. Dado que la mutacion
m.13094T>C se presenta en el paciente en heteroplasmia, y este es uno de los criterios
usados para definir una mutacion como patogénica, unido al hecho de que haya sido

"8 se selecciond como posible

descrita en otro paciente con patologia mitocondrial
candidata a ser la responsable de la patologia del paciente. Aun asi, la mutacién m.15527C>T
gue se encontrd en el paciente en homoplasmia no podria ser descartada como posible

candidata.

Material Bioldgico

En cuanto al material biolégico, en este estudio se ha trabajado con 5 lineas celulares
diferentes:

e Fibroblastos primarios humanos control.

e Fibroblastos primarios humanos de paciente LHON (2831) con mutacién
m.13094T>C.

e Fibroblastos primarios de orangutan (Pongo pygmaeus).

e Linea celular p ° de neuroblastoma SH-SY5Y.

e Cibrido transmitocondrial producido tras la fusién linea SH-SY5Yp° con plaquetas del
paciente 2831.

Cada linea celular ha sido mantenida en cultivo con distintos medios de cultivo:

e Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Invitrogen)
e Medio de cultivo de células p° y cibridos: DMEM suplementado con un 10% de suero
fetal bovino (FBS) y 50 pg/ml de uridina.
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Medio de cultivo de fibroblastos: DMEM suplementado con un 20% de FBS.

Otros reactivos usados en mantenimiento de cultivos celulares:

PBS, pH 7,4 (Invitrogen)

Tripsina (0,05 p/v): preparada con tripsina (Sigma) disuelta en PBS (Sigma) vy
suplementada con EDTA (Sigma).

Uridina (10 mg/ml)

Piruvato (50 mg/ml)

Dimetilsulfoxido (DMSO)

Instrumentacion

Contador de células automatico Beckman Coulter

Lector de microplacas NOVOstar, BMG Labtech
Real-Time PCR Applied Biosystems StepOneT'\’I
Termocicladores: Veriti 96Well Thermal Cycler (Applied Biosystems) y Biometriq® T3
Thermocycler

Nanodrop ND-1000 spectrophotometer

OROBOROS Oxygraph-2k

FLoid Cell Imaging Station (Life Technologies)

Sistema de electrotransferencia iBlot (Life Techonologies)
Transiluminador (Bio-Rad)

Evaporador SpeedVac (Eppendorf)

Estacion de imagen Odyssey (Li-COR)

Kits comerciales

ExoSAP-IT" for PCR (Affymetrix)

Cell-titer blue y Cell-titer-Glo luminescent (Promega)
MitoTracker® Red CMXRos (Life Technologies)

Mito-ID® Membrane potential Cytotoxicity Kit (Enzo Life Sciences)
CellROX® Green (Life Technologies)

Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells (Abcam)

NativePAGE Sample Prep Kit (Life Technologies)

NativePAGE Novex Bis-Tris Gel System (Life Technologies)
Reactivo Bradford (Bio-Rad)
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METODOS

Procedimientos de cultivo celular

El medio de cultivo se cambié de forma periddica cada 2-3 dias hasta que las células
estuvieron a un 80% de confluencia en la placa, momento en que comienza la inhibicién por
contacto. En este punto las células se tripsinizaron.

Para llevar a cabo la tripsinizacion, se retiré el medio de cultivo, las células se lavaron
con PBS para eliminar restos de medio (el suero inhibe la accién de la tripsina) y se afiadio la
tripsina. Pasados 5 minutos se comprobd que las células se hubieran despegado de la placa,
se recogieron en un volumen de medio de cultivo 3-5 veces mayor al de tripsina, para evitar
un posible dafo de las células y se centrifugaron para obtener el pellet celular y eliminar la
tripsina.

La congelacion de las células se lleva a cabo en criotubos termo resistentes en los que
el volumen final de la suspension es de 1,5 ml. La cantidad aproximada de células congeladas
es de 10° por vial, que son resuspendidas en DMEM suplementado con un FBS 20% y DMSO
10%, un crioprotector permeable que evita la formacion de cristales de hielo en el interior
de las células. Los viales se introducen dentro de un dispositivo lleno de isopropanol, que
hace que la temperatura de las células no disminuya bruscamente al ser introducido dentro
del congelador -80°C. Una vez que las células se han congelado pueden ser almacenadas en
un tanque de nitrégeno liquido.

Aislamiento de DNA a partir de células

Se resuspende el pellet de células en 0,25 ml de TE (Tris:EDTA, 10:1), tras lo cual se
afiaden 5 pl de dodecilsulfato sddico (SDS) al 25% que rompe las membranas celulares y de
los organulos y 1,25 pl de proteinasa K (20mg/ml) que degrada las proteinas presentes en las
células. La solucién se mezcla e incuba a 37°C durante toda la noche (O/N).

Después se aiade un volumen equivalente de fenol y se agita con “Vortex” hasta que
las fases que han aparecido se mezclan. La solucidn se centrifuga 5 minutos a 600 xg antes
de seleccionar la fase acuosa, que queda situada arriba y se trasvasa a otro eppendorf (estos
ultimos pasos se repiten el nUmero de veces necesario para que la fase acuosa sea de la
claridad deseada).

Al sobrenadante que se le afiade un volumen de Cloroformo: Alcohol isoamilico 24:1.
Se agita y se centrifuga 5 minutos a 600 xg para que el reactivo afadido arrastre los restos
de fenol y lave la fase acuosa obtenida anteriormente, que contiene los acidos nucléicos.

La fase acuosa se vuelve a recoger en un nuevo eppendorf y se le afnaden dos
volumenes de etanol absoluto frio, que precipita el DNA al agitar el eppendorf suavemente
(se observa un ovillo de color blanco). El ovillo de DNA se recoge con una pipeta Pasteur y se
pasa a otro eppendorf con la minina cantidad de etanol. El etanol se elimina en un
evaporador. El DNA se resuspende en H,0 y se deja a 37°C en agitacion O/N.
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Nota: En ocasiones el DNA no precipita en forma de ovillo, puesto que su
concentracion puede ser muy baja. En este caso, el eppendorf al que se le ha afiadido el
etanol absoluto frio se deja O/N a -20°C o a -80°C durante una hora para favorecer la
precipitacion del DNA. Tras la precipitacion en frio se lleva a cabo una centrifugacion fuerte a
7400 xg durante 30 minutos a 4°C. El sobrenadante que contiene el etanol se desecha, y el
precipitado (puede no observarse) se seca en el evaporador y se resuspende en H,O como
en el caso anterior.

Cuantificacion de acidos nucléicos

Para la cuantificacion de DNA se utilizd un espectofotdmetro “Nanodrop”, que
calcula la concentracién de acidos nucléicos midiendo la absorbancia a 260 nm. Para calcular
la pureza de la muestra, se miden también las absorbancias a 230 y 280 nm, que indican si la
muestra posee proteinas, fenol u otros contaminantes.

Para realizar la cuantificacion se deposita sobre el orificio de medida 1 pl de muestra.
En primer lugar se realizan dos medidas con agua destilada, que limpian el aparato y fijan el
blanco para posteriores mediciones. Tras esto se afade la solucién a cuantificar y el
programa informatico nos da los valores de concentracion en ng/ul. Para finalizar se realizan
dos medidas mds con agua destilada.

PCR-RFLP

Este protocolo fue utilizado para comprobar que los fibroblastos de P. pygmaeus
contenian en su secuencia la mutacién m.3700G>A causante de LHON en humanos y que los
tejidos estudiados del paciente 2831 (sangre, fibroblastos y cibridos) portaba la mutacién
m.13094T>C.

En primer lugar se procede a la puesta a punto de la PCR. Los oligos utilizados en los
dos experimentos fueron los siguientes (Tabla 2):

m.3700G>A

htmL3574 5'CTT CTACTATGA ACC CCCCTCC3¥
hmtH4364 5'GGT GGC ACG GAG AAT TTT GG3’
m.13094T>C

12906Fw 5'CCT ACA CTC CAA CTC ATG AGA CCCAY
13310Rc 5'TGC TAG GTG TGG TTG GTT GAT GCC G3’

Tabla 2: Oligos para PCR

El Mix necesario para la utilizacidén de este kit es el siguiente (Tabla 3):
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Tampon 10X 5ul

dNTPs (10 mM) 1ul
Oligo L (25 uM) 0,5 ul
Oligo H (25 uM) 0,5 ul
Taq Roche (1U) 0,25 ul

DNA (100 ng aprox)
PCR Grade Water (Roche) Hasta 50 pl.

Tabla 3: Mix de reaccién para PCR

Las muestras se amplificaron a cuatro temperaturas diferentes (56°C, 58°C, 60°C y
62°C) para optimizar la temperatura de annealing de los oligos con el siguiente programa de
temperaturas:

e 95°C-2min

e 95°C-30s

e 60°C (T2 annealing)- 30 s 35 ciclos
e 72°C-90s

e 72°C-5min

e 4°C-o0

Para comprobar que la amplificacidn se ha llevado a cabo correctamente se realiza
una electroforesis en gel de agarosa al 1%, realizado en buffer TBE 1X (Tris, borato y EDTA).

Tras la visualizacién del gel, las muestras amplificadas a 60°C, que aparentemente es
la temperatura dptima, se cortan con la enzima de restriccién Hhal (Fermentas) en el caso de
la mutacién m.3700G>A y Alul (Fermentas) para la mutacion m.13094T>C, utilizando su
buffer correspondiente y segin marca el protocolo comercial de cada enzima. Se deja
incubando O/N a 37°C, temperatura 6ptima de las enzimas.

Pasado el tiempo de incubacidn, se realiza una nueva electroforesis en gel de agarosa
al 2% para observar los fragmentos de restriccion.

Cuantificacion de proteinas mediante el método Bradford

Esta técnica permite cuantificar la cantidad de proteina total presente en una
muestra mediante una reaccidn colorimétrica.

En primer lugar se realiza una recta de calibrado con albimina sérica bovina (BSA)
partiendo de un stock de 1 mg/ml, para lo cual se preparan una serie de diluciones de
concentracion conocida con agua destilada como se indica en la siguiente tabla (Tabla 4):
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Concentracion (mg/mL) Agua (pL) BSA (pL)
Blanco 1000 0
0,05 950 50
0,1 900 100
0,2 800 200
0,3 700 300
0,4 600 400
0,5 500 500

Tabla 4: Recta de calibrado para Bradford

El reactivo de Bradford se diluye en una proporcién 1:5 en agua destilada. El estudio
se realiza en placas de 96 pocillos, en los que se afladen los volumenes de cada dilucion de la
recta de calibrado y las muestras (10 ul) y del reactivo de Bradford (200 pl).

Para finalizar se mide la absorbancia a 595 nm en el lector de placas NOVOstar, se
construye la recta de calibrado con los valores de las diluciones de BSA y se interpolan los
valores de absorbancia de las muestras, hallando entonces la concentracidn de proteina de
las mismas.

Enriguecido mitocondrial a partir de células cultivadas para electroforesis en

condiciones no desnaturalizantes

Este protocolo fue utilizado para extraer las proteinas mitocondriales de las lineas
celulares de fibroblastos.

Son necesarias 5 placas de 150 mm a un 80% de confluencia. La extraccion se realiza
con el kit “Mitochondria Isolation Kit for Culture Cells” de Abcam y el kit “NativePAGE
Sample Prep Kit” de Life Technology. Una vez que se han obtenido las células de las placas,
todo el protocolo se realiza en hielo y todas las centrifugaciones son a 4°C para evitar la
degradacion de las proteinas.

Antes de comenzar el protocolo de extraccién se deben recoger las células con
“scrapers” o raspadores con los que se recogen las células de manera mecanica y se
resuspenden en PBS. Se obtiene el pellet de células mediante centrifugacidn y se congela a -
80°C. Con la congelacion y posterior descongelacién de los pellet celulares se consigue la
ruptura de las membranas celulares.
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Una vez descongelado, el pellet celular se resuspende en 750 ul de Reagent A (kit
Abcam), se cuantifica la cantidad aproximada de proteina mediante Bradford y se ajusta la
concentraciéon a 5 mg/ml de proteina, tras lo cual las muestras se incuban en hielo 10
minutos.

Las células resuspendidas en Reagent A se transfieren a un homogeinizador tipo
“potter” y se someten a 10 golpes de 500 rpm, que van a lisar las células por cizallamiento.
Para eliminar estos restos celulares (nucleos y restos de membrana) se centrifuga el
homogenado a 1000 xg durante 10 minutos.

El sobrenadante se recoge y se rotula como SN1, mientras que el precipitado se
resuspende en Reagent B (kit Abcam) en el mismo volumen que hay de Reagent A (se debe
tener en cuenta que al ajustar la concentracién en el Bradford se ha modificado el volumen
de Reagent A). Esta suspension se centrifuga a 1000 xg durante 10 minutos igual que en el
caso anterior y se vuelve a recoger el sobrenadante, que se mezcla con SN1. Con este paso
se consigue de nuevo eliminar cualquier resto de nucleos o de membranas que pudiera
guedar en la muestra.

Ambos sobrenadantes se someten a una centrifugacién fuerte a 12000 xg durante 5
minutos, tras lo que cual se descarta el sobrenadante y los pellets se vuelven a resuspender
en Reagent B y a centrifugar a 12000 xg durante 15 minutos. Con estas centrifugaciones
fuertes se consigue que las mitocondrias queden en el pellet, por lo que el sobrenadante se
descarta y el pellet se resuspende en NativePAGE 1X Sample Buffer (kit Life Techonology), al
gue se le anade inhibidor de proteasas.

La cantidad de proteina aislada (se trata de un enriquecido de mitocondrias) se
cuantifica mediante un Bradford y se afade dodecil maltoside (DDM) al 10% (kit Life
Techonology) para tener en la disolucién 2,5 g de este detergente por cada gramo de
proteina. Con la adicion de este compuesto se consigue romper las membranas
mitocondriales y liberar de ese modo los complejos de la cadena respiratoria. La solucién se
incuba 15 minutos en hielo y se lleva a cabo una centrifugacién a alta velocidad (20000 xg
durante 30 minutos).

El sobrenadante contiene las proteinas mitocondriales, que se cuantifican con un
ultimo Bradford para guardar alicuotas a la concentracion deseada a -80°C.

Electroforesis de proteinas en condiciones ho desnaturalizantes

Este protocolo de electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturalizantes fue llevado a cabo para analizar posteriormente la presencia y actividad de
los complejos mitocondriales en las diferentes muestras proteicas obtenidas mediante los
protocolos detallados anteriormente.
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Para llevar a cabo este experimento se utiliza el Kit NativePAGE Novex Bis-Tris System
(Life Techonologies). Las muestras de proteinas, que se encontraban congeladas a -80°C,
deben ser acondicionadas para poder ser cargadas en el gel, para lo cual se les afade
tampon de carga en una proporcion de un cuarto respecto a la cantidad de detergente DDM
que se adicioné a cada muestra.

El gel en el que se cargan las muestras se trata de un gel de poliacrilamida en
gradiente. El hecho de que dentro del mismo gel haya diferentes porcentajes de
poliacrilamida favorece la correcta separacion de los complejos mitocondriales, puesto que
cada uno tiene un peso molecular diferente, y de este modo, tanto los de alto peso como los
de bajo peso molecular podrian separarse adecuadamente. Antes de cargar las muestras, los
pocillos del gel deben ser lavados con abundante agua destilada y con la solucién del catodo
para eliminar los posibles restos de poliacrilamida restantes.

Los tampones a preparar para poner en marcha la electroforesis son diferentes para
el anodo y el catodo, y son marcados en el protocolo de la casa comercial.

Las muestras se cargan en el gel por duplicado, puesto que la mitad del gel sera
utilizada para Western-Blot y la mitad restante sera utilizada para medir las actividades
enzimaticas de los complejos mitocondriales. La cantidad de proteina necesaria para la
deteccidon mediante Western-Blot es de 20 pg/pocillo y para en ensayo de las actividades es
de 40 pg/pocillo.

Electrotransferencia de proteinas en gel a membrana

Continuando con el protocolo anterior, la mitad del gel destinada al revelado
mediante Western-Blot se transfiere a una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
con el sistema iBlot de Life Techonologies, de modo que las proteinas se encontraran
entonces en la membrana.

Una vez realizada la transferencia la membrana se incuba en una solucién al 8% de
acido acético durante 5 minutos y en agitacién para fijar las proteinas, tras lo cual se incuba
otros 5 minutos en agua destilada y se seca al aire.

Western-Blot

Continuando con el protocolo anterior, una vez que las proteinas se encuentran
fijadas a la membrana, se realiza un Western-Blot.

La membrana se activa para permitir la inmunodeteccidon mediante 3 incubaciones en
metanol con una duracion de 30 segundos, seguidas de un lavado con agua destilada
durante 5 minutos. Una vez activada, la membrada debe ser bloqueada para evitar uniones
inespecificas de los anticuerpos a ésta con una solucién de leche al 5% (en PBS) que se deja
en contacto con la membrana durante 60 minutos en agitacion.
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Los anticuerpos primarios que se uniran especificamente a los complejos
mitocondriales se preparan en una solucién de PBS-Tween al 1% de leche y una vez afadidos
a la membrana se incuba O/N.

Al dia siguiente se realizan 4 lavados con PBS-Tween y se prepara el anticuerpo
secundario en esta misma solucion al 0,1% de leche. La membrana se incuba con esta
anticuerpo durante una hora y se escanea entonces utilizando la estacién de imagen
Odyssey.

Ensayo de las actividades de los Complejos Mitocondriales

Una vez realizada la electroforesis no desnaturalizante de las proteinas
mitocondriales, con este protocolo se ensayd la actividad enzimatica de los complejos de la
cadena respiratoria °. En primer lugar, el fragmento del gel destinado al ensayo de los
complejos CI+Cll, CIV y CV se separan, puesto que cada uno tiene un tratamiento diferente.
Para la deteccién de los complejos CI+Cll se incuba un minimo de 10 minutos en tampdn
TRIS/HCI 5mM pH 7,2, mientras que para la deteccion de la actividad de los complejos CIV y
CV la incubacion se realiza en tampon fosfato 50 mM pH 7,2 durante el mismo tiempo. Una
vez realizada la incubacidon, la actividad de los distintos complejos se ensaya con las
siguientes soluciones de deteccion (Tabla 5):

Cl Nitro Blue tetrazolium chloride (NTB) (2,5 mg/ml) +
NADH (10 mg/ml)
Cl+Cll
cl Succinato (1M) + Metasulfato de feniacina (250 mM
en DMSO) + NTB (2 mg/ml)
Clv CIV | Diaminobenzidina (1 mg/ml) + Citocromo c (5 mM)
cv cv ATP (8 mM) + Nitrato de plomo (0,2%)

Tabla 5: Soluciones de revelado para actividades de complejos mitocondriales

Los geles se incuban O/N con las soluciones citadas a T2 ambiente y seguidamente se
visualiza la tincién. En el gel de los complejos CI+Cll se debe parar la reacciéon enzimatica
mediante la adicion de una soluciéon de metanol (50%) y acido acético (10%). Esta misma
solucidn se utiliza para destefiir el gel debido a que presenta color azul. Para el analisis de los
geles se realiza un escaneado del gel y se cuantifica la actividad por andlisis de la intensidad
de la tincidn con el programa QuantityOne.
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Fusion de SH-SY5Y p° con plaguetas. Creacidn de lineas celulares transmitocondriales.

Se llevd a cabo la fusién de plaguetas del paciente con mutacion m.13094T>C con la

linea celular SH-SY5Yp® para la creacion de lineas celulares transmitocondriales o cibridos
10,11

Las plaquetas se descongelan y se centrifugan, obteniendo un pequefno pellet. La
linea p° en la que se va a llevar a cabo la fusidn se debe encontrar en un 80% de confluencia,
para que las células se encuentren en condiciones de crecimiento y no secreten factores
inhibidores o de muerte. La placa con las células se tripsiniza y se procede al contaje de las
células. Es necesario contar con una concentracién aproximada de 0,5x10° cel/ml para cada
fusion (en el caso del estudio se obtuvieron 2 ml de células SH-SY5Yp® para cada cibrido),
gue se afiaden suavemente a cada pellet de plaquetas, de modo que quedan en contacto
ambos tipos celulares.

Para favorecer la fusion de las membranas se afiade polietilenglicol (PEG) y medio p°
(DMEM suplementado con uridina y 10% FBS). Se realiza una centrifugacion para que los dos
tipos celulares queden estrechamente en contacto, que se lleva a cabo sin deceleracién para
evitar que las células se puedan dafiar y posteriormente se siembran en placa de 100 mm de
diametro.

Se debe tener en cuenta que en esta placa no sélo habra cibridos, sino que también
puede haber células p°, por lo que se debe realizar una seleccion de los primeros.

Cultivo y seleccidn de lineas celulares transmitocondriales (cibridos)

Una vez realizada la fusién de plaquetas del paciente 2831 y células SH-SY5Yp®, las
células se separan mediante citometria de flujo y se obtienen dos placas multipocillo de 96
con una Unica célula por pocillo.

Las células se cultivan con 200 pl de medio p° suplementado con antibidtico, que se
cambia semanalmente. Los cibridos tienen en este punto un desarrollo muy lento, debido a
gue no detectan factores estimulantes del crecimiento secretados por células vecinas. Por
esta razén, es muy probable que en la mayoria de los pocillos no lleguen a desarrollarse los
clones. Una vez que en un pocillo han crecido las células y se estan desarrollando
correctamente, se tripsinizan y transfieren a una placa multipocillo de 48 con 500 pul de
medio de cultivo suplementado con antibidtico.

El siguiente paso es la transferencia de estos clones a placas de 6 pocillos. Una vez
gue las células se encuentran en estado de confluencia en estas placas, se tripsinizan y se
obtiene mediante centrifugacion el pellet de células. La mitad de estas células se resiembran
en placas de 6 pocillos, mientras que las células restantes son utilizadas para extraccion de
DNA, que sera utilizado para comprobar que esos clones son cibridos con la mutacién y no
células SH-SY5Yp°.
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Estudio de los niveles de mtDNA

Se extrae el DNA y se cuantifica para poder ajustar la cantidad a afiadir al ensayo.
Para determinar los niveles de mtDNA de las muestras se amplifica un fragmento del
mtDNA, que en este caso se corresponde con un fragmento del rRNA 12S al que se le une la
sonda fluorescente FAM; y un fragmento correspondiente a la RNAasa P, que se trata de un
gen nuclear y al que se le une la sonda VIC. De este modo, cuantas mas copias de mtDNA
existan en la célula, mds sonda FAM se unird y mas sefial detectaremos.

Para poder conocer cuantitativamente la cantidad de mtDNA de las muestras se
contruye una recta patrén utilizando una solucién que contiene un nimero conocido de
plasmidos. Uno de los pldsmidos contiene el fragmento del gen mitocondrial mientras que el
otro lleva insertado un fragmento del gen nuclear. Realizando el cociente entre el valor
obtenido con la sonda mitocondrial y el de la nuclear para cada una de las muestras y
comparandolo con los valores de la recta patrén se consigue el numero de copias de mtDNA
por niumero de copias del gen nuclear. Las amplificaciones se realizan con el mix comercial
“TagMan® Gene Expresion Master Mix” de Applied Biosystems, que contiene los dNTPS, la
enzima Taq polimerasa y el buffer de reaccidn.

A cada pocillo se le anaden 20 ul de mezcla de reaccién, que tiene la siguiente
composicion (Tabla 6):

MIX 10 wl
Sonda FAM 0,5 ul
Oligo L (5 uM) 0,5 ul
Oligo H (5 uM) 0,5 ul
RNAsa P 1l

DNA (10 ng aprox) 5 ul

PCR Grade Water (Roche) 2,5 ul

Tabla 6: Mix de reaccion para RT-PCR.

La reaccién se lleva a cabo en un aparato StepOne™ utilizando placas de 96 pocillos y
con las condiciones indicadas a continuacion:

e 50°C-2min

e 95°C-10 min

e 95°C-15seg

e 60°C-1min }40 ciclos
o 4°C-o0
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Consumo de oxigeno

El consumo de oxigeno se midié en las diferentes estirpes celulares utilizadas para
observar el comportamiento de su cadena respiratoria mitocondrial. Se mide en un sistema
de alta resolucidn llamado Oroboros®, que utiliza electrodos muy sensibles para detectar la
velocidad de consumo de oxigeno de un tipo celular. Se basa en que una muestra celular en
una camara cerrada, hara disminuir el oxigeno presente en la misma. Al representar esta
disminucion frente al tiempo, se obtiene la velocidad de consumo de oxigeno por esa
muestra. El sistema de medida esta acoplado a un software llamado DatLab4 que nos aporta
informacién sobre las velocidades de consumo de oxigeno, asi como de la estabilidad de la
sefial.

Para llevar a cabo el estudio, las células no deben encontrarse en un nivel de
confluencia mayor al 80%, puesto que en este punto el crecimiento celular comienza a
inhibirse y los resultados obtenidos podrian no ser fiables. Una vez que se encuentran al
nivel de crecimiento adecuado, las células se tripsinizan y se cuentan. La concentracion de
células adecuada para realizar el estudio es de 2x10° células, gue se encuentran suspendidas
en 2 ml de medio DMEM sin FBS para evitar la formacién de burbujas dentro de la camara.

La suspensioén celular se carga en la cdmara y ésta se cierra para evitar la entrada de
mas oxigeno al interior. Se debe esperar a que el flujo de oxigeno se estabilice para obtener
el valor de respiracion enddgena de las células. A continuacién se afade oligomicina (la dosis
depende de la linea celular de la que se trate) que inhibe la ATP sintasa y permite
determinar el consumo de oxigeno en estas condiciones o consumo de oxigeno filtrante.
Una vez que el consumo de oxigeno se estabiliza, se procede a anadir FCCP, que desacopla la
cadena trasportadora de electrones mitocondrial. De este modo se mide la respiracidén
desacoplada, que representa la maxima capacidad del sistema de transporte en estudio.
Para finalizar se inhibe el consumo de oxigeno utilizando un inhibidor del complejo IV (KCN),
gue da un valor de la respiracién no dependiente de cadena respiratoria, y que se restara a
todos los demas valores obtenidos.

Se debe tener en cuenta que previa realizacidn de estos estudios, deben ser tituladas
las concentraciones de todas las drogas a utilizar para cada linea celular. Las concentraciones
utilizadas en cada linea fueron las siguientes (Tabla 7):

Fibroblastos humanos | Fibroblastos P.
pygmaeus
Oligomicina 36 nM 54 nM
FCCP 0,1375 uM, 0,28 uM, | 0,28 uM, 0,84
0,84 uM, 1,69 uM, | uM, 1,69 uM,
2,53 uM 2,53 uM

Tabla 7: Concentraciones de drogas tituladas para lineas celulares de Fibroblasto humano y P. pygmaeus
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Determinacion de especies reactivas de oxigeno

La generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la mitocondria puede
determinarse utilizando el compuesto 2’,7’-diclorofluoresceina-diacetato (DCFH-DA), que
permite cuantificar la concentracion de H,0, producido dentro de la célula. La sonda en la
forma DCFH-DA no emite fluorescencia y entra a las células atravesando la membrana
plasmatica de forma libre. Una vez dentro es deacetilada y transformada a la forma DCFH,
que no puede atravesar la membrana plasmatica, por lo que queda retenida
intracelularmente. La molécula de DCFH reacciona con el H,O, presente en la célula
oxidandose y se convierte en DCF, que cuando es exitada con una longitud de onda de 504
nm, emite a 529 nm.

Para llevar a cabo el experimento, el medio de cultivo se retira de las placas, se
realiza un lavado con PBS y posteriormente las células se tripsinizan, y se cuentan. El pellet
celular se tifie con la solucién que contiene el DCFH-DA y se incuba a 37°C durante 30
minutos. Pasado este tiempo, las células se centrifugan y se lavan con PBS. Una vez se ha
llevado a cabo la tincidn, el pellet se resuspende en 3 ml de Hank's Balanced Salt Solution
(HBSS), con los que se realizan medidas por triplicado mediante citometria de flujo.

Ademas de la determinacién de ROS mediante citometria de flujo, también se realizé
una tincién en placa en la que la visualizacién se llevd a cabo mediante el aparato “FLoid Cell
Imaging Station”, que permite detectar fluorescencia tanto en el verde como en el rojo o el
azul.

Determinacion del potencial de membrana mitocondrial

Este protocolo se realizé siguiendo el protocolo del kit comercial “Mito-ID®
Membrane Potential Cytotoxicity Kit”, que se basa en la adicién de una sonda catidnica
fluorescente a las células que emite en dos longitudes de onda diferentes, cuando se
acumula en forma de mondmeros en el citosol emite fluorescencia verde mientras que
cuando se acumula en forma de agregados dentro de la mitocondria emite fluorescencia
roja/ naranja. Las mitocondrias que posean un bajo potencial de membrana, es decir, que se
encuentren despolarizadas emitiran fluorescencia verde mientras que las mitocondrias mas
polarizadas emiten fluorescencia roja. Esto se debe a que dado que la sonda es de
naturaleza catidnica, tiende a desplazarse hacia las zonas mdas negativas o de mayor
potencial dentro de la célula y se introduce en la mitocondria.

Al igual que para el cuantificar las ROS en la célula, para determinar el potencial de
membrana también se utiliza el citometro de flujo, puesto que las células emiten
fluorescencia. Ademas de realizar la deteccién de las células mediante esta técnica también
se realizé una tincidén en placa de las lineas celulares que se visualizd con “FLoid Cell Imaging
Station”.
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Deteccion de la red mitocondrial celular

La deteccion de la red mitocondrial celular se realiza con el kit comercial
MitoTracker® Red CMXRos.

Para llevar a cabo el ensayo se debe tener un cultivo de las lineas celulares a un nivel
bajo de confluencia, para que la visualizacién de las células sea mejor. Se realiza una dilucién
1:10000 de la solucion Stock del kit (1 mM), trabajando a una concentracion final de 0,1 uM.
La solucidén se afade a las placas de cultivo (una vez retirado su medio y lavado con PBS) y se
cultiva durante 45 minutos a 37°C. Pasado el tiempo de incubacidn la tincion fluorescente se
visualiza con el “FLoid Cell Imaging Station”.

Medida de niveles de ATP mitocondrial

Para realizar el experimento se deben sembrar 10* células en cada pocillo de en una
placa de 96 en medio DMEM 25 mM y se dejan en cultivo 24 horas. Cada una de las tres
lineas celulares se siembra en 12 pocillos, para poder realizar un nimero elevado de
mediciones que permita obtener datos fiables. Ademas, para poder referenciar los niveles
de ATP observados en cada linea celular a un nimero concreto de células, se siembran otros
12 pocillos por linea en los que se llevara a cabo un recuento celular. El reactivo afiadido es
parte del kit de viabilidad celular CellTiter-Blue, que se basa en la capacidad de las células
viables de convertir una sustancia incolora (resazurina) en una molécula fluorescente
(resorufina). Una vez transcurridas las 24 horas de cultivo deben prepararse los medios de
incubacién que seran afadidos a las células. Las composiciones son las siguientes (Tabla 8):

Medio DMEM free (sin glucosa)

Reactivo Blue | Piruvato 50 mg/ml

CellTiter-Blue

Medio DMEM free

Reactivo ATP | Piruvato 50 mg/ml

Deoxiglucosa 1M

Tabla 8: Composicion de reactivos para medida de niveles de ATP mitocondriales.

Se afiade medio sin glucosa y suplementado con piruvato de modo que las células no
puedan llevar a cabo la glucdlisis y todo el ATP provenga de la cadena de transporte
electrénico mitocontrial. Ademas, la adicion de deoxiglucosa hace que la glucélisis quede
inhibida por completo, puesto que al encontrarse en exceso en el medio, es captada por las
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enzimas glucoliticas en favor de la glucosa, y al no poder ser degradada puesto que posee un
grupo deoxi-, las enzimas quedan inhibidas y no se produce ATP por medio de la glucdlisis.

Una vez preparados los reactivos, el medio de cultivo se elimina y se realiza un lavado
de los pocillos con PBS. Posteriormente se afiaden 100 ul por pocillos de los medios de
incubacién. En la mitad de los pocillos se afiade el reactivo CellTiter-Blue®, a los que también
se echaran 20 ul de tincidn Blue. A la otra mitad de los pocillos se les afiade el reactivo de
ATP. Las células se incuban durante 2 horas con estos reactivos a una temperatura de 37 °C,
tras lo cual se realizan las medidas en el lector de microplacas NOVOstar.

En primer lugar se realiza una medida de fluorescencia para ajustar la saturacién de
las muestras, tras lo cual se anade a cada pocillo 100 pl de reactivo de luminiscencia. En
segundo lugar se agita la placa durante aproximadamente 2 minutos, antes de realizar la
medicidon de luminiscencia de los pocillos, que nos dara los valores del ATP sintetizado por
cada célula.

Analisis estadisticos

Para la realizacién de los andlisis estadisticos se ha utilizado el programa informatico
StatView 6.0. En los graficos se representan los valores medios en porcentaje respecto a la
media del control y la desviacidn estdandar. Mediante el test de Kolmogorov-Smirnov se
comprueba si la distribucién de las variables es normal, tras lo cual se realiza un test t
desapareado en el que se comparan los distintos pardmetros. Los resultados se consideran
estadisticamente significativos con un P-valor inferior a 0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Deteccion de mutaciones en mtDNA mediante PCR-RFLP

Antes de llevar a cabo las pruebas bioquimicas con las diferentes lineas celulares en
estudio en el proyecto se debe llevar a cabo un andlisis de las mutaciones presentes en las
mismas. Para esto, se realizd un analisis mediante PCR-RFLP de las muestras de DNA
obtenidas de las diferentes lineas celulares.

Estudio de la mutacion m.3700G>A

Como ya se ha comentado previamente en la introduccidn de este mismo trabajo, la
mutacion m.3700G>A se postula causante de la enfermedad de LHON en humanos y sin
embargo la adenina aparece en el genoma de P. pygmaeus como wild-type.

Para comprobar que este animal posee realmente esa base en la posicidn
equivalente de su mtDNA se realizé un estudio mediante PCR-RFLP.
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Figura 1: Gel de agarosa con muestras de DNA de fibroblastos humanos control (H), fibroblastos de P. pygmaeus (P),
células 143Bp° (p°) y Blanco (B). Las amplificaciones se llevan a cabo a las temperaturas de 56, 58, 60 y 62°C. El marcador
de peso molecular (M) es de 1 kb.

El patron de bandas de la amplificacién (Figura 1) muestra que a las cuatro
temperaturas testadas Unicamente amplifican las muestras de humano y P. pygmaeus, salvo
a 58°C, que se observa una pequeia amplificacion del control negativo p°. Al ser mas
intensas y definidas las bandas de las muestras amplificadas a 60°C, son éstas las que se
toman para realizar el corte con la enzima Hhal. Realizado el corte con esta enzima, los
fragmentos esperados para las muestras son los siguientes (Figura 2):

A B 3700G 3700A
Ndmero de | Tamafio de los _83ipb
683 pb
fragmentos | fragmentos —
3700G 2 683 y 148 pb
148 pb
3700A 1 831 pb _

Figura 2: Corte con enzima de restriccion Hhal el fragmento amplificado con oligos htmL3574 y hmtH4364. A) Numero y
tamaiio de los fragmentos resultantes. B) Patron de corte de la enzima tras electroforesis en gel de agarosa.

Figura 3: Gel de electroforesis de muestras digeridas con enzima Hhal. El marcador de peso molecular es de 1 kb. Se
cargaron los amplificados (AMP) de humano (izq.) y de P. pygmaeus (drcha.) para observar el tamaiio del fragmento sin
cortar. A la derecha estan las bandas correspondientes al corte de la muestra de humano (H) y P. pygmaeus (P).
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Tras la digestidon con la enzima Hhal (Figura 3) se observa que en la muestra de
humano control aparecen dos bandas, correspondientes con los fragmentos de 683 y 148
pb, mientras que la muestra de P. pygmaeus no fue cortada por la enzima de restriccion, lo
que indica que tal y como se esperaba, éste animal posee en la posicion 3700 del mtDNA
adenina en lugar de guanina.

Estudio de la mutacion m.13094T>C

Para corroborar que las muestras del paciente 2831 poseian la mutacion m.13094T>C
se realizd al igual que en caso anterior un analisis mediante PCR-RFLP. Primeramente se
amplificaron las muestras de estudio con los oligos correspondientes a una temperatura de
annealing de 62°C. Es a esta temperatura a la que la amplificacién se lleva a cabo de la
manera mas especifica. Aln asi, el control negativo p° amplifica, debido posiblemente a la
existencia de un pseudogen nuclear reconocido por los oligos.

La digestion del fragmento amplificado, que tiene una longitud de 304 pb, se lleva a
cabo con la enzima Alul, que corta las muestras mutantes (13094C) pero no las normales
(13094T).

M Amp p° H 2831

Figura 4: Gel de electroforesis de muestras digeridas con enzima Alul. El marcador de peso molecular es de 1 kb. Se
cargaron los amplificados (AMP) de humano (izq.) y de mutante 2831 (drcha.) para observar el tamafiio del fragmento
sin cortar. A la derecha estan las bandas correspondientes al corte del control p°, fibroblasto humano (control
negativo de corte) (H) y las correspondientes al mutante 2831 (muestras de sangre y fibroblastos).

Tras llevar a cabo la digestidn con la enzima Alul en el gel de electroforesis (Figura 4)
se observa que el control negativo de fibroblastos humanos no ha cortado, tal y como se
esperaba, y que tanto la muestra de sangre como la de fibroblastos del paciente 2831 si lo
ha hecho. Por la intensidad de estas bandas se puede deducir que el paciente presenta un
nivel mayor de mutacién en fibroblastos que en sangre, tejido posee un 50% de
mitocondrias mutadas. Cabe destacar que el hecho de que al amplificar las muestras no se
consiga eliminar la amplificacion de la linea p° no afecta a la deteccién de la mutacidn
mediante RFLP, puesto que como se observa en la imagen, esta muestra corta con otro
patron de bandas totalmente diferente al del mutante.
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Esta misma técnica fue también utilizada para determinar si los cibridos creados con
la fusion de plaquetas del paciente 2831 y células SHp® poseian mtDNA con la mutacion. Las
muestras de DNA de los diferentes cibridos fueron amplificadas igual que en el caso anterior
y se realizé el corte con la enzima de restriccion Alul.

Cibridos

Figura 5: Gel de electroforesis de muestras digeridas con enzima Alul. El marcador de peso molecular es de 1 kb. La
muestra H (fibroblastos humanos control) representa el control negativo de corte. Las muestras del paciente 2831
representan el control positivo de corte. Las muestras de cibridos presentan un patrén de corte diferente al del control
positivo.

En este caso (Figura 5) la muestra p° no ha cortado, probablemente debido a una
mala preparacion de esta muestra, mientras que los controles positivos de la mutacién si lo
han hecho. Se puede observar que todos los cibridos han cortado, pero no lo han hecho con
el patron de bandas del mutante sino que lo han hecho con uno similar al de la muestra p°
(Figura 4). De estos resultados se deduce que lo que ha amplificado en los cibridos no es
realmente el fragmento del mtDNA deseado, sino un pseudogen nuclear.

Para evitar este problema se podria hacer una PCR anidada en la que se amplifique
inicialmente un fragmento mas largo que contenga el de interés, y que con los amplificados
de esta primera PCR se haga una segunda con los oligos utilizados anteriormente. La primera
PCR se realizd, pero no se consiguio que ninguna de las muestras de cibridos amplificara, que
podria deberse al hecho de que los cibridos no posean realmente mtDNA o a que aun no
hayan recuperado los niveles normales de mtDNA.

Analisis de los niveles de mtDNA en cibridos transmitocondriales

Para comprobar que los cibridos transmitocondriales realmente habian adquirido
mtDNA del paciente 2831 se realizd una RT-PCR para detectar niveles de mtDNA. Esta
técnica es mucho mas sensible que una PCR convencional, por lo que permite detectar
valores mucho menores de mtDNA.

A
Linea Sangre FUS SH FUS SH 2831
SHp® Fb hum Fb 2831 .
celular 2831 2831 (ab) (sin ab)
MT/NUC | 0,90 463,53 448,94 131,90 21,73 30,77
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B

Linea
2F4 2H2 1E12 1B9 2H9 1ES 1E7 1G2 1G7 1H5
celular

MT/NUC | 0,90 | 1,07 1,67 0,92 1,25 1,29 0,91 0,89 1,44 0,85

Tabla 9: Resultados de medida de niveles de mtDNA. Los resultados muestras los niveles de fluoresciencia emitidos por
sonda mitocondrial (FAM) respecto a sonda nuclear (VIC). A) Medidas en lineas celulares control. B) Medidas en cibridos.

Los resultados obtenidos (Tabla 9) reflejaron que los cibridos no poseen mtDNA,
puesto que los valores son similares a los que posee la célula SH-SY5Yp°. Unicamente el
cibrido 1E12 posee valores ligeramente mas altos de mtDNA, aunque éstos tampoco son
muy elevados.

Estos resultados pueden deberse a que los cibridos normalmente necesitan 40 pases
en cultivo para que sus niveles de mtDNA se estabilicen y alcancen niveles normales. Sin
embargo, los cibridos del estudio llevaban en cultivo muy poco tiempo y habian sido
duplicados 5 veces. Por lo tanto, esta prueba deberia realizarse mas adelante, cuando los
cibridos se hayan duplicado mas veces y su mtDNA se haya recuperado.

Andlisis de la funcion mitocondrial

Resultados

Andlisis de niveles de ATP mitocondrial

Como parte del estudio de la implicacion de las mutaciones en estudio en la
patogenicidad mitocondrial se analizaron los niveles de ATP producidos por los diferentes
tipos celulares mediante la cadena de transporte mitocondrial. La siguiente grafica refleja los
resultados obtenidos en este experimento:

160

140 A
120 A

100 4 F
B Fib 2831

| H Fib hum control

&0
O Fib P. pygmaeus

Porcentaje

60

40 A

20 4

0

ATP/cel
Figura 6: Produccion de ATP mitocondrial de fibroblastos 2831 y P. pygmaeus. El valor de los niveles de ATP

mitocondrial de la linea celular Fibroblastos control se estableci6 como el 100%. Fb control, 100£16,94. Fb 2831,
70,36+14,65. Fb P. pygmaeus, 130,76+17,09.
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Mutacion m.13094T>C

Como se puede observar en la grafica (Figura 6), la produccién de ATP en los
fibroblastos del mutante se ha visto disminuida en un 30% respecto de los fibroblastos
control.

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en el ensayo para fibroblastos 2831 y
fibroblastos humano control determina que existen diferencias estadisticamente
significativas en la reduccidon de la cantidad de ATP sintetizada en la mitocondria entre
ambos tipos celulares, siendo el dato del p-valor de 0,0002.

Mutacion m.3700G>A

En este caso la produccidon de ATP se encuentra aumentada aproximadamente en un
30% respecto del control (Figura 6), y en el andlisis estadistico el p-valor obtenido fue de
0,0001. De estos resultados se puede deducir que la mutacién en estudio no afecta
negativamente a las células de P. pygmaeus para la produccién de ATP.

Andlisis de actividades enzimdticas de los complejos mitocondriales

Dado que las mutaciones en estudio en el presente proyecto afectan a las
subunidades MT-ND1 y MT-ND5 que forman parte del Cl de la cadena de transporte
electrénico mitocondrial, se realizdé un analisis de las actividades de los distintos complejos
mitocondriales para estudiar su viabilidad.

A B
H 2831 p H 2831 P

ca—>
cv—> *

i

C” - .

Figura 7: Geles de electroforesis nativa con revelado de actividades de complejos mitocondriales. Las muestras
analizadas son fibroblasto humano control (H), fibroblasto 2831 (2831) y fibroblasto de P. pygmaeus (P). A)
Complejos | y Il. B) Complejo IV. C) Complejo V.
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Figura 8: Actividades de los complejos mitocondriales (ClI, CIV y CV) referidas a la actividad del CIl. El valor de las
actividades de la linea celular Fibroblastos control se establecié como el 100%.

La cuantificacién de las actividades enzimaticas de los complejos mitocondriales se
realizd con el programa QuantityOne mediante el analisis de las intensidades de las bandas
obtenidas en los geles revelados (Figura 7).

Mutacion m.13094T>C

La actividad de Cl, al cual afecta la mutacién en estudio, se ve claramente reducida
respecto al control humano (Figura 8), mientras que la actividad del CIV no se ve apenas
modificada. La actividad de CV también se ve modificada, aunque la reduccién de la
actividad es menor que para el caso del CI.

Mutacion m.3700G>A

En el caso de esta mutacion, las actividades de los complejos mitocondriales en
estudio en la linea celular de fibroblastos de P. pygmaeus no se ven afectadas por la
mutacion (Figura 8) e incluso en los caso del CIV y el CV éstas se ven aumentadas respecto al
control humano.

Andlisis de especies reactivas de oxigeno (ROS)

El andlisis de la cantidad de especies reactivas de oxigeno en las diferentes lineas
celulares se realizd para observar la implicacién de las mutaciones en estudio en el estrés
oxidativo en las células.
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Figura 9: A) Anadlisis de la presencia de ROS en las lineas celulares en estudio. El valor de la cantidad de ROS en la linea
celular Fibroblastos control se establecié como el 100%. Fb control, 100+9,66. Fb 2831, 127,6+23,6. Fb P. pygmaeus,
108,29112,38. B) Imagenes de microscopia de fluorescencia con tincién con diclorofluoresceina. 1) Fib 2831. 2) Fib
humano control. 3) Fib P. pygmaeus.

Mutacion m.13094T>C

La cantidad de ROS presente en la linea celular de fibroblastos mutantes es un 30%
superior a la detectada para fibroblastos control (Figura 9.A). Aun asi, el analisis estadistico
de los datos determina que no hay diferencias estadisticamente significativas en el aumento
de estas especies en el mutante, puesto que el p-valor obtenido en este caso es de 0,13.

En las imdgenes de microscopia de fluorescencia no se observan diferencias
apreciables en la cantidad de ROS (Figuras 9.B.1y 9.B.2).

Mutacion m.3700G>A

En este caso el aumento de ROS en los fibroblastos de P. pygmaeus respecto del
control es menor al 10% (Figura 9.A), y tampoco hay diferencias estadisticamente
significativas en este aumento, puesto que el p-valor es de 0,41.

Tampoco en este caso se observan diferencias notables en las imagenes de
microscopia de fluorescencia (Figuras 9.B.2 y 9.B.3).

Potencial de membrana mitocondrial

La mitocondria presenta potencial de membrana debido a que las cargas negativas se
acumulan en la matriz mitocondrial mientras que gracias a la accion de los complejos
mitocondriales se bombean protones hacia el espacio intermembrana. El potencial de
membrana mitocondrial creado representa un pardmetro importante en la viabilidad vy
funcionalidad de las mitocondrias y un fallo en la cadena de transporte puede verse
reflejado en este valor.
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100 B Fib283l
W Fib hum Control
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Figura 10: A) Analisis del potencial de membrana mitocondrial en las lineas celulares en estudio. El valor del potencial
de membrana en la linea celular Fibroblastos control se estableci6 como el 100%. Fb control, 100+2,16. Fb 2831,
144,3213,72. Fb P. pygmaeus, 145,1+10,64. B) Imagenes de microscopia de fluorescencia (en verde sonda citosélica, en
rojo sonda mitocondrial). 1) Fib 2831. 2) Fib humano control. 3) Fib P. pygmaeus.

Mutacion m.13094T>C

El analisis por citometria de flujo de la muestra de fibroblastos 2831 reflejé un
aumento del potencial de membrana respecto de los fibroblastos control (Figura 10.A). Este
aumento es estadisticamente significativo, con un p-valor menor a 0,0001.

Sin embargo, las imagenes tomadas por microscopia de fluorescencia (Figuras 10B.1y
10.B.2) muestran un resultado poco claro. Esto probablemente se deba a un fallo en la
tincion.

Mutacion m.3700G>A

Los fibroblastos de P. pygmaeus mostraron en el andlisis por citometria de flujo un
potencial de membrana muy superior al de fibroblastos control (Figura 10.A). Este aumento
es también en este caso estadisticamente significativo con un p-valor inferior a 0,0001.

Las imagenes de microscopia (Figuras 10.B. y 10.B.3) tampoco aportan ninguna
evidencia de este aumento significativo en el potencial de membrana mitocondrial.

Deteccion de la red mitocondrial celular

Las mitocondrias se disponen en la célula en forma de una gran red continua que se
distribuye a lo largo de todo el citoplasma. Ha sido demostrado que en mutantes con
deficiencias mitocondriales presentan cambios en la estructura de esta red mitocondrial,
gue deja de ser continua.

A

Bl e

/'

Figura 11: A) Analisis de red mitocondrial intracelular. Tincion con MitoTracker® Red. A) Fib 2831. B) Fib humano
control. C) Fib P. pygmaeus.
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Mutacion m.13094T>C

En las imagenes de microscopia de fluorescencia (Figura 11.A y 11.B) se puede
observar cdmo la red mitocondrial de los fibroblastos del paciente 2831 no se encuentra
totalmente interconectada como ocurre en el caso de los fibroblastos control, y en algunos
puntos del citoplasma las mitocondrias se acumulan en grumos.

Mutacion m.3700G>A

En el caso de los fibroblastos de P. pygmaeus (Figura 11.B y 11.C), la red mitocondrial
se encuentra aparentemente intacta y presenta un aspecto muy similar al de los fibroblastos
humanos control.

Consumo de oxigeno

La medida del consumo de oxigeno en las células es un parametro directamente
relacionado con la viabilidad mitocondrial y celular y dado que un fallo en el Cl podria afectar
directamente a estos valores, se realizaron ensayos de consumo de oxigeno.

Se realizo el estudio de la capacidad respiratoria enddgena, de la filtrante (al inhibir la
ATP sintasa con oligomicina) y de la desacoplada (resultante de afiadir el desacoplante FCCP)
y a todos los valores se les restd el de la respiracién no dependiente de la cadena de
transporte mitocondrial (cuando ésta se inhibe con cianuro).

300 7
250 1
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O Fib2831
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ENDOGENA FILTRANTE DESACOPLADA

Figura 12: Andlisis del consumo de oxigeno en las diferentes lineas celulares (respiracion enddgena, filtrante y
desacoplada). Los valores de la respiracion endégena en la linea celular Fibroblastos control se establecieron como el
100%. El consumo de oxigeno se refirié a la cantidad de proteina presente en cada muestra. Respiracién endégena: Fb
control, 100+8,96. Fb 2831, 29,15+3,51. Fb P. pygmaeus, 61,2+17,5. Respiracion filtrante: Fb control, 11,5415,99. Fb
2831, 4,15+2,50. Fb P. pygmaeus, 6,88+4,45. Respiracidon desacoplada: Fb control, 252,60+9,67. Fb 2831, 105,45+6,86.
Fb P. pygmaeus, 215,121+57,7.

Mutacion m.13094T>C

En el analisis del consumo de oxigeno para la linea celular fibroblastos 2831 (Figura
12) se observd una clara disminucién tanto en la respiracion enddgena, filtrante vy
desacoplada respecto la respiracion de los fibroblastos humanos control. Esta disminucién es
estadisticamente significativa en el caso de la respiracién enddgena, con un p-valor de
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0,0002 y en la respiracion desacoplada, con un p-valor inferior a 0,0001. Sin embargo la
disminucion de los valores en la respiracion filtrante respecto al control presenta un p-valor
de 0,12.

Mutacion m.3700G>A

Los valores de consumo de oxigeno por parte de la linea celular de fibroblastos de P.
pygmaeus (Figura 12) también aparecen en este caso disminuidos respecto los valores de
fibroblastos control. La disminucién de la respiracién enddégena es también en este caso
estadisticamente significativa (p-valor de 0,027), pero no lo es la disminucién de la
respiracion filtrante (p-valor de 0,340) ni la de la respiracién desacoplada (p-valor de 0,329).

Discusion

Mutacion m.13094T>C

En este estudio se ha descrito la mutacidn m.13094T>C, candidata a ser la etiologia
del fenotipo LHON del paciente 2831, que produce el cambio de una valina por alanina en la
posicién 253 de MT-ND5.

Uno de los criterios descritos para confirmar la patogenicidad de la mutacién es que
ésta se encuentre presente en el paciente pero no en controles sanos, ademas de que afecte
a una posicién de la secuencia de aminoacidos de la proteina altamente conservada 2 En las
24.364 secuencias humanas comparadas no se ha detectado en ningln caso el cambio
producido por la mutacidn en estudio. Ademas, en el andlisis de 4.111 secuencias eucariotas
de la proteina p.MT-ND5 la posicidon se encuentra conservada en el 99,8% de los casos, al
igual que en el 97% de las 631 secuencias de la proteina ortéloga bacteriana analizada. Los
analisis de las secuencias determinan que la posicidon se encuentra altamente conservada y
gue la mutacion no se encuentra en individuos sanos.

Un segundo criterio de patogenicidad para una mutacion en mtDNA es que se
encuentre en heteroplasmia, hecho que si ocurre en el caso del paciente. Aun asi, la
heteroplasmia Unicamente esta presente en el 15% de los individuos con fenotipo LHON 2.

Otro dato que apoya la hipdtesis de que la mutacion en estudio puede ser patolégica
es el hecho de que la mutacion segrega con el fenotipo, es decir, que a mas mutacion
presente en el paciente, mas fenotipo se produce. El paciente 2831 posee la mutacidon en un
50% de heteroplasmia y presenta un fenotipo LHON y sin embargo su madre, con un 10% de
heteroplasmia no presente ningun fenotipo patolégico.

Tal como se ha visto en los resultados de este mismo apartado, existen claras
deficiencias en la funcion mitocondrial del paciente en estudio. La disminucién en la
produccién de ATP v la ruptura de la red mitocondrial han sido identificadas en otras
deficiencias mitocondriales con un fenotipo patolégico 3. Asimismo, la reduccién en la
actividad del Cl, asi como en el consumo de oxigeno enddgeno y desacoplado son indicativos

Pagina 34 de 40



de la existencia de una deficiencia en ese complejo mitocondrial 214

.Aunque el potencial de
membrana suele encontrarse disminuido en la mayoria de las mutaciones que afectan al Cl
12 en las deficiencias de otros complejos mitocondriales se ha observado un aumento de
este parametro en fenotipos patoldgicos como es el caso de la mutacién en estudio . A
pesar de que no se han visto aumentadas significativamente las ROS en las células del
paciente, todos los demads pardmetros bioenergéticos analizados indican que la mutacion

m.13094T>C podia afectar a la funcion mitocondrial.

Cabe destacar que esta mutacion no ha sido Unicamente encontrada en el paciente
2831 (fenotipo LHON), sino que también ha sido asociada en otros dos casos a fenotipos de
ataxia y oftalmoplegia progresiva externa (PEO) ’ y encefalomiopatia mitocondrial, acidosis
lactica y accidente cerebrovascular (MELAS) y sindrome de Leigh 2.

Para evaluar la posible patogenicidad de la mutacion segun los resultados obtenidos
en el estudio se aplicaron los criterios del test de Mitchell 16 para los que la mutacién obtuvo
una puntuacién de 25, lo que la clasifica como “probablemente patoldgica” (Anexo 1). Los
estudios llevados a cabo en el presente proyecto han conseguido elevar la puntuacién
obtenida para esta misma mutacién en los otros casos descritos 2.

A pesar de que todos los estudios realizados indican que la mutacion m.13094T>C es
la causante del fenotipo LHON del paciente, seria interesante llevar a cabo los mismos
analisis en cibridos con fondo nuclear definido, que permitan realizar una correlacion directa
de la mutacién con su patogenicidad.

Ademas, se debe tener en cuenta que el paciente 2831 poseia la mutacidon
m.15527C>T que deberia ser descartada como causante del fenotipo LHON.

Mutacion m.3700G>A

La mutacidn m.3700G>A ha sido asociada en varias ocasiones con LHON en humanos
317y sin embargo se presenta como alelo wild-type en orangutan (P. pygmaeus). Los
resultados obtenidos durante el presente proyecto indican que este animal no presenta
ninguna deficiencia significativa en la cadena de transporte mitocondrial y que no presenta

ningun déficit bioenergético, a pesar de poseer el alelo mutante.

Este hecho evidencia que debe existir algiin mecanismo compensatorio en la cadena
respiratoria de P. pygmaeus. El estudio de estas desviaciones patogénicas compensadas es
muy complejo y ya se ha llevado a cabo en otras ocasiones con este mismo animal, sin
obtener ningun resultado esclarecedor °.

AUn asi, el estudio de estas mutaciones LHON presentes en P. pygmaeus en su forma
wild- type podria utilizarse como un buen modelo de estudio in vitro para la busqueda de
factores genéticos compensatorios asociados a una mutacion, dado que los factores
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ambientales se eliminan en cultivo. Ademds también podrian ayudar a comprender Ia
penetrancia incompleta de estas mutaciones.

CONCLUSIONES

Del presente trabajo se han obtenido las siguientes ideas o conclusiones:

1. Segun los criterios para considerar una mutacién en el mtDNA como patoldgica, se
podria determinar que la mutacion m.13094T>C hallada en el paciente 2831 es la
causante del fenotipo LHON que éste presenta.

2. La especie P. pygmaeus presenta compensaciones de la mutacion m.3700G>A que
hacen que su funcién mitocondrial sea normal.

CONCLUSIONS
The following ideas are obtained from this essay:

1. Following the pathogenicity criterion of mtDNA mutations, we could state that
m.13094T>C mutation found in patient 2831 is causing his LHON phenotype.

2. P. pygmaeus specie has genetic compensations on m.3700G>C which makes their
mitochondrial function normal.
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